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Resumen

El pargo flamenco, Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869), también conocido
como pargo lunarejo o pargo de la mancha, es un pez comestible, popular y de
gran importancia comercial en las costas del pacifico de varios paises de América,
y una especie con gran potencial para cultivo. Actualmente, se ha considerado un
buen candidato para la acuicultura y se ha encontrado como en muchas otras
especies de peces marinos, los problemas de supervivencia y altas tasas de
mortalidad durante los estadios larvarios, cuyo problema ha inducido a realizar
investigaciones sobre tipos de alimentacion: alimento vivo, probidticos,
microparticulado, entre otros; asi como su fisiologia digestiva, donde se incluye la
parte enzimatica y hormonal. El objetivo del presente trabajo, fue conocer el efecto
de la incorporacién de hidrolizados solubles de pescado CPSP G y levadura
Debaryomyces hansenii (CBS 8339) incorporada a rotiferos (Brachionus
rotundiformis) de cepa SS, sobre la expresion de genes marcadores de la
maduracion digestiva en larvas de L. guttatus. Para ello, se utilizaron cultivos por
triplicado (inanicién, control, tratamiento con levadura y tratamiento con
hidrolizado), donde, se analiz6 la calidad de huevos y larvas, tasa de crecimiento
absoluta (TCA) y supervivencia. Asimismo, la expresion de genes codificantes de
enzimas digestivas (a-amilasa, lipasa, quimotripsina y tripsina) y hormonas del
control alimenticio (Colecistoquinina; CCK, y Neuropéptido Y; NPY) en huevos y
larvas de 1 y 4 dias después de la eclosién (DDE). Los resultados obtenidos,
mostraron un declive en la supervivencia a los 5 DDE en todos los cultivos y la
muerte de larvas del cultivo inanicion, sin embargo, el resto duré hasta los 7 DDE,
lo que se sugirié a causa de la temperatura. La TCA mostré diferencia significativa
en todos los tratamientos vs inanicién. Por otro lado, la expresion de enzimas
digestivas y hormonas, se presentaron desde huevos en bajos niveles. Las larvas
de 1 DDE, presentaron diferencia significativa en el tratamiento de hidrolizado vs
control en lipasa; también ambos tratamientos presentaron diferencia significativa

contra cultivos control e inanicion en CCK. A los 4 DDE, el tratamiento de levadura



mostré diferencia significativa contra el cultivo control e inanicidn en lipasa,
asimismo, en a-amilasa contra todos los cultivos. Por tanto, los tratamientos
estimularon la expresiéon de enzimas digestivas y hormonas relacionadas a la
digestiéon, lo que denota que las larvas al 1 y 4 DDE presentan los transcritos de
enzimas digestivas para poder ser traducidos a la proteina, sin embargo, se
requiere el estudio de las hormonas peptidicas de CCK y NPY para indicar la
presencia en su forma activa en estas etapas.

Palabras clave: Larvas de Lutjanus guttatus, enzimas digestivas, CCK y NPY.

il
Vo. Bo.

Dr. Dariel Tovar Ramirez




Abstract

Flamenco snapper, Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869), also known as spotted
rose snapper or snappers, is an edible, popular and of great commercial
importance in the Pacific coast of several American countries. At present, it is
considered a good candidate for aquaculture and as in many other species of
marine fish, the problems of survival and high rates of mortality during the larval
stages are well documented, the problem has led to research on types of food: live
food, probiotics, microparticulated, among others; and its digestive physiology,
where the enzymatic and hormonal part is included. The aim of this work was to
determine the effect of the incorporation of soluble hydrolyzed fish CPSP G and
live yeast Debaryomyces hansenii (CBS 8339) incorporated rotifers (Brachionus
rotundiformis) strain SS, on the expression of molecular markers for digestive
maturation genes in L. guttatus larvae. For this purpose, cultures were used in
triplicate (starvation, control, treatment with hydrolyzed and treatment with yeast),
where the quality of eggs and larvae, absolute growth rate (TCA) and survival were
analyzed. Furthermore, the expression of genes encoding digestive enzymes (a-
amylase, lipase, chymotrypsin and trypsin) and hormones alimentary control
(Cholecystokinin, CCK, and neuropeptide Y; NPY) in eggs and larvae of 1 and 4
days after hatching (DDE). The results showed a decline in the larviculture survival
at 5 DDE in treatments and also the starvation group, however, the rest lasted until
7 DDE, it was suggested because of the temperature. The TCA showed significant
difference in all treatments vs starvation. Furthermore, the expression of digestive
enzymes and hormones, from eggs showed low levels. Larvae of 1 DDE, showed
significant differences in hydrolyzed treatment vs control in lipase expression; also
both treatments showed significant difference against control cultures and
starvation in CCK. At 4 DDE, yeast treatment showed significant difference against
to the control and starvation culture in lipase, also in a-amylase against all cultures.
Therefore, treatment stimulated expression of digestive enzymes and hormones
related to digestion, which indicates that larvae 1 and 4 DDE present digestive

enzymes transcripts to be translated to protein, however, the study required



studies to peptide hormones CCK and NPY to indicate the presence in its active
form in these stages.

Keywords: Lutjanus guttatus larvae, digestive enzymes, CCK and NPY.
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1. INTRODUCCION
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) indica que los recursos de la pesca de captura son muy diversos y su
desarrollo sostenible depende de decisiones de gestidn y practicas responsables.
En el afio 2013 la produccion mundial (Tabla 1) de captura excluyendo a la
anchoveta, marcé una nueva produccion de 86.9 millones de toneladas lo que deja
atras los 86.6 del 2012 (FAO, 2015a). Las tres especies de mayor captura fueron
la anchoveta Engraulis ringens, Alaska pollock Theragra chalcogramma y Skipjack
tuna Katsuwonus pelamis, donde la primera tuvo un incremento significativo de 4.7
a 5.7 millones de toneladas (FAO, 2015a). Entre los 25 mayores paises
productores de captura marina, se encuentra México en el puesto 15, sin embargo

en la captura de aguas internas esta ubicado en el puesto 20 (FAO, 2015a).

Tabla I. Captura mundial maxima de 2012 y 2013 (modificado de la FAO, 2015a).

2012 2013 VARIACION
Millones de Millones de  porcentaje
toneladas toneladas
CAPTURA INTERNA 11.6 11.7 0.6
CAPTURA MARINA SIN 75.0 75.2 0.3
ANCHOVETA
CAPTURA DE ANCHOVETA 4.7 57 20.9
CAPTURA MARINA 79.7 80.9 1.5
MUNDIAL TOTAL 91.3 92.6 1.4

En relacion a la acuicultura, la FAO indica que abarca diversos sistemas de cultivo
de plantas y cria de animales en zonas continentales, costeras y maritimas, que
utilizan y producen una amplia variedad de diversas especies, ademas de que es
posiblemente el sector de produccidon de alimentos con el crecimiento mas
acelerado y que hoy representa casi el 50% de los productos pesqueros

mundiales destinados a la alimentacion.



En acuicultura, la produccion mundial continua en crecimiento, alcanzando los
97.2 millones de toneladas con un valor estimado de 157 billones de doélares, un
total de 575 especies acuaticas y grupos de especies crecidas en agua dulce,
agua de mar y agua salobre (FAO, 2015b). La produccion de alimento por
piscifactorias (peces, crustaceos, moluscos y otros animales acuéticos) fue de
70.2 millones de toneladas en el 2013, el cual supera por 5.6% los 66.5 millones
de toneladas en el 2012, y especificamente en produccion de peces paso de
42.1% a 43.1% (FAO, 2015b). Actualmente, China se encuentra en el primer lugar
de produccion interna de peces con 24, 817, 311 toneladas (peso vivo) y ocupa el
segundo lugar en la produccion de maricultura con 1, 123, 576 toneladas, cuyo
primer lugar lo tiene Noruega con 1, 245, 399 toneladas (FAO, 2015b). Por tanto,
esto indica que la acuicultura es una fuente importante para obtener recursos
alimentarios mediante diversas especies, aunque falta mayor investigacion para

establecer una produccién mas eficiente.

En México a pesar de su gran territorio en litorales y biodiversidad, no se
encuentra entre los mayores productores acuicolas de peces, sin embargo, esta
en el séptimo lugar del mundo de maricultura de crustaceos (FAO, 2015b). Entre
los peces cultivados en el pais, los pargos de la familia Lutjanidae son peces que
presentan una gran demanda y alcanzan un alto precio a nivel mundial, y por su
importancia como recurso pesquero y deportivo, las poblaciones naturales se
encuentran muy explotadas (Alvarez-Lajonchére, 2011). El pargo flamenco
Lutjanus guttatus también conocido como pargo lunarejo o pargo de la mancha, es
un pez comestible popular y de gran importancia comercial en varios paises de
América con costas al pacifico (Alvarez-Lajonchere, 2011). En Meéxico, la
produccion por la pesca y acuicultura (Fig. 1), durante los afios 2012 al 2014 se ha
incrementado considerablemente desde 69, 682 Kg a 132, 567.85 Kg
respectivamente, al igual que el valor monetario en pesos mexicanos de 3, 022,
162.5 a 4, 219, 180.67 (SAGARPA, 2016).
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Figura 1. Produccion acuicola y pesqueria de L. guttatus en peso vivo (Kg) del
2012 al 2014 en México (Datos obtenidos de SAGARPA, 2016).

El desarrollo del cultivo de peces es complicado, y debe de cumplir con varios
requisitos, como un alto valor en el mercado, asi como su establecimiento, desove
en cautiverio, la facilidad de cultivar y alimentar, rapido crecimiento, manejo a altas
densidades y que sea resistente a enfermedades (Riley, 2002). Asimismo, la
variacion en la calidad de huevos es uno de los factores limitantes para la
produccion de larvas de peces (lbarra-Castro, 2005), el cual es de las partes
fundamentales. No obstante, el dominio con reproductores en cautiverio permitira
llevar a cabo programas de mejoramiento y seleccién genética, que son base del

desarrollo de la ganaderia moderna (Alvarez-Lajonchére, 2011).

Uno de los principales problemas para el desarrollo del cultivo de larvas de peces
es la obtencion de valores de supervivencia en las primeras semanas,
especialmente en el periodo de la primera alimentacion; otro es el canibalismo,
que el pargo flamenco presenta durante la segunda semana después de la
eclosion (Alvarez-Lajonchere et al.,, 2011a). La calidad ambiental tiene una gran
importancia en el cultivo larval de peces marinos, asi como del agua y los efectos

del manejo ambiental, que influyen decisivamente en el crecimiento y la



supervivencia del pez (Alvarez-Lajonchere et al., 2011b). Asimismo, el tiempo en
el desarrollo de los 6rganos y sus funciones fisiolégicas asociadas, son afectadas
en general por la historia de vida de cada especie y un numero de factores bioticos
y abidticos, tales como la temperatura del agua, composicion y disponibilidad de
alimento durante los estadios tempranos de vida, donde estos cambios determinan

la nutricion y el desempefio fisioldgico de un pez (Zambonino-Infante et al., 2008).

La ontogenia del tracto digestivo de larvas de peces marinos ha sido el tema de
numerosos estudios en las ultimas dos décadas, donde el perfil de actividad de
enzimas digestivas, la adaptacion a dietas microparticuladas, la descripcion e
histologia de los érganos iniciales, ha sido extensamente estudiado, mientras que
otros aspectos de la fisiologia del tracto digestivo de larvas (hormonas intestinales,
transportadores, entre otros) son escasos (Zambonino-Infante et al., 2008) sin

excluir la parte genética y de gendmica funcional.

Por tanto, con este estudio se pretende generar la informacion relacionada a la
fisiologia digestiva en larvas del pargo flamenco L. guttatus a un nivel de genémica
funcional, durante los primeros dias del desarrollo mediante el estudio de
expresion de genes codificantes para la hormona Colecistoquinina (CCK) y
Neuropéptido Y (NPY), asi como para los genes codificantes para las principales
enzimas digestivas (a-Amilasa, Lipasa, Quimotripsina, Tripsina) de organismos
retados a dos distintos aditivos (levaduras e hidrolizados) y en cultivos control e
inanicion. Por otro lado, contribuir para hacer mas eficiente los -cultivos
aumentando la supervivencia, y sobre todo estimulando la maduracién digestiva
de las larvas para poder administrar alimento microparticulado en las etapas
tempranas al desarrollo ontogénico y entender mas los procesos fisioldgicos

digestivos en esa etapa.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generales

2.1.1 El pargo flamenco Lutjanus guttatus, distribucion e importancia

El pargo flamenco, Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) también conocido como
pargo lunarejo o pargo de la mancha (Fig. 2), es un pez comestible popular y de
gran importancia comercial en las costas del pacifico de varios paises de América
(Alvarez-Lajonchere, 2011; Hernandez et al., 2015) y una especie con gran

potencial para cultivo (Galaviz et al., 2012).

Figura 2. El pargo flamenco L. guttatus (tomado de Allen y Robertson, 1994).

La taxonomia (Alvarez-Lajonchére e Ibarra-Castro, 2011) que posee el pargo

flamenco se observa en la Tabla Il.



Tabla Il. Taxonomia del pargo flamenco L. guttatus (tomado de Alvarez-
Lajonchere e Ibarra-Castro, 2011).

Phylum Vertebrata

Clase Osteichthyes

Superorden Actinopterygii

Orden Peciformes

Suborden Percoidei

Familia Lutjanidae

Genero Lutjanus

Especie guttatus

Anatomicamente el pargo flamenco posee 10 espinas dorsales, 12-13 radios
blandos, 3 espinas anales, 8 radios blandos de la aleta anal; ranura preopercular
ligera; filas de escamas en la parte ascendente en el lomo, elevandose
diagonalmente encima de la linea lateral; escarlata pélido en los lados, a menudo
con brillo plateado en filas horizontales de manchas azulosas, abdomen amarillo-
dorado; cabeza con pequefias manchas azulosas y lineas interrumpidas e
irregulares, especialmente en el cachete; una gran mancha negruzca en la porcion
superior del lomo, con posterioridad a las espinas dorsales; aleta en ocasiones
roja, excepto la anal y las pélvicas amarillas tenues; talla maxima de 80 cm de
longitud, con peso maximo de 4 Kg (Allen y Robertson, 1994; Alvarez-Lajonchére
e lbarra-Castro, 2011).

Estos organismos habitan zonas costeras como arrecifes en profundidades no
mayores a 30 metros, viven en pequefios grupos o solitarios y algunas veces
forman grandes cardimenes (Soto et al., 2009; Herrera-Ulloa et al., 2011; Alvarez-

Lajonchére e Ibarra-Castro, 2011).

Es una especie con alto potencial para su cultivo ya que presenta alta demanda en
los mercados de algunos paises Latinoamericanos (Abdo-de la Parra et al., 2015)
y econdmicamente forma parte de la pesca artesanal en la parte noroeste de las
costas mexicanas (Hernandez et al., 2015). Asimismo, SAGARPA indic6 con sus

datos obtenidos en el 2016, que en México la pesca y cultivo ha aumentado



considerablemente del 2012 al 2014 con 69, 682 Kg a 132, 567.85 Kg

respectivamente.

La distribucion (Fig. 3) abarca desde el Golfo de California hasta Pera (Allen y
Robertson, 1994), zonas tropicales y subtropicales del Océano Pacifico (Larios-
Soriano, 2014) y segun Galaviz et al. (2012), indican que se distribuye a lo largo
de las costas del pacifico del continente americano desde México hasta Peru
(Grimes, 1987).

Figura 3. Distribucion de L. guttatus (tomado de www.aquamaps.org, 2013).

Segun Abdo-de la Parra et al. (2015), por la importancia del organismo, se
iniciaron las investigaciones sobre su reproduccion artificial en Colombia (Valverde
y Boza, 1999), Panama (Cano, 2003), Costa Rica (Boza-Abarca et al., 2008) y
Ecuador (Benetti y Wilson, 1996). En México, las investigaciones sobre el cultivo
de esta especie se iniciaron en el Centro de Investigacidbn en Alimentacion y
Desarrollo, Unidad Mazatlan (CIAD) (Abdo-de la Parra et al., 2015) y los
protocolos para su reproduccion en cautiverio, crianza larvaria y cultivo de
juveniles se ha desarrollado y examinado cuidadosamente (Ibarra-Castro y
Alvarez-Lajonchére, 2011). Aunado a ello, se han realizado investigaciones con



respecto a la induccion al desove en peces salvajes (Ibarra-Castro y Duncan,
2007) con la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRHa); donde obtuvieron
un mejor resultado en calidad de huevos cuando aplicaron 75 pg de la hormona.
Por otro lado se estudio el efecto de la densidad de siembra (Abdo-de la Parra et
al., 2010b) concluyendo que se obtiene buen nivel de crecimiento al llevar un
cultivo a 30 huevos L™ y un afio después lbarra-Castro y Alvarez-Lajonchére

(2011) indicaron con sus resultados una sostenibilidad de la crianza comercial.
2.1.2 Desarrollo embrionario del pargo flamenco Lutjanus guttatus

Los huevos del pargo flamenco son pelégicos, flotan en la superficie del agua a
una salinidad de 35%., poseen un corion transparente y liso, esféricos, el vitelo
homogéneo y transparente, deben de tener un diametro aproximado de 724-728
UM con una sola gota de aceite de 121-123 pm de diametro; la eclosion puede
producirse a las 20-24 horas del momento estimado, a una temperatura de 26 a 30
°C y las larvas recién eclosionadas pueden medir desde 2.0 hasta 2.5 mm

aproximadamente de longitud total (Alvarez-Lajonchére et al., 2011a).

Una de las partes mas importantes es el desarrollo embrionario de L. guttatus
(Tabla 11I), fue descrito por Ibarra-Castro (2005) durante las etapas que suceden
desde las primeras divisiones hasta la eclosién (Fig. 4), donde concluy6 que todo
el proceso desde la fertilizacién hasta eclosionar es entre 16-20 horas y depende
de la temperatura del agua. Asimismo, obtuvo huevos al momento del desove con

promedio de 783 + 21 um y larvas de 2.14 £ 0.26 mm.



Tabla lll. Descripcion del desarrollo embrionario de L. guttatus (tomado de Ibarra-
Castro, 2005).

TIEMPO DESPUES DE  ESTADO DE DESARROLLO NUMERO DE
LA FERTILIZACION (h) FOTOGRAFIA
0:15-0:30 2Y 4 células 1
0:45-0:55 8 células 2
1:10-1:30 16 células 3
1:40-1:50 Mérula 4
4:15-4:25 Blastula 5
6:15-6:25 Inicio del eje embrionario 6
7:15-7:25 Evolucion del embrion 7
8:15-8:25 Segmentacién del embrién 8
9:25 Continta segmentacién y 9
formacion de la cabeza
10:19 Continta segmentaciéon hastala 10
cola y aparecen los pigmentos
15:39 Formacién de la aleta caudal y 11
aparicion de los érganos internos
16:44 Empieza a latir el corazony hay 12
movimiento
18:04 Los movimientos son mas 13
frecuentes

19:49 Eclosiéon del embrion 14
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Figura 4. Etapas del desarrollo embrionario. 1) 4 células, 2) 8 células, 3) 16
células, 4) moérula, 5) blastula, 6) gastrula, 7) anillo embrionario, 8) primera
segmentacion del embrién, 9) formacion de la cabeza, 10) segmentacion de 4
miomeros y los primeros pigmentos, 11 y 12) cola diferenciada y aparecen los
organos internos como el corazén, una hora después y con un aspecto similar
comienzan las contracciones musculares del embrién y los latidos del corazén, 13)
se despega la cola, 14) eclosion del huevo (tomado de Ibarra-Castro, 2005).
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Al respecto, los estadios de embridn y larva son muy delicados durante la vida de
un pez (Turano et al., 2000) y es fundamental controlar la temperatura, luz, calidad
y flujo de agua (Alvarez-Lajonchere et al., 2011b; Aviles, 2005; Mangor y
Waiwood, 1995) es por ello, que es necesario un extremo cuidado durante los

cultivos y acciones meticulosas, que no afecten los diversos factores.

En otras especies que han sido estudiadas, se ha descrito el desarrollo
embrionario; Cucchi et al. (2011), describieron el desarrollo embrionario de la
lubina Europea Dicentrarchus labrax, donde indican que la eclosién es entre las
92-93 horas después de la fertilizacion y los factores abidticos (temperatura,
salinidad, fotoperiodos, densidad de poblacion) afectan el desarrollo embrionario
en condiciones de laboratorio. Asimismo, Lopez et al. (2002), describieron el
desarrollo embrionario del bolo Diplectrum radiale, donde la hora de eclosién
después de la fertilizacién, fue a las 17 horas con 23 minutos. El desarrollo del pez
zebra fue descrito por Kimmel et al. (1995), donde el tiempo de eclosion es entre
las 48-72 horas debido a los tiempos esporadicos de eclosion en cada individuo.
El pargo rojo Lutjanus peru fue descrito por Pefia et al. (2014), donde a 26, 28 y
30°C, obtuvieron la hora de eclosién a las 23, 20 y 18 horas respectivamente,
después de la fertilizacion, donde la temperatura es un factor que influye en la

hora de eclosion.
2.1.3 Larvas del pargo flamenco Lutjanus guttatus

Las larvas de peces son los vertebrados de vida libre de menor tamafio que
existen, su periodo es considerado como una etapa crucial en el ciclo de vida de
los peces, donde el patron general y la secuencia de diferenciacion de los 6rganos
y sistemas, es muy similar entre las especies (Zavala-Leal et al., 2011). El
desarrollo ontogénico se clasifica en tres tipos, la indirecta que presenta la parte
embrionaria, larvaria, juvenil, adulto y senectud; la ontogenia intermedia y directa,
cuya Ultima pasa directamente al periodo juvenil (Zavala-Leal et al., 2011). Los

peces con ontogenia indirecta presentan cambios fisioldgicos y morfoldgicos de
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gran importancia durante los primeros dias (Izquierdo et al., 2000; Zambonino-
Infante et al., 2008; Zavala-Leal et al., 2011; Wilson y Castro, 2011), asi como
pasar de una alimentacién enddgena a una exogena (Zavala-Leal et al., 2011).
Por otra parte, existe una variedad de clasificacion de larvas, entre ellas la
clasificacion de larvas pre-flexion que corresponde cuando han agotado sus
reservas vitelinas y hasta el inicio de la curvatura del extremo superior de la
notocorda; larvas flexion hasta la formacion de la placa hipurica; larvas post-flexion
termina con la completa formacion de los elementos de las aletas pares e impares
(Kendall et al., 1984).

En los estadios de larva vitelina y pre-flexidbn se caracterizan por presentar una
gran cantidad de cambios en la morfologia y anatomia larval; en el estadio flexién
implica cambios estructurales dirigidos a incrementar la funcionalidad de las
estructuras desarrolladas, durante los estadios anteriores, incrementa la talla y
actividad, la demanda de oxigeno, cambia la respiracion de cutanea a branquial
por el desarrollo morfo-funcional de los elementos branquiales; en larvas post-
flexibn se presentan las glandulas gastricas en el estbmago y la aparicion de
pepsina, desarrollo de los bastones en la retina; las diferencias que existen entre
las especies 0 poblaciones en cuanto al tipo de ontogenia y la tasa de desarrollo,
estdn determinadas por cuestiones genéticas y ambientales (Zavala-Leal et al.,
2011).

Las larvas de L. guttatus (Fig. 5) al eclosionar pueden medir entre 2.1 a 2.7 mm de
longitud, el saco vitelino ocupa casi la mitad de la longitud del cuerpo; el tubo
digestivo, la boca, los ojos y el ano se encuentran indiferenciados y no se
distinguen; al tercer dia, se observa la apertura del ano y la boca, los ojos

pigmentados y el saco vitelino absorbido (Abdo-de la Parra et al., 2015).
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Figura 5. Larva de L. guttatus (tomado de Abdo-de la parra et al., 2015).

En larvas de L. guttatus las complicaciones en la supervivencia se presentan
durante las primeras semanas, especialmente en el periodo de la primera
alimentacion y el canibalismo que empieza durante la segunda semana (Alvarez-
Lajonchere et al., 2011a). Un alimento vivo en la cantidad, calidad y momento
requerido puede lograr que la larvicultura sea un éxito adn con las condiciones no
adecuadas, sin embargo, si el alimento vivo no cumple con los requerimientos
necesarios, esta no se lograra; algunos de los principales organismos utilizados
son las microalgas, rotiferos (indispensables para alimentacion), copépodos, y
Artemia (Velasco-Blanco et al., 2011). Asimismo, existe una gran variedad de
factores que afectan el desarrollo larvario, entre estos, la temperatura controla
procesos vitales e influencia el crecimiento (Alvarez-Lajonchére et al., 2011b;
Green y Brown, 2013; Izquierdo et al., 2000; Zambonino-Infante et al., 2008;
Zavala-Leal et al., 2011). Por tanto, el periodo larvario es un reto importante para
obtener juveniles y adultos, donde los investigadores siguen aplicando sus
conocimientos para lograr cerrar ciclos reproductivos y de produccion, en diversas

especies de interés.
2.1.4 Maduracion digestiva

El conocimiento de diferenciaciéon del tracto digestivo y glandulas accesorias
durante el desarrollo larvario es esencial para entender la fisiologia digestiva y
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nutricional de larvas de peces, asi como los estadios de desarrollo con la practica
de alimento y cultivo (Lazo et al., 2011). Cuando en una larva el sistema digestivo
esta completamente funcional, esta se considera en un estadio juvenil (Lazo et al.,
2011). Durante el estadio lecitotréfico, las larvas sufren cambios muy rapidos
enfocados en la diferenciacion de varias regiones y 6rganos del sistema digestivo,
bucofaringea, eso6fago, intestino, pancreas e higado, mientas que la morfogénesis
del estbmago depende de la especie (Lazo et al., 2011) asi, entre los cambios
rapidos, los enterocitos del tracto gastrointestinal son funcionales al final del
periodo lecitotréfico en larvas de diversas especies marinas (Izquierdo et al.,
2000).

Al respecto, el tracto digestivo de los peces esta compuesto por cuatro capas (Fig.

6) mucosa, submucosa, muscular y serosa (Lazo et al., 2011).

Epithelial fold

Epithelium

Mucosa

Basal lamina —]

Goblet cell —
Submucosa

y ]—— Muscularis

Serosa

Lamina propria—§ H

Ciruclar
muscle fibers

Longitudinal
muscle fibers

Submucous plexus

Enteric neurons

Figura 6. Organizacion general de la pared del tracto digestivo, esto puede variar
segun la regién del mismo (tomado de Lazo et al., 2011).

Al eclosionar, el eséfago en larvas no esta diferenciado y su morfogénesis toma
lugar a estadios posteriores de desarrollo, justo antes de la primera alimentacion
exégena (Lazo et al., 2011). El intestino es la porcibn mas larga del tracto

digestivo y es de los primeros 6rganos en diferenciarse; la mucosa es un tejido
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muy dindmico y activo, y es el sitio de inicio de la digestion y absorcion de los
nutrientes, también esta directamente involucrada en la activacién hormonal y
nerviosa de la sintesis de enzimas y bilis, y subsecuentemente, la secrecion del
pancreas e higado (Lazo et al., 2011). Cuanto mas se desarrolla el intestino, éste
se enrolla y los dobleces de mucosa incrementan, donde cuya area de absorcién
aumenta; en el epitelio intestinal se identifican cuatro tipos de células (enterocitos,
entero-endocrinas, rodlet y caliciformes), los enterocitos son las mas abundantes
del epitelio intestinal y estan involucradas en absorcién de nutrientes, digestion
intracelular y osmoregulacion; las caliciformes son las segundas mas abundantes
y estan dispersas en el epitelio intestinal, su funcién es formar una barrera entre el
epitelio y el contenido del lumen con la produccién de mucinas (barrera de
mucopolisacaridos); las entero-endocrinas producen y secretan hormonas
peptidicas que en colaboracion con el sistema nervioso, controlan y coordinan las
actividades musculares y secretoras del tracto gastrointestinal; y las rodlet son
consideradas como elementos regulatorios relacionados a la osmoregulacion,

transportacion de iones y respuesta inmune no especifica (Lazo et al., 2011).

Por otra parte, los ciegos piléricos son considerados como una adaptacion para
incrementar la superficie intestinal, sin incrementar la longitud y grosor del
intestino, y ayuda a la absorcién; en conjunto con el estémago, son la ultima parte
por diferenciar del canal alimentario; el estbmago esta separado del intestino por
un esfinter pilérico, funciona como almacenamiento de alimentos ingeridos,
secrecion de pepsina y acido clorhidrico (Lazo et al.,, 2011). Las glandulas
digestivas accesorias que se presentan son el higado, la vesicula biliar y el
pancreas (Lazo et al., 2011; Zavala-Leal et al., 2011). El higado es el 6rgano
central digestivo, no sélo para metabolismo de nutrientes, conversion,
transferencia a tejidos periféricos, sino también para la produccién de bilis y
desintoxicacion de toxinas; el pancreas secreta el jugo pancreatico (enzimas
digestivas) y en una porcion endocrina, los islotes de Langerhans, se secretan

hormonas como la insulina, somatostatina, polipéptidos pancreaticos y glucagon,
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ademas, otro drgano asociado a la digestion es la vesicula biliar que secreta la
bilis producida por el higado y ayuda la emulsificacion del alimento ingerido
(lipidos) e incrementa el pH intestinal (Lazo et al., 2011).

Al respecto, durante los estadios larvarios, al eclosionar el tubo digestivo presenta
grandes variaciones en cuanto a su diferenciacion y desarrollo segun las especies,
aunado a ello, el tracto digestivo aparece como un tubo recto e indiferenciado,
situado en la parte dorsal del saco vitelino (Lazo et al., 2011; Villeneuve et al.,
2006; Wilson y Castro, 2011; Zavala-Leal et al., 2011), la boca y el ano
permanecen cerrados, a este momento el epitelio digestivo no esta diferenciado y
consta de una sola capa de células; el tiempo de la apertura de la boca y ano varia
segun la especie y la temperatura; el eséfago comunica la cavidad bucofaringea
con el intestino anterior (Zavala-Leal et al., 2011). En los primeros 2-3 dias
después de la eclosion (DDE) se observa en la parte posterior del intestino un giro
de 90° hacia la region ventral apareciendo una valvula intestinal (constriccion de la
mucosa intestinal) dividiendo al intestino en dos regiones, pre-valvular (intestino
anterior) y post-valvular (intestino posterior) las cuales no presentan diferencias
histolégicas en este momento y ambas estan recubiertas por un epitelio de
columna con microvellosidades (Zavala-Leal et al., 2011). Morfolégicamente, el
intestino posterior termina en una zona rectal corta cubierta por un epitelio
coloidal, sin pliegues ni células caliciformes; el estbmago se sitla entre el es6fago
y el intestino, donde su diferenciacién resulta de las constricciones del tracto
digestivo (Zavala-Leal et al., 2011). Se observa un esfinter pilérico que separa el
estdbmago de la parte anterior del intestino, aqui las glandulas accesorias del
sistema digestivo son el higado y el pancreas. (Zavala-Leal et al., 2011) y al
momento de la eclosion no son evidentes (Gisbert et al.,, 2004). El tejido
pancreatico se origina de la pared del tubo digestivo medio en las larvas recién
eclosionadas, mientras que el higado comienza a desarrollarse pocas horas
después de la eclosion, a partir de un engrosamiento ventral del tubo digestivo

posterior, asimismo, los hepatocitos son organizados en sinusoides y muestran un
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prominente nucleo central, abundante glucdégeno y glicoproteinas neutras (Zavala-
Leal et al., 2011). La vesicula biliar comienza a observarse durante los primeros
DDE, y esta constituida por un epitelio cubico simple (Gisbert et al., 2004). El
higado incrementa en talla y aumenta también la presencia de vacuolas y
sinusoides hepéticas (Zavala-Leal et al., 2011). Las células del pancreas exocrino
(células piramidales) forman acinos y muestran un citoplasma con granulos de

zimégeno fuertemente acido (Hachero-Cruzado et al., 2009).

En larvas flexion se observa un aumento en la longitud y complejidad a todo lo
largo del tracto digestivo, la cavidad bucal presenta un incremento en tamafio y
cantidad de estructuras especializadas, como papilas gustativas y células
caliciformes (Zavala-Leal et al.,, 2011). En el es6fago se aprecian un mayor
namero de estas células, aunque no presenta cambios histolégicos marcados
(Gisbert et al., 2004). Por otra parte, en el estbmago se observa que el tejido
conectivo rodea el epitelio cubico, mientras que una capa circular de musculo
estriado rodea la mucosa del estbmago (Zavala-Leal et al., 2011). Aunado a ello,
al final de este estadio el higado ocupa la mayor parte de la cavidad abdominal
(Gisbert et al., 2004).

En larvas postflexion el sistema digestivo alcanza un desarrollo estructural y
funcional similar al de un juvenil (Zavala-Leal et al., 2011), donde el eséfago no
presenta cambios estructurales o funcionales notorios (Gisbert et al., 2004).En el
estdmago las glandulas géastricas estan revestidas por un epitelio cuboidal simple
y estan ubicadas en la parte anterior e intermedia del estbmago, asimismo, este se
divide en regién cardiaca, gastrica y pilérica; el primero presenta varios pliegues
de mucosa revestido de epitelio ciliado y ausencia de células caliciformes; en la
parte gastrica el lumen esta cubierto por un epitelio columnar con células
caliciformes dispersas y glandulas gastricas; la regién pilérica, esta cubierta por un
epitelio columnar corto y ciliado con pliegues en la mucosa sin glandulas gastricas
(Zavala-Leal et al., 2011). El estémago es separado del intestino anterior por el

esfinter pilérico (Gisbert et al., 2004). Por tanto esta etapa final larvaria esta
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caracterizada por la presencia de glandulas gastricas en el estbmago y la mayor

degradacion de alimentos por la secrecion de pepsina (Zavala-Leal et al., 2011).

Otros autores como Wilson y Castro (2011) indican que el desarrollo posterior a la
eclosion es divido en cuatro fases, la primera termina cuando la boca y el ano se
abren 6/7 DDE; la segunda fase el esofago, la region gastrica, el intestino y el
recto se distinguen; el tercero inicia 13/15 DDE, donde el saco vitelino se ha
absorbido completamente y aparecen las células de glandulas géstricas y los
ciegos pildricos; en la cuarta fase aparece a los 55 DDE, el intestino esta
desarrollado completamente, el estbmago esta diferenciado con su morfologia
definitiva. En Paralichthys olivaceus el primordio estbmago se forma entre los
20/30 DDE, aunque la secrecibn de pepsinégeno comienza soOlo en la
metamorfosis a los 45 DDE (Kurokawa y Suzuki, 1995). En Pagrus pagrus, el gen
codificante para pepsindégeno es detectado a los 30 DDE en las glandulas
géstricas formadas, asi como en la bomba de protones en estdmago (Darias et al.,
2007).

Otra parte importante, es la aparicion y establecimiento de una capacidad
digestiva a lo largo del desarrollo larvario, que es regulada genéticamente e
incluso por la alimentacion (Lazo et al., 2011); por otro lado, las poliaminas
también estan implicadas en este proceso de maduraciéon (Tovar-Ramirez et al.,
2004). Estas dultimas moléculas incluso ayudan a la diferenciacion de los
enterocitos, lo que permite la absorcion de nutrientes (Lazo et al., 2011). En el
pancreas, el tripsindgeno es activado por la enteroquinasa de la mucosa intestinal
a tripsina, cuya enzima activa la elastasa, carboxipeptidasa A y B, quimotripsina y
colipasa, aunque también produce su autoactivacion (Bakke et al., 2011). Por otra
parte, la hormona CCK es secretada via sefal neural de las células endocrinas
que recubren el intestino (Bakke et al., 2011). Asimismo, esta hormona estimula la
secrecion de enzimas digestivas del pancreas, asi como la contraccién de la

vesicula biliar del tracto intestinal de larvas y la peristalsis (Bakke et al., 2011;
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Liddle, 1997; Regnnestad et al., 2007). En la figura 7 se observa un esquema de la

forma y organizacion de los factores en las funciones gastrointestinales.
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\ tissues
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Figura 7. Factores endocrinos gastro-entero-pancreéticos que pueden coordinar
las funciones gastrointestinales por accion paracrina o controlar el metabolismo y
crecimiento mediante la transmision por el flujo de sangre de factores del intestino,
higado, pancreas o tejidos, asi como indicar el estado por sefales
gastrointestinales al cerebro, donde puede influenciar el funcionamiento
(alimentacién o beber). Clave en estructuras: es, eséfago, st, estbmago, pc, ciegos
piléricos, post int, intestino posterior, ant int, intestino anterior, gb, vesicula biliar, p,
pancreas, io, islote de 6rganos, br, cerebro, |, higado (tomado de Takei y Loretz,
2011).

2.1.5 Enzimas digestivas durante el desarrollo larvario

Conocer el desarrollo del sistema digestivo y actividad enzimética en larvas,
permite saber el momento adecuado para llevar una deshabituacion alimentaria o
destete, y qué tipo de alimento administrar en esta etapa del desarrollo de los

peces (Zambonino-Infante y Cahu, 2001).

En el pargo flamenco L. guttatus, Pefia et al. (2015), encontraron una tendencia al
aumento de la actividad de las proteasas acidas y alcalinas totales con el aumento

de la edad, mientras que la actividad de tripsina disminuye. No obstante, la
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actividad enzimética pancreatica e intestinal estdn presentes al eclosionar
(Moguel-Hernandez et al., 2013b) y la maduracion de las funciones digestivas
ocurre entre los 20-25 DDE con la secrecion de pepsina por el estdmago funcional
(Galaviz et al., 2012). Entonces, L. guttatus presenta una enorme bateria de
enzimas digestivas al eclosionar, tanto pancreéticas (tripsina, quimotripsina,
amilasa y lipasa) como intestinales (fosfatasas alcalinas-acidas y leucina
aminopeptidasa) y su actividad digestiva y absortiva incrementa con la edad
debido al aumento del tamafio del tracto digestivo y el peso de la mucosa (Moguel-
Hernandez et al.,, 2013b; Pefia et al., 2015), por ende su sistema digestivo es
altamente eficiente para la degradacion de proteinas (Pefia et al.,, 2015).
Asimismo, tripsina, quimotripsina y amilasa son las enzimas pancreaticas mas
importantes que han sido encontradas en larvas de teleésteos (Parma et al.,
2013). En la Tabla IV se describen las principales enzimas secretadas por el

pancreas.

Tabla IV. Enzimas digestivas del pancreas (modificado de Bakke et al., 2011).

ORIGEN ENZIMA SUBSTRATO PRODUCTO
Pancreas Tripsina Proteinas y Enlaces peptidicos
exocrino  (tripsin6bgeno) polipéptidos adyacentes a arginina o
lisina
Quimotripsina Proteinas y Enlaces peptidicos
(quimotripsinégeno) polipéptidos adyacentes a aminoacidos
aromaticos
Lipasa pancreatica  Triglicéridos Monoglicéridos y acidos
grasos
a-amilasa Almidoén Enlaces 1, 4, a, dextrinas,
pancreatica maltotriosas, maltosa

Moguel-Hernandez et al. (2013b), en L. guttatus encontraron un incremento
significativo en la actividad de las enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina,
amilasa, lipasa, fosfatasas alcalinas y acidas, y leucina aminopeptidasa) en los 20
DDE y en el 25 DDE una digestion similar a la de un juvenil por la presencia de
pepsina en el estbmago, donde sugieren al igual que Galaviz et al. (2012), que la

maduracién digestiva esta completa entre los 20-25 DDE.
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2.1.6 Absorcion de proteinas y lipidos en larvas

Debido a la ausencia de estdbmago en las larvas al inicio de la eclosion, es dificil
que degraden y absorban proteinas, sin embargo, éstas pueden llevar una baja
actividad proteolitica en el intestino medio y es compensada con la endocitosis de
moléculas complejas en el mismo lugar (Rgnnestad et al., 2007) o a través de la
pinocitosis (Izquierdo et al., 2000; Lazo et al., 2011).

La absorcion de proteinas, aminoacidos (AA) y AA libres fue esquematizada (Fig.
8) y mejorada por Rgnnestad et al. (2007), donde describen la posible forma de
aprovechamiento en el lumen intestinal. En éste, existe una digestion del alimento,
una parte de los AA se aprovecha y se absorben en el lumen, mientras que el
resto pasa a excremento; posteriormente, en la pared intestinal se toman los AA
libres absorbidos para sintesis de proteinas y una parte de AA no libres pasa al
catabolismo (produccion de energia, CO,, entre otros); asimismo, algunos AA
libres por transporte pasan al cuerpo y hay una sintesis de proteinas y una parte
para catabolismo; en el epitelio existen transportadores de aminoacidos (AAT), asi
como su expresién y producciéon en las membranas borde de cepillo de los

enterocitos (Rgnnestad et al., 2007).
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Figura 8. Esquema de absorcién proteinas, AA y AA libres (tomado de Rgnnestad
et al., 2007).

En relacion a la absorcién de lipidos en peces, esta se asemeja a los mamiferos,
porque después de la hidrolisis intraluminal, la grasa dietética es incorporada a las
células epiteliales del intestino por difusion de una forma de micelas de
monoglicéridos y acidos grasos libres, donde la reacilacién sucede en el reticulo
endoplasmatico y sus productos son liberados en la submucosa como
quilomicrones o lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (lzquierdo et al.,
2000). Sin embargo, so6lo una pequefia proporcion de los lipidos absorbidos es
incorporada en las lipoproteinas, lo que sugiere una reducida capacidad de

transporte lipidico en esta etapa (Izquierdo et al., 2000).
2.1.7 La CCK y NPY en el control hormonal del apetito y saciedad

La funcion mayor del sistema digestivo es digerir/degradar macronutrientes de los
alimentos para ser absorbidos facilmente y suministrar los nutrientes a los tejidos
del cuerpo (Rgnnestad et al., 2007). La digestion es compleja, donde se involucran
enzimas y secrecion de fluidos, y culmina en la absorcién y evacuacién

(Rgnnestad et al., 2007; Wilson y Castro, 2011). En mamiferos es controlado por
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un sistema endocrino y nervioso, asi como factores luminales, donde se implican
neurotransmisores, hormonas (Tabla V), sefial parécrina, y factores de
transcripcion y transduccion (Rgnnestad et al., 2007). Asimismo, la regulacion
hormonal del tracto gastrointestinal es conservada en teledsteos (Rgnnestad et al.,
2007). Algunas hormonas gastrointestinales (Grelina, péptido YY y CCK) no so6lo
regulan la digestiébn sino que actian en la saciedad/apetito donde modulan
sefales en el cerebro (Moran y Kinzig, 2004; Volkoff et al., 2005).

Tabla V. Familias de hormonas gastro-entero-pancreaticas en intestino de peces
(modificado de Takei y Loretz, 2011).

FAMILIA/IMIEMBRO ORIGEN OBJETIVO/FUNCION
Grelina
Grelina (GLN) Estdbmago Estimula consumo de alimento,
motilidad gastrica
Motilina Intestino Estimula la motilidad gastrica
Gastrina
CCK Intestino Inhibe consumo de alimento,

estimula secrecion de enzimas
pancreaticas y contraccion de
Gastrina Células-G estobmago vesicula biliar
Estimula secrecion de glandulas
gastricas y motilidad gastrica
Neuropéptido Y

NPY Sistema nervioso Estimula consumo de alimento
PYY Pancreas endocrino  Estimula consumo de alimento
PP Células-F de islotes Desconocido

pancreaticos
PY Cerebro, intestino, Desconocido

islotes pancreaticos

La CCK es una importante hormona peptidica gastrointestinal de vertebrados
superiores y juega un rol de llave (Fig. 9) en la estimulacion de la secrecion de
enzimas pancreaticas, contraccion de la vesicula biliar, peristalsis intestinal,
vaciado gastrico lento y control de la entrada de alimento (Furutani et al., 2012;
Liddle, 1997; Rgnnestad et al., 2007). Ademas, es liberada por la presencia de
proteinas, péptidos, lipidos e incluso carbohidratos (Furutani et al., 2012;
Murashita et al., 2008)
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Figura 9. Estimulacion del higado, pancreas, esfinter pilérico e intestino por accion
de CCK a través del torrente sanguineo. Asimismo, liberacion de CCK a sangre
por células productoras de CCK en el intestino por accioén de factores luminales,
proteinas, AA y acidos grasos, asi como liberacion de enzimas como tripsina por
pancreas (tomado de Rgnnestad, 2002).

La CCK se ha demostrado que funciona como un neurotransmisor en el cerebro y
esta involucrada en el control del apetito como una sefial de saciedad desde el
intestino (Crawley y Corwin, 1994). La CCK es bien conservada en todos los
vertebrados estudiados y en especial CCK-8 con los AA DYMGWMDF, con
Metionina (M) en la sexta posicion (Rgnnestad et al.,, 2007). Rgnnestad et al.
(2007), esquematizaron los intestinos con curvaturas y recto, cuando trabajaban
para identificar las células productoras de CCK (Fig. 10). Asimismo, indican que el

alimento permanece mayor tiempo en el curvado y menor tiempo en el recto.
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Figura 10. Tipos de intestinos y su desarrollo en la eclosion y durante la
metamorfosis, los puntos negros indican la posicién de las células productoras de
CCK; fg intestino anterior, mg intestino medio, hg intestino grueso; se sefiala las
células productoras de CCK en A intestino anterior de 66 DDE del pez halibut
Hippoglossus hippoglossus, B es A aumentada, C intestino medio del pez ayu
Plecoglossus altivelis 30 DDE y D es C aumentado (tomado de Rgnnestad et al.,
2007).

La CCK y gastrina comprenden una pequefia familia de hormonas, ambas son
sintetizadas como pre-pro-hormonas grandes (>100 residuos de AA) que son
procesadas enziméaticamente del N-terminal dentro de multiples formas cortas con
el C-terminal de estas moléculas que contienen de 7-8 AA de nlcleo activo para
actividad biologica (Takei y Loretz, 2011; Vigna 1986; Vigna 2000). Dentro del
ndcleo bioactivo, el pentapéptido C-terminal con un C-terminal con amida es
invariante entre dos hormonas y precede de un residuo sulfatado de tirosina (Takei
y Loretz, 2011). La accion de ambas hormonas es mediada por dos receptores de
CCK, CCK-AR y CCK-BR; el primero caracterizado en el tracto gastrointestinal y
las células acinares del pancreas con mayor afinidad para CCK por su séptimo
residuo tirosilo sulfatado, el segundo se encontré en el cerebro y posee la misma

afinidad por los péptidos sulfatados de gastrina y CCK (Wank, 1998; Washington
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et al., 2016). El neuropéptido Y (NPY) es otra familia de hormonas, donde so6lo
NPY y PYY son las subfamilias presentes en peces, asi como su expresion es
limitada a cerebro y rifidn (Takei y Lorentz, 2011), ademas estd compuesto por 36
residuos de AA (Ji et al.,, 2015). Actda de forma contraria que CCK, es decir,
estimula el apetito, y ambas en conjunto con la hormona grelina, son importantes
factores endocrinos en la regulacion del alimento, crecimiento y reproduccion (Ji et
al., 2015). Asimismo, se ha demostrado que CCK estimula y el péptido Y (PY) es
antagonista, donde inhibe la secrecién de lipasa, amilasa y tripsina pancreatica
(Takeiy Lorentz, 2011).

El control del apetito es de los mayores objetivos en endocrinologia en relacién al
sindrome metabdlico y obesidad, cuyas investigaciones han revelado la
interaccién de las hormonas orexigenas y anorexigenas que regulan el apetito
(Takei y Lorentz, 2011), las primeras estimulan la alimentacion y las segundas
inhiben el estimulo. En la figura 11 se observa el esquema, donde el paso de las
hormonas como grelina (hormonas orexigenas), pasan por una barrera de sangre
cerebral insuficiente, cuya activacion es especifica con neuronas primarias (NPY,
AgRP) y éstas simultdneamente activan neuronas secundarias en el hipotalamo
(MCH, ORX; desconocido para teledsteos) para resultar los comportamientos de
apetito, sin embargo, CCK/gastrina (hormonas anorexigenas) poseen el mismo
proceso pero de forma inversa al inhibir la alimentacién, asi como la activacién de
diferentes neuronas primarias y secundarias que concluyen en el comportamiento
de saciedad (Cooper, 2014; Takei y Lorentz, 2011). Al respecto, Lin et al. (2000)
con el pez dorado revelaron un esquema de regulacion muy similar entre
mamiferos y teledsteos. En relacion a lo anterior, NPY es expresada en nucleo
tuberal lateral y CCK en intestino y en cerebro, esta ultima funciona como un
neuropéptido al introducirse de manera periférica y central en su forma activa
como octapéptido sulfatado CCK-8S para inhibir el apetito, y es considerada como
la hormona gastrointestinal con mayor efecto para inhibir el apetito en peces
(Takeiy Lorentz, 2011).
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Figura 11. Comparacion de la regulacion hormonal del apetito entre teledsteos y
mamiferos. Hormonas orexigenas periféricas (letras negras) y anorexigenas
(letras rojas) actian en el nucleo tuberal lateral (LTN) o nucleo arqueado (ARC),
donde la barrera de sangre cerebral es insuficiente. Las neuronas primarias
orexigenas poseen el NPY y péptido relacionado aguti (AgRP), y neuronas
anorexigenas la hormona estimulante a-melanocito (MSH) y transcrito regulado de
cocaina-anfetamina (CART), donde envian sus axones a neuronas secundarias al
area lateral del hipotalamo (LH) y el nucleo paraventricular (PVN),
respectivamente. Las neuronas secundarias estan protegidas por una barrera de
sangre cerebral. Sin embargo, en teledsteos la localizacibn de neuronas
secundarias es desconocida. ORX-Orexina, MCH-hormona concentradora de
melanina, CRH-hormona liberadora de corticotropinas, GnRH-hormona liberadora
de gonadotropinas (tomado de Takei y Lorentz, 2011).

2.1.8 Administracion de hidrolizados solubles de pescado CPSP G

Los hidrolizados CPSP G (concentrado soluble de proteina de pescado), segun la
empresa Apligen (México), son el resultado de una hidrélisis con enzimas
proteoliticas, donde se separan huesos y espinas, se realiza una purificacion y
extraccidon de grasas, se seca por aspersion y se reintegra la grasa para garantizar
el producto. Asimismo, contiene bajos contenidos de aminas biogénicas (no hay

proceso de putrefaccion) y es excelente para pre-iniciaciones alimenticios por sus
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elevados coeficientes de digestibilidad, palatabilidad y valor biolégico. El perfil
nutricional se observa en la Tabla VI. La presencia de Salmonella y Escherichia

coli es negativo y la cantidad de gérmenes es maximo 5000 gr™.

Tabla VI. Perfil nutricional de hidrolizados CPSP G, Apligen.

Lisina total 5.33% Energia metabdlica 3740 Kcal/ Kg
Lisina digestible ileal 4.89% Humedad 5.0%
Metionina total 2.07% Proteina cruda 72.0%
Metionina digestible ileal 1.87% Grasa cruda 22.0%
Cistina total 0.66% Cenizas 6.0%
Cistina digestible ileal 0.45% Calcio 0.30%
Treonina total 2.74% Fosforo 0.60%
Treonina digestible ileal 2.30% Fdésforo disponible 0.60%
Triptofano total 0.66% Sodio 1.00%
Triptéfano digestible ileal 0.50%

Valina total 3.33%

Valina digestible ileal 2.83%

El hidrolizado de proteina es un componente esencial de dietas secas de iniciacion
para larvas de peces, como la promocion de un desarrollo saludable, ademas que
los péptidos son sustratos adecuados para muchos microbios intestinales
(Delcroix et al., 2014). Asimismo, las proteinas del alimento pueden liberar
péptidos biolégicamente activos en consecuencia de la degradacion enzimatica,
que como hidrolizados pueden afectar el balance de bacterias intestinales y su
potencial adhesiéon (Swatecka et al., 2012). El desarrollo de dietas
microparticuladas de alta calidad, pueden potencialmente mejorar la calidad del
agua y superar algunos problemas graves, como reducir los altos costos de
produccion de alimento vivo y el espacio para su enriguecimiento, mano de obra y
el trabajo (Gisbert et al., 2012). Ademas de su alto y constante valor nutricional,
pueden almacenarse facilmente y tienen bajo costo de produccion (Gisbert et al.,
2012).

Al respecto, Delcroix et al. (2014), trabajaron con hidrolizados CPSP G como dieta
control y cinco dietas experimentales en larvas de D. labrax, donde la proporcién

de di-péptidos y tri-péptidos varié al igual que el material de origen. Obtuvieron
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resultados variados con respecto a la estimulacion del crecimiento, secrecion de
enzimas, supervivencia, microbiota intestinal y concluyeron que la naturaleza de
los hidrolizados de proteina marina es importante para la salud y desarrollo
larvario, y aunque este posea una proporcion alta de péptidos cortos, no es
suficiente criterio para asegurar el valor nutricional. Asimismo, Gisbert et al.
(2012), evaluaron dos hidrolizados de proteina (levaduras y sangre de porcino) en
comparacion con el de pescado en larvas de Sparus aurata, donde encontraron
que la dieta experimental mejoré la maduracion de los enterocitos, asi como la
actividad de enzimas citosélicas y del borde de cepillo. Sugieren, que los
hidrolizados de pescado pueden sustituirse por una dieta formulada de
hidrolizados como los de levadura y sangre de porcino, a pesar de estar por un 3%
debajo del contenido de hidrolizado de proteina. Asimismo, la importancia de
leucina, fenilalanina y valina en la esqueletogénesis y en la apariencia de

trastornos esqueléticos.

En el mismo afio Swatecka et al. (2012), trabajaron con hidrolizados del chicharo
para verificar la adhesion bacteriana a enterocitos, donde encontraron que se
estimula la adhesion de Lactobacillus/Enterococcus y no influye con Escherichia
coli. Por tanto, concluyen que puede ser un potencial modulador de la adhesion

bacteriana.

Dos afios antes Gisbert (2010) trabajé con hidrolizados de levadura y sangre
porcina en S. aurata, donde obtuvo una reduccion de deformidades a la mitad en

comparacion con el control.

Abdo-de la parra et al. (2010a), determinaron en el pargo flamenco L. guttatus los
niveles de proteina (45 y 50%) y lipidos (9, 12, 15%) sobre el crecimiento y
supervivencia de juveniles. Asi, Hernandez et al. (2015), se basaron en esos
porcentajes para determinar el coeficiente de digestibilidad aparente en juveniles
de L. guttatus con harinas de diverso origen, donde obtuvieron el mejor resultado

en harina de aves.
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Los hidrolizados ayudan a reducir la incidencia de deformidades en larvas de
peces, asi como promover el crecimiento y supervivencia, por su perfil de AA para
los requerimientos del pez, y estos pueden ser explicados por la fisiologia de la
larva y la habilidad de absorber péptidos en menor tiempo que proteinas; la
palatabilidad a causa de los AA libres proporciona aceptacion por atractante y el
peso de proteina y péptidos con efectos positivos esta entre 1,000 a 10,000 y 200
a 2,500 Dalton respectivamente (Gisbert, 2010). Sin embargo, Kvale et al. (2009),
encontraron que en el Gadus morhua habia un incremento en la supervivencia y
en H. hippoglossus un decremento, lo que atribuyeron a una lixiviacién durante la

administracion de la dieta.

Kotzamanis et al. (2007), trabajaron con larvas D. labrax y Vibrio anguillarum,
donde encontraron que el peso molecular y concentracion de péptidos solubles
puede afectar el crecimiento y el estado inmunologico, asi como una baja dosis de
hidrolizados proteicos de pescado es adecuado para el desarrollo larvario y el
medio bacteriano. Asimismo, Zambonino-Infante et al. (1996), encontraron que en
grupos de larvas de D. labrax alimentadas con un 20% de di y tri-péptidos, mejoro
la capacidad proteolitica del pancreas y a temprano desarrollo de la digestion
intestinal. Por otra parte, se evalué y encontré que los hidrolizados y proteinas
estimulan la liberacion de CCK y enzimas digestivas con larvas D. labrax en un
trabajo de Cahu et al. (2004).

2.1.9 Uso de la levadura Debaryomyces hansenii como probiético

Uno de los mayores obstaculos en el desarrollo y sostenibilidad de la industria de
acuicultura es la presencia de varias enfermedades en los sistemas de cultivo, la
practica de la intensificacion de la acuicultura conduce a la aparicion de varios
organismos patdbgenos que poseen un rapido e incontrolado crecimiento en
organismos acuaticos, lo que permite el uso de antibioticos para prevenir e inducir
resistencia (Guzman-Villanueva et al., 2014). Asimismo, el uso de probioticos se

ha demostrado en peces y organismos acuaticos que mejoran el balance
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intestinal, digestién, respuesta inmune y la inhibicibn de microorganismos
patdogenos (Guzman-Villanueva et al., 2014). Por ello, es necesario el disefio de
estrategias y alternativas como vacunas, el uso de probioticos en la alimentacion,
prebioticos e inmunoestimulantes que ayuden a reducir la susceptibilidad de peces
a diversas enfermedades (Kiron, 2012). Asi, Guzman-Villanueva et al. (2014),
trabajaron con [(-1,3/1,6-glucano y la cepa Shewanella putrefaciens como
probidtico en S. aurata, donde obtuvieron resultados de que éstos modulan la

respuesta inmune y estimulan el crecimiento de S. aurata.

Las poliaminas, putrescina, espermidina y espermina son cationes organicos que
estan involucrados en muchos procesos celulares y juegan un rol importante en el
control de respuesta inmune innata en vertebrados superiores, ademas son
requeridos por animales no sélo para el crecimiento celular y diferenciacion, sino
también porque estan presentes en varios pasos de sintesis de DNA, RNA y
proteinas, y en la respuesta inflamatoria in vitro (Reyes-Becerril et al., 2011b).
Debaryomyces hansenii (CBS 8339) es una levadura marina productora de
poliaminas capaz de adherirse al moco intestinal de peces (Tovar et al., 2002;
Tovar-Ramirez et al., 2004) y contiene varios inmunoestimulantes como los (-

glucanos (Santos et al., 2004).

Reyes-Becerril et al. (2011b), estudiaron el efecto en leucocitos del rifiébn de S.
aurata, donde encontraron una sobre-regulacion de algunos genes relacionados a
la respuesta inmune como C3, MHCI, CD8, IgM y Hep cuando los leucocitos se
incubaron a altas concentraciones de poliaminas. Concluyeron que éstas estan
involucradas en la regulacién de la expresion de mRNA de células innatas y
humorales de la respuesta inmune. En el mismo afio, Reyes-Becerril et al.
(2011a), usaron a D. hansenii como probidtico y observaron sus efectos para
contrarrestar la infeccion de Mycteroperca rosacea infectados con Aeromonas
hidrophila; encontraron que la levadura mejor6 el sistema inmune e incremento la
resistencia a la infeccion por A. hidrophila. Por tanto, D. hansenii mejora el

rendimiento del crecimiento, el sistema inmune especifico y antioxidante de
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juveniles de M. rosacea, asi como la regulacion de la expresién de los genes

codificantes para catalasa y proteina de choque térmico 70 (CAT y HSP70).

Tovar-Ramirez et al. (2010), encontraron que D. hansenii modula la actividad
enzimatica antioxidante y la expresion de genes en larvas D. labrax. Asimismo,
seis afios antes Tovar-Ramirez et al. (2004), habian encontrado que D. hansenii
ayuda a minimizar el tiempo de maduracion digestiva, donde incluye expresion de
genes codificantes de enzimas digestivas y diferenciacion celular. Y finalmente,
Tovar et al. (2002), encontraron en el mismo organismo que también aumentaba la
supervivencia, y estimulaba enzimas digestivas como amilasa y tripsina, sin

embargo el crecimiento fue menor al control.

2.1.10 Expresiéon de genes codificantes de enzimas digestivas y las

hormonas CCK y NPY en larvas de Lutjanus guttatus

El estudio de la fisiologia digestiva es un problema importante en especies
introducidas en la acuicultura como L. guttatus (Moguel-Hernandez et al., 2016). El
analisis de la actividad enzimatica digestiva es un método bioquimico que puede
proporcionar vision acerca de la fisiologia digestiva en larvas de peces (Rgnnestad
et al., 2013) y asi conocer los cambios durante los estadios tempranos para la
formulacién de una dieta compuesta (Gisbert et al., 2013). El conocimiento acerca
de los niveles de expresion genética y patrones de produccion de precursores de
enzimas digestivas, constituye una herramienta complementaria para la
informacién nutricional de un organismo (Moguel-Hernandez et al., 2016) y su
fisiologia (Galaviz et al., 2012). Por otra parte, CCK en conjunto con NPY y grelina
son factores importantes en la regulacion de las funciones gastrointestinales
(Furutani et al., 2012; Ji et al., 2015).

Ji et al. (2015), trabajaron con adultos Megalobrama amblycephala en la medicion
de expresion de grelina, CCK y NPY en cambios alimentacién-inanicién. Asi,
encontraron altos niveles de grelina en el intestino grueso, NPY en el hipotalamo y

CCK en la pituitaria. En el reto Grelina y NPY incrementan su expresion en
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intestino y cerebro después de la inanicién, mientras que en CCK hay decremento.
Por tanto, indican que esto demuestra el comportamiento en la alimentacién y
como se regula a un nivel molecular. Asimismo, Yuan et al. (2014), trabajaron de
la misma manera en Schizothorax prenanti, donde obtuvieron un comportamiento

similar en CCK en conjunto con leptina.

Moguel-Hernandez et al. (2016), estudiaron los genes codificantes de enzimas
digestivas (tripsindégeno, quimotripsindbgeno, a-amilasa, lipasa, fosfolipasa A y
pepsindgeno) y de las hormonas CCK y NPY durante el desarrollo larvario de L.
guttatus y los efectos en el destete. Los resultados muestran que al eclosionar
estan presentes los transcritos de las enzimas digestivas, NPY y CCK, excepto
pepsindgeno. Asimismo, la expresion de todas las enzimas fue baja durante el
estadio vitelino. Sin embargo, en la primera alimentaciéon exdgena, los niveles
aumentaron. Por otra parte, al realizarse el destete encontraron un aumento de
expresion relativa significativo en todas las enzimas, mientras quimotripsindgeno |l
y lipasa fueron estables. Al final, las expresiones mostraron niveles similares, lo
que sugieren que las larvas pueden adaptar su capacidad digestiva a la
microdieta. Al respecto, Galaviz et al. (2012), trabajaron con larvas de L. guttatus
desde eclosionar hasta 40 DDE, donde encontraron que la expresion de
tripsinégeno y la actividad de tripsina, se presentan a partir de la eclosion e
incrementa de acuerdo al desarrollo y los cambios en el tipo de alimento.
Asimismo, obtuvieron una maxima expresién de tripsinégeno en el 25 DDE,
cuando se aliment6 con nauplios de Artemia. Por otra parte, la expresion de
pepsindgeno se detecté en 18 DDE, dos dias antes la actividad y la aparicién de

glandulas géstricas.

Furutami et al. (2012), trabajaron con la expresion de los niveles de mRNA
codificantes para CCK y enzimas digestivas en adultos de Seriola quinqueradiata,
donde encontraron que en altas concentraciones de harina de pescado (origen de
las proteinas) es mas potente la estimulacion de la sintesis de CCK y la secrecion

de enzimas digestivas.
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3. JUSTIFICACION

En muchas especies de peces marinos, el principal obstaculo para la obtencion
masiva de juveniles, se presenta durante el periodo larvario, se producen altas
mortandades por diversos factores como el desconocimiento de los requerimientos
nutricionales de la especie asi como por las deficiencias y limitantes de su
anatomia y fisiologia digestiva para completar el proceso digestivo, desde la
captura del alimento, digestion y absorcion.

El cultivo de L. guttatus representa una alternativa muy viable para detonar el
aprovechamiento y explotacién de peces marinos, ya que su ciclo se ha cerrado
(Alavarez-Lajonchére, 2011; Alavarez-Lajonchére e Ibarra-Castro, 2011; Alavarez-
Lajonchere et al., 2011a; Alavarez-Lajonchere et al., 2011b) y actualmente ha
mostrado ser un rendimiento favorable para inversionistas. Posee un buen valor
en mercado, asi como un buen alimento nutricional. Sin embargo, a pesar de las
investigaciones que se han realizado, desde su fisiologia digestiva a nivel
enzimatico hasta molecular, asi como el control hormonal, es necesario el disefio
de alimentos formulados y técnicas que se adecuen y permitan a la larva su
consumo para un mejor desarrollo, supervivencia y en futuro obtener un gran
namero de juveniles y adultos. Ademas, esto permitird reducir gastos de
produccion, que generalmente son los que limitan el desarrollo de cultivos a nivel
masivo. Por tanto, el presente trabajo permitird conocer aspectos de la fisiologia
digestiva, en funcion de las dietas administradas y la respuesta hormonal de CCK
y NPY hacia diferentes inductores del estimulo alimenticio. De tal manera que se
contribuya a comprender la evolucion del proceso digestivo en los primeros dias
del desarrollo larvario y proporcionar una alimentacion mas adecuada durante su
ontogenia temprana. Asi, tratar de proporcionar informacion para el mejoramiento

del cultivo de L. guttatus.
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4. HIPOTESIS
4.1 Pregunta

La presencia de hidrolizados solubles de pescado (CPSP G, Apligen) y de la
levadura marina Debaryomyces hansenii (CBS 8339), incorporada a través del
rotifero Brachionus rotundiformis (cepa SS), promueven una mayor velocidad en la

maduracion digestiva en larvas de Lutjanus guttatus.
4.2 Hipotesis

1. Si la secrecion de hormonas digestivas es estimulada por la presencia de
proteinas, péptidos cortos, aminoacidos libres y acidos grasos, y éstas promueven
la liberacion de enzimas digestivas, entonces, la administracion de hidrolizados
solubles de pescado (di-péptidos, tri-péptidos, aminoécidos libres), promoveran un
aumento en la expresibn de genes relacionados a la digestiéon, vy
consecuentemente promoveran la velocidad de la maduracién digestiva de larvas
de Lutjanus guttatus, evidenciada a nivel de expresion de genes relacionados a la

digestion.

2. Si la administracion de Debaryomyces hansenii (CBS 8339) como probidtico,
estimula la proliferacion y diferenciacién celular por efecto de la liberacién de
poliaminas in situ, entonces, éste promovera una mayor velocidad en la
maduracion del tracto digestivo de larvas de Lutjanus guttatus, evidenciada a nivel

de expresién de genes relacionados a la digestion.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Conocer el efecto de la incorporacion de hidrolizados solubles de pescado (CPSP
G, Apligen) y levadura Debaryomyces hansenii (CBS 8339) incorporada a rotiferos
(Brachionus rotundiformis) de cepa SS, sobre la maduracién digestiva en larvas de

Lutjanus guttatus.
5.1.1 Objetivos particulares

1. Conocer el efecto de la incorporacién de hidrolizados solubles de pescado
(CPSP G, Apligen) y levadura Debaryomyces hansenii (CBS 8339) incorporada a
rotiferos (Brachionus rotundiformis) de cepa SS, sobre la supervivencia y

crecimiento de Lutjanus guttatus.

2. Cuantificar la expresion de los genes codificantes para las principales enzimas
digestivas amilasa, lipasa, quimotripsinégeno y tripsina en huevos y larvas de
Lutjanus guttatus alimentados con hidrolizados CPSP G, levaduras y dieta control.

3. Cuantificar la expresion de los genes codificantes para las hormonas
Colecistoquinina (CCK) y Neuropéptido Y (NPY) en huevos y larvas de Lutjanus

guttatus, alimentados con hidrolizados CPSP G, levaduras y dieta control.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Metodologia del objetivo particular 1
6.1.1 Cultivo larvario experimental

El experimento se realizd en el Centro de Investigacion en Alimentacion y

Desarrollo A. C. (CIAD) Unidad Mazatlan en el area de experimentacion larval.
6.1.2 Cultivos control, inanicion y tratamientos

Los cultivos larvarios utilizados por triplicado, fueron para control, inanicion y dos

tratamientos.

En cultivos control, se agrego rotiferos enriquecidos (descripcion en Preparacion

de alimento vivo para controles y tratamientos) y en inanicion ningun alimento.

En el primer tratamiento se adicion6 levaduras marinas D. hansenii (CBS 8339)
mediante rotiferos (B. rotundiformis) de cepa SS y el segundo hidrolizados CPSP

G (Apligen S. A. de C. V., México) sobre la superficie del agua.
6.1.3 Preparacion de alimento vivo para controles y tratamientos

Los rotiferos B. rotundiformis de cepa SS (Velasco-Blanco et al., 2011),
proporcionados por el CIAD Unidad Mazatlan, fueron enriquecidos segun el
protocolo establecido, con DHA protein Selco (Inve aquaculture) a razon de 25 gr
por 50 millones y Vitamina C (Argent Chemical laboratorios Inc.) 2 gr por 100
millones, 6 horas antes de la alimentacion larvaria. Para ello, se mezclaron
uniformemente las dos sustancias en 100 mL de agua dulce y la mezcla se agreg6

al contenedor del alimento vivo.

Las levaduras utilizadas para el re-enriquecimiento de rotiferos, fueron donadas
por el Dr. Dariel Tovar Ramirez del Laboratorio de Fisiologia Comparada y
Gendmica Funcional del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste S. C.

(CIBNOR). Se utilizaron a razén de 1 gr de levadura (10° unidades formadoras de
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colonia (UFC) (Tovar et al., 2004) para 1 millébn de rotiferos. Esto, consistio en
depositar en un matraz de 1 L la cantidad requerida del alimento vivo enriquecido,
el probidtico y una manguera con entrada de aire, y se mantuvieron en estas
condiciones por 15 minutos. Por consiguiente, fueron depositados

cuidadosamente en el tanque del tratamiento.

En el segundo tratamiento, se calculo, peso y adicion6 cuidadosamente 0.3 gr de
hidrolizados por tanque cada 24 horas, basado en los estudios realizados por
Kotzamanis et al. (2007), y Delcroix et al. (2014), con CPSP G (Apligen S. A. de C.
V., México).

6.1.4 Parametros de calidad del agua en cultivos

Los parametros de calidad del agua (Tabla VII) fueron medidos cada 4 horas
mediante equipos calibrados y cada uno por triplicado. La concentracién y
saturacion del oxigeno, permanecieron estables con un concentrador (ABS
Technology Inside Millennium Mio Respironics) controlado. En el tratamiento con

hidrolizados se aplico ClorAm-X AquaScience para estabilizar el nivel de amonio.

Tabla VII. Equipos utilizados y parametros obtenidos a lo largo de los cultivos
larvarios.

EQUIPO UTILIZADO PARAMETRO RESULTADO
Oximetro (HACH HQ30D Flex) Temperatura °C 26-22 °C
Oximetro (HACH HQ30D Flex) [OxigenoQ] 6.0+£0.5 mg/L
Oximetro (HACH HQ30D Flex) % Oxigeno saturado 90+5%
Oximetro (HACH HQ30D Flex) Salinidad 35 %o
Luxémetro (HANNA HI 97500) Intensidad luminosa 1,750£250 lux
Kit de amonio (LaMotte ammonia- [NH4'] Amonio 0.1+0.05 ppm
nitrogen kit code 3304-01)

Potenciometro (EcoSense pH 100) pH 7.97+0.4

6.1.5 Conteo de rotiferos en tanque

Los muestreos de rotiferos se hicieron con 20 mL de diferentes areas de cada

tanque. Por consiguiente, se colocaron en placas horizontales, se observaron
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mediante un estereoscopio (Olympus SZ61) y se contaron con un contador

manual.
6.1.6 Disefo del cultivo larvario

Los 12 tanques de fibra de vidrio utilizados, fueron de 600 L con pintura blanca
epoxica aducto aminico (Prisa Pinturas Primetal EA K-4300 Blanco) en fondo y
desinfectados con yodo-cloro, 12 horas antes de su uso. Se colocaron en dos filas
de seis (Fig. 12) y la ubicacion aleatoria de cada cultivo (control, levadura,
hidrolizado e inanicion) por triplicado. En el centro de cada uno, se colocé un tubo
PVC con filtro de 100 um y en el interior piedras porosas para la entrada de aire.
El agua de abastecimiento directo del mar, se filtr6 mediante un equipo de
filtracion de arena (Jacuzzi Laser Sand Filter 225L-S15LR6-HK®6) con filtros (FSI
Filter Specialist Inc. X-100) de 25 pm, 5 um y 1um, y un equipo UV (Smart UV
Sterilizer model 02025).

Mg " .

Figura 12. Disposicion de los 12 tanques de 600 L para el cultivo larvario.
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6.1.7 Siembra y desarrollo del cultivo larvario

En la siembra se utilizaron huevos obtenidos de desoves naturales de peces
reproductores de la planta piloto, durante el mes de noviembre del 2014. Para
realizar el cultivo desde el sembrado, se siguidé el protocolo establecido por el
CIAD Unidad Mazatlan.

Brevemente, se llenaron los tanques con agua del mar a 200 L, en cada
tratamiento se afiadié un volumen de 30 mL de huevos flotantes con probeta
graduada, para obtener una concentracién aproximada de 2,000 individuos mL™.
Para ser adicionados, los cambios de temperatura se evitaron entre el agua del
recipiente de origen del desove y el de siembra. No se aplicé aireacion y se
cubrieron con plastico negro. Al eclosionar las larvas, se ascendié a 300 L para
obtener una cantidad de 200 individuos L™. Se sigui6 con la ausencia de flujo de
agua, aireacion y luz hasta las 48 HDE. Para el seguimiento del desarrollo larvario,

se recolectaron muestras de cada tanque y se observaron al microscopio a 4X.

La pasta (Instant Algae Nanno 3600) de Nannochloropsis oculata e Isochrysis
galbana fue utilizada para obtener agua verde, se empled a partir de las 48 HDE
con un volumen de 2 mL por tanque, mientras que a las 72, 96 y 120 HDE se
increment6 a 5 mL. Asimismo, se administré dos veces diariamente cada 12
horas. Por otra parte, la iluminacion fue colocada a partir de las 48 HDE por 24
horas, mediante lamparas Led (PAR38-LED 19W TECPZA) hasta finalizar el
cultivo a las 144 HDE.

La alimentacion con rotiferos se efectu6 en todos los cultivos (control, levaduras e
hidrolizados) a partir de las 48 HDE, dos veces por dia, cada 12 horas y hasta las
144 HDE. Asimismo, fueron adicionados con una concentracion ascendente
(Tabla VIII) y controlados mediante su conteo remanente por tanque. Sin embargo,
el tratamiento de hidrolizados, fue el Unico que recibi6 el aditivo (CPSP G) alas 0

y 24 HDE hasta reincorporarse junto al resto a las 48 HDE.
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Tabla VIII. Concentracion de rotiferos que se mantuvo en cultivos larvarios por
dia.

HDE CONCENTRACION DE ROTIFEROS
48 2 ind/mL

72 5ind/mL

96, 120, 144 10 ind/mL

6.1.8 Calidad de huevos y larvas

La observacion de la calidad de huevos se efectué con 100 unidades mediante
microscopio, probetas graduadas y matraces; se midid diametro de huevo (DH),
diametro de gota lipidica (DGL), porcentaje de fertilizacion (%F), huevos flotantes
(HF), huevos no flotantes (HNF) y huevos totales (HT). Asimismo, a 100 larvas
recién eclosionadas se les midié el volumen de saco vitelino (VSV), DGL y longitud
total (LTL).

Ecuacién para VSV:
VSV (mm) = (11/ 6) x (LH?) (1)

Por otra parte, el porcentaje de eclosion (%E) y supervivencia a las 24 y 48 HDE,
se realiz6 mediante 4 placas con 48 pozos, donde, se colocé un huevo por
espacio y se observaron al estereoscopio. La incubacion se efectu6 a temperatura

ambiente.

%E = (N° larvas eclosionadas / N° huevos totales) x100 (2)

% Supervivencia 24 HDE = (N° larvas 24 HDE / N° larvas al inicio) x100 (3)
% Supervivencia 48 HDE = (N° larvas 48 HDE / N° larvas al inicio) x100  (4)
6.1.9 Muestreos de los cultivos

Los muestreos se realizaron diariamente desde huevo a individuos del dia 4
después de la eclosiéon (DDE) y 6 horas antes de la primera alimentacion. Las

larvas se recolectaron en tubos Eppendorf y se contaron de la misma forma que
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los rotiferos. Sin embargo, soélo los analisis de expresion génica y la tasa de
crecimiento absoluta (TCA) fueron desarrollados en el presente trabajo.

6.1.10 Tasa de crecimiento absoluta

La tasa de crecimiento absoluta se realiz6 con larvas del dia 1 y 4 en cada tanque.
Para ello, durante los muestreos se recolectaron 15 individuos por cultivo, se
observaron mediante microscopio integrado con camara y se midieron con el

programa Motic Images Plus 2.0 ML. La ecuacion utilizada:
TCA = ((In longitud final - In longitud inicial) / (tiempo final- tiempo inicial)) x100 (5)

Los andlisis estadisticos se realizaron en Microsoft Excel 2007, donde, se aplic
un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, para determinar si hay diferencia
significativa entre los tratamientos y una prueba de TUKEY para verificar entre

cuéles.
6.1.11 Supervivencia

Se observaron los tanques y se tomaron muestras de diversas areas con vaso de

precipitado y sifoneo. Asimismo, fueron analizados en el microscopio.
6.2 Metodologia de los objetivos particulares 2y 3
6.2.1 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total, se efectu6 por el método del reactivo de TRIzol
Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA). Para ello, se colocé a temperatura
ambiente y se tomaron 100 mg de cada una de las 25 muestras (huevos y larvas
del 1y 4 DDE) previamente conservadas en RNA later® (Thermo Fisher Scientific,
USA) de cada tanque de tratamiento. El proceso se dividio en 5 partes, la
homogenizacion, la fase de separacion, la precipitacion del RNA, el lavado y la re-

suspension.



43

La homogenizacion, se efectué en tubos Eppendorf, donde, se agregaron las
muestras de 100 mg, se adicioné 1 mL del reactivo de Trizol y se macerd con
pistilos de teflon previamente esterilizados. Por consiguiente, se incubd 5 minutos

a temperatura ambiente y se prosiguio con la fase de separacion.

Durante la fase de separacion, se agregd 0.2 mL de cloroformo, se mezclo
manualmente por 15 segundos y se incubd 3 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugé a 12,000 g por 15 minutos y se recupero la fase
acuosa en un nuevo tubo, que corresponde a la superior de las tres fases

obtenidas (se evitd la contaminacion de la fase intermedia).

La precipitacion del RNA, se efectu6 con 0.5 mL de alcohol isopropilico, se agitd
manualmente, se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente y por 12 horas a
4°C. Por consiguiente, se centrifug6 por 10 minutos a 12,000 g a 4°C y se desecho
el sobrenadante cuidadosamente sin perder el pellet precipitado.

El lavado del RNA, se llevd a cabo con 1 mL de etanol al 75% (con agua DEPC),
se agité en vortex a la mitad de su intensidad maxima y se centrifug6 a 7,500 g por
5 minutos a 4°C. Por consiguiente, se retird el sobrenadante y los residuos se

secaron en campana de extraccion.

Para la re-suspension del RNA, se adicioné 50 mL de agua DEPC, se mezclo
manualmente, y se calent6 a 55°C. Por consiguiente, se realizé una electroforésis
de gel de agarosa al 1.5% para verificar la integridad del RNA y se prosiguié con el
tratamiento con RQ1 DNAse (Promega, USA).

6.2.2 Electroforésis de gel de agarosa

Los geles de agarosa para electroforésis se hicieron al 1.5%. Para ello, en un
matraz de vidrio de 100 mL, se agregé 50 mL de buffer TAE 1X y 0.75 gr de
agarosa. Por consiguiente, se calenté en un microondas por 2 intervalos de 30
segundos, se adicion0 5 pL de fluoréforo Syber Safe (Thermo Fisher Scientific,
USA) y se mezclo cuidadosamente. El liquido se vertio en molde y se coloco el
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peine para pozos de muestra hasta su solidificacion. La camara de electroforésis
Enduro, Gel XL (Labnet, USA) se armd, se introdujo el gel y se llend con buffer

TAE 1X hasta taparlo completamente.

Se tomé 1 pL de muestras y marcador de peso molecular (Thermo Fisher
Scientific, USA) de 50 pares de bases (bp), se mezclaron con 1 uL de buffer
BlueJuice (Thermo Fisher Scientific, USA), se adicionaron a los pozos y se
proceso la muestra a 80 Volts por 50 minutos. Por consiguiente, se observaron al
transiluminador Gel Doc Imaging System (Biorad, USA).

6.2.3 Tratamiento con DNAse

El tratamiento con DNAse, se efectué mediante el Kit RQ1 RNAse-Free DNAse
Promega, bajo las indicaciones del fabricante. Para ello, se adicioné por cada 1ug
de RNA en agua DEPC, 1 uL de RQ1 RNAse-Free DNAse 10X reaction buffer,
1puL de RQ1 RNAse-Free DNAse y se incub6o a 37°C por 30 minutos. Por
consiguiente, se adicion6 1 uL de RQ1 DNAse Stop Solution, se incubé a 65°C por

10 minutos y se prosiguié a la cuantificacion.

La cuantificacion de la concentracion y pureza del RNA se verifico con 1 pL de
cada muestra mediante Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Por consiguiente, se resguardaron a -80°C.
6.2.4 Sintesis de cDNA

Las 25 muestras de RNA tratadas con DNAse, antes de procesarse, se
descongelaron en hielo. La sintesis de cDNA se realizé mediante el Kit IMPROM I
(Promega) Cat#A3802 bajo las indicaciones del fabricante. Para ello, se mezclé
por muestra, 5 pL de RNA (0.5 pg) con 1 pL de oligo dT, se incub6 a 70°C por 10
minutos y se coloc6 en hielo. Por consiguiente, se adicionaron 14 pL del Master
Mix (Tabla IX).
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Tabla IX. Componentes del Master Mix para sintesis de cDNA.

SUSTANCIA CANTIDAD (uL)
Agua DEPC 5.3
5X buffer Improm II 4.0
25 mM MgCl, 2.4
10 mM dNTP's 1.0
RNAsIn 0.5
Improm |l 0.8

Posteriormente, se colocé en un termociclador Thermal cycler T100 (BIORAD)
para su incubacion a las diferentes temperaturas (Tabla X), se aplicé

centrifugacion rapida y se almacenaron a -20°C.

Tabla X. Protocolo de temperaturas ordenadas dentro del programa del
termociclador.

TEMPERATURA TIEMPO (MINUTOS)
(1) 25°C 10

(2) 45°C 60

(3) 90°C 5

6.2.5 Disefio, validacién y sintesis de primers degenerados de CCK

Para el disefio de primers degenerados para el gen codificante de CCK de L.
guttatus, se tomaron secuencias de Pseudopleuronectes americanus Yy
Paralichthys olivaceus con acceso EU684055 y AB009281 respectivamente de la
base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), se realizé un alineamiento y
se tomaron los fragmentos mas conservados. Por consiguiente, se ingresé la
secuencia a Primer3 versién 4.0 en http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/, donde, se
acoto las caracteristicas del tamafo 18 a 22 bp, amplicon no mayor a 400 bp, Tm
50°C a 60°C y porcentaje de GC 45% a 60%.

Para su validacion, se ingresaron los primers en el programa Oligo Calc con el
acceso http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. Los oligos obtenidos,
se enviaron para sintetizar en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma de México (I. B. T. de la UNAM).
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6.2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), electroforésis vy
purificacién de bandas.

La PCR se realizé con un pool de los cDNA's de las 25 muestras con los primers
de CCK, para ello, se preparo el Mix de reaccién (Tabla XI) en tubos Eppendorf de
500 pL, en una estacién de trabajo UV PCR Workstation (UVP).

Tabla XI. Mix para PCR de punto final.

MEZCLA DE REACCION  CANTIDAD (uL)

MgCl, 50 mM 15
cDNA 1.2
Tag Polimerasa 0.4
dNTP's 10 mM 1.0
Buffer MgCl, 10X 5.0
Primer F 100 pmol 1.0
Primer R 100 pmol 1.0
H,O Mili Q 38.9

El Mix se dividié en dos tubos de 500 uL y se procesaron en el termociclador con

el protocolo de la figura 13.

95°C ‘ 95°C

00:30 01:00 12°C | 72°C

39.7°C 01:00  07:00
00:30

4°C
[ o]

Figura 13. Protocolo establecido en el programa del termociclador para primers de
CCK.

Posteriormente, se realizé una electroforésis en gel de agarosa al 1.5% y a 80
Volts. La banda obtenida, se corté y se purific6 mediante el GeneClean Spin Kit
(BIO 101, ref. 1101-200) bajo las indicaciones del fabricante. Para ello, se agrego
400 pL de GC Spin Glassmilk al tubo eppendorf con la banda cortada, se calenté 5
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minutos a 55°C hasta derretir y se agitdé cuidadosamente cada minuto. La solucion
se agrego al Spin Filter contenido en el kit, se centrifugé 1 minuto a 14,000 g a
temperatura ambiente y se desecho el fluido. Por consiguiente, se adicion6 500 pL
de GC Spin New Wash y se centrifugd por 3 minutos. Posteriormente, se cambid
la columna a un nuevo tubo de fondo reducido contenido en el kit, se agreg6 15 pL
de GC Spin Elution, se agité en vortex por 3 segundos a intensidad media de la
maxima y se centrifugdé por 30 segundos. La solucién obtenida se resguardé en

refrigeracion a 4°C.
6.2.7 Preparacion de medio Luria-Bertani (LB) para clonacion

Para medio LB liquido, se agreg6 en 1 L de agua destilada, 20 gr de LB Broth
Base (SIGMA L3022), se coloc6 en autoclave por 20 minutos a 15 PSI y se enfrid
en bafio maria a 55°C. Durante el enfriamiento se adicion6 500 pL de ampicilina
(SIGMA A0166) a una concentracion de 100 mg/ mL, por consiguiente, se sell6

con papel parafilm (Senna) y conservé a 4°C.

Para medio LB sélido, se agrego6 20 gr de LB Broth Base y 15 gr de agar (SIGMA
A5054) en 1 L de agua destilada, se colocé en autoclave por 20 minutos a 15 PSI
y se enfri6 a bafio maria a 55°C. Durante el enfriamiento se adicion6 500 pL de
ampicilina a una concentracién de 100 mg/ mL. Por consiguiente, se adicionaron a

cajas petri (20 mL) y se dejaron solidificar.

Para hacer selectivo el medio sélido, se adicion6 40 uL de X-Gal (BIO 101 4063-
102) a una concentracion de 40 mg/ mL en cada caja petri, se esparcié y se dejo
secar por 20 minutos. Por consiguiente, se agreg6 40 pL de IPTG (SIGMA 16758)
a 100 mM y se resguardaron a 4°C hasta su uso.

6.2.8 Clonacion

La clonacién se llevé a cabo por TOPO TA Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) bajo las indicaciones del fabricante en 4 partes, preparacion de medios y

células, clonacion, transformacion y el analisis de clonas.
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La preparacion de medios y células, consisti6 en mantener a temperatura
ambiente el medio SOC incluido en el kit y a 37°C las cajas con medio LB sélido,

y descongelar sobre hielo las células competentes One Shot de un vial.

Para la clonacion, se preparé una solucién en un tubo de 500 uL, con 3 pL del
producto reciente de PCR de CCK, 1 yL de H,O Mili Q, 1 yL del TOPO-Vectory 1
pL de salt incluida en el kit. Por consiguiente, se mezcld cuidadosamente, se
reposé por 5 minutos a temperatura ambiente, y se colocé en hielo.

La transformacién se realizé en el vial de células, donde, se adicion6 2 uL de la
solucion de clonacion, se mezclé con la punta de la pipeta en circulos
cuidadosamente, y se dejo en hielo por 30 minutos. Por consiguiente, se pasé a
42°C por 30 segundos, y rapidamente a hielo por 2 minutos. El medio SOC gque se
mantuvo a temperatura ambiente, se agregé en un volumen de 200 pL, se sell6
con papel parafilm y se dejé en agitacion por 60 minutos a 37°C. Posteriormente,
se vertio 100 pL a cada caja petri previamente calentada y se dej6é a la misma

temperatura por 12 horas.

El analisis de clonas se efectu6 mediante una PCR de colonia positiva (blancas);
el protocolo varid en el inici6 a 95°C por 10 minutos y la temperatura de
alineamiento (Tm) a 55°C de los primers m13. Por consiguiente, se hizo una
electroforésis al 1.5% y se proces6 a 80 Volts por 50 minutos. Al haberse
verificado la presencia del plasmido esperado, se cultivd la colonia positiva en 2
mL de medio LB liquido (anteriormente descrito) y se incubd a 37°C por 12 horas a

60 rpm. Ahora bien, se procedio a la purificacion de plasmidos.
6.2.9 Purificacion de plasmidos

La purificacion se realiz6 mediante Miniprep RPM kit (BIO 101, ref. 2070-400).
Para ello, los medios LB cultivados, se centrifugaron a 10,000 rpm por 60
segundos, se desechd el sobrenadante y se procedié al uso de los reactivos

incluidos. Para re-suspender, se adiciond 50 pL de Pre-lysis buffer, se homogeniz6
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con la pipeta, se agregd 100 uL de Alkaline lysis solution, se mezcl6é y se reposoé
por 1 minuto. Al aparecer clara la solucién, se afiadi6 100 puL de Neutralizing

solution, se coloco en vortex por 5 segundos y se centrifugd por 2 minutos.

En el Catch tube se coloc6 un Spin filter, ambos incluidos en el kit, donde, se
vertio 250 puL de Glassmilk spin buffer, se agité y se adiciond el sobrenadante
obtenido de la centrifugacion de la muestra. Se succiond y soltdé de 2-3 veces para

mezclar adecuadamente y se centrifugd por 1 minuto.

Para el lavado, el fluido obtenido se desechd y se agregé 350 pL de Wash
solution, se centrifugd por 1 minuto, se paso el filtro a un nuevo tubo y se agregé
50 uL de H,O Mili Q. Ahora bien, se agitd en vortex a la mitad de su intensidad
maxima, se reposé por 5 minutos y se inicid una rapida centrifugacion por 30
segundos para eluir el DNA. Se cuantificd, se conservd a 4°C y se enviaron a
secuenciar a GeneWiz U. S. A.

6.2.10 Andlisis de secuencia de los fragmentos clonados

La secuencia obtenida de CCK por GeneWiz U. S. A., se ingres6 al programa
BLAST para obtener secuencias homologas, y se dedujo su secuencia de
aminoacidos en el sitio https://www.expasy.org/. Por consiguiente, se sometié a
NCBI como secuencia de CCK de L. guttatus, donde se generé un numero de

acceso.
6.2.11 Disefio, validacién y sintesis de primers especificos de CCK

Para obtener los primers especificos de CCK para L. guttatus, la secuencia
obtenida de GeneWiz, se trabajo en el programa Primer3 para obtener los oligos,
donde, se acot6 el tamafio 18 a 22 bp y un tamafo del fragmento codificante no
mayor a 200 bp, una Tm 55°C a 60°C y un porcentaje de GC 50% a 60%, se
validaron en el Oligo Calc y se enviaron a sintetizar al IBT.
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6.2.12 Primers especificos para PCR en tiempo real (qPCR)

Los primers especificos utilizados en el analisis de expresion en gPCR de genes
codificantes para amilasa, lipasa, quimotripsinégeno, neuropéptido Y, asi como el
de referencia, factor de elongacion 1 (EF1), fueron proporcionados por los
estudios generados por Moguel-Hernandez et al. (2016), y estandarizados para
este trabajo. En el caso de tripsina y 18s ribosomal se obtuvieron del trabajo de

Galaviz et al. (2012). Estos, se observan en la Tabla XII.

Tabla Xll. Secuencia de primers para qPCR y tamafno de los amplicones para L.
guttatus.

GEN/ NCBI DIRECCION SECUENCIA TAMANO
ACCESO (bp)
a-Amilasa/ Sentido CACTCTTCATGTGGAAGCTGGTTC 110
KJ908179 Antisentido  CCATAGTTCTCAATGTTGCCACTGC
Lipasa/ Sentido AAGCTGGTGTCTGCCCTCTACG 190
KJ908180 Antisentido  AGCCACATGTGCTCCCAGACTG

Tripsina/ Sentido ATGAGCTCCACTGCTGACAGAAAC 156
HM754476 Antisentido  AGAGTCACCCTGGCAAGAGTCCTT
Quimotripsina Sentido CTCACTGCCGCGTGTCTCCAAG 105
/ KJ908183 Antisentido  GCCCTGGAAATGGACTTGACCTG
Neuropéptido Sentido GTACTACTCAGCCCTGAGACAC 105
Y (NPY)/ Antisentido CCTTCAACAGCAGCTCTGAGAC

KJ908185

Factor de Sentido GCATGGTCGTCACCTTCGCTCC 150
elongacion la  Antisentido = CCACGTATCCACGACGGATTTCC

(EF1)/

KJ908186

18S rDNA/ Sentido CTGAACTGGGGCCATGATTAAGAG 165
HM754479 Antisentido GGTATCTGATCGTCGTCGAACCTC

6.2.13 Curvas estandar para gPCR

Para realizar las curvas estandar de cada gen, previamente se estandarizé el
protocolo utilizado en cada par de primers a 100 pmol/ pL. Las 25 muestras de
cDNA que se trabajaron, se les tomo 3 pL para realizar un pull y hacer diluciones
1:4, 1:16, 1:64 y 1:256. Ademas, se verifico y calculd el Mix de gPCR (Tabla XIII)
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para cada reaccion de 10 pL y por cuadriplicado, s6lo en el caso de CCK, se
modifico la cantidad de cada primer a 0.04 pL por reaccion y los 0.05 uL faltantes
se abastecié con H,O Mili Q. El reactivo, material, equipo y programa con el que
se trabajo, fue el SsoAdvanced™ Syber® Green Supermix (BIORAD), placas de
96 pozos (BIORAD), termociclador CFX96™ Real-Time-System (BIORAD) y el
programa para el andlisis de las curvas fue el Bio-Rad CFX manager,

respectivamente.

Tabla XIII. Mix de 10 pL por reaccion para qPCR.

SUSTANCIA CANTIDAD (uL)
Sybr Green 5.0
cDNA 2.0
Primer F 0.1
Primer R 0.1
H,O Mili Q 2.8

Para hacer las curvas estandar, en una camara estéril se preparé el Mix de qPCR,
se hicieron 4 reacciones por gen-dilucién, asi como los controles No Template
Control (NTC), se adicion6 una reaccién por cada pozo en placa, se selld
cuidadosamente con el plastico adhesivo incluido, y se introdujo en el

termociclador con el programa de la figura 14.

1 2 3 4

35.0C S5.0C
1:00 0:06

680C

538C
0:30

2
40 x

o

Figura 14. Programa utilizado en qPCR para curvas estandar.



52

El programa del termociclador, se us6 para 40 ciclos, y la temperatura del paso 3
(la Tm) varié para cada gen, 18s 57°C, a-amilasa 68°C, CCK, lipasa y tripsina
60°C, EF1 58°C, y quimotripsinégeno y neuropéptido Y 64°C. Por ultimo, las

curvas estandar se analizaron en el programa del CFX manager V. 3. 1.

6.2.14 Procesamiento de muestras mediante qPCR, andlisis de expresion

relativa y estadistico

Después de conocer las condiciones adecuadas para procesar las muestras en
gPCR, se calcularon y prepararon los Mix de cada gen, para hacer las reacciones
por cuadruplicado de las 25 muestras.

Las muestras se trabajaron a diluciones de 1:4 para quimotripsinégeno y
neuropéptido Y, y a 1:16 para el resto de genes. La concentracion inicial de las

muestras de cDNA fue de 0.5 pg/ L.

Después de analizar las curvas en el programa CFX manager, se realizo el
analisis de expresion, mediante la funcion Gene Expression con AACq,
normalizado a cero, para procesarse estadisticamente. Los genes de referencia

utilizados, fueron EF1y 18s.

Los resultados obtenidos, se analizaron de manera estadistica con el andlisis de
ANOVA de una via y con una prueba de Tukey en Microsoft Excel 2007. Se
introdujo la expresion relativa de cada replica, ordenados por dia huevo, dia 1y
dia 4. Asimismo, se aplicaron los dos analisis estadisticos por separado, para
obtener si existe o no existe diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos por dia y para tener conocimiento en que tratamiento se presento.
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7. RESULTADOS
7.1 Resultados del objetivo particular 1
7.1.1 Cultivo larvario experimental
7.1.2 Siembra y desarrollo del cultivo larvario

Parte de los huevos utilizados para la siembra se observan en la figura 15, en ellos
se aprecia diferencias en cuanto estadio del desarrollo, algunos ya han cerrado su
blastoporo. Asimismo, el embrién formado, la centralizacion de la gota lipidica, la
pigmentacién a causa de los cromatéforos, el tubo neural y los somitas (Cucchi et
al., 2011).

Figura 15. Huevos en el estadio para siembra, observados en microscopio a 4X.
1-blastoporo cerrado, 2-embrién formado, 3-centralizacion de gota lipidica, 4-
cromatoéforos, 5-tubo neural, 6-somitas.

La larva de 0.5 HDE (Fig. 16) observada, hace referencia al estadio temprano
dentro del cultivo, se observa los pigmentos en el notocordio, la gota lipidica, saco

vitelino y la falta de desarrollo visual.
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Figura 16. Larva de 0.5 HDE observada en microscopio a 4X. 1-pigmentos, 2-gota
lipidica, 3-saco vitelino, 4-area visual en desarrollo.

En la figura 17, se observan larvas de 19 HDE. En su estadio cuentan con la
pigmentacién del notocordio, la formacion del ano, mayor desarrollo del area
visual, formacion de una aleta primaria, sin embargo, aun no tiene la apertura de la

boca.
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Figura 17. Larvas de 19 HDE observadas en microscopio a 4X. 1-pigmentacion
del notocordio, 2-formacion del ano, 3-area visual en desarrollo, 4-aleta primaria.

Las larvas que se verificaron 37 HDE (Fig. 18) mostraron una gran diferencia en el
consumo de nutrientes en el saco vitelino (gota lipidica y vitelo) y en la formacion
de érganos como el corazén, 0jos, intestino y cartilago. Asimismo, la formacion de

la boca y las aletas mayormente diferenciadas.

Figura 18. Larva de 37 HDE observada en microscopio a 4X.
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Las larvas a las 72 HDE (Fig. 19) ya se observan con la pigmentacién ocular y del
cartilago, la boca abierta, diferenciacion del ano e intestino, pero aun en fase de
desarrollo. En este punto se observaron ya con consumo de alimento vivo y con

un mejor sistema motriz.

Figura 19. Larva a las 72 HDE, observada en microscopio a 4X.

En larvas a las 96 HDE (Fig. 20) se observa el pigmento en cartilago y en ojos, en
estos Ultimos se puede percibir la formacién de conos oculares; el sistema
digestivo mas diferenciado y la cavidad anal. En este estadio ya fue posible

observar un fuerte consumo de alimento vivo y longitudes entre 2.2y 2.7 mm.
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Figura 20. Larvas de 96 HDE, observadas en microscopio a 4X. A-larva de
tratamiento de levaduras, B-larva de tratamiento de hidrolizados.

7.1.3 Calidad de huevos y larvas

Los pardmetros para la calidad de huevos (Tabla XIV) mostraron alto porcentaje

de fertilizacién, asi como un gran nimero de huevos flotantes.
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Tabla XIV. Parametros de calidad de los huevos utilizados en los cultivos
larvarios. DH y DGL en mm.

HT HF HNF %F DH DGL
2,933,414 2,711,225 222,189 92.71% 0.715+0.013  0.117+0.010

Los parametros de calidad de larvas (Tabla XV), obtenidos a partir de 100
organismos analizados individualmente, mostraron un DGL homogéneo y un LTL

2.063 mm con una desviacion estandar de 0.132 mm.

Tabla XV. Parametros de calidad de larvas en mm, VSV en mm?®.

VSV DGL LTL
0.102+0.017 0.123+0.006 2.063+0.132

En las placas de 48 pozos cada una, se observo una supervivencia a las 24 y 48

horas en un bajo porcentaje (Tabla XVI).

Tabla XVI. Porcentajes de eclosion y supervivencia a las 24 y 48 horas en placas.

PLACAS %E 24 HORAS (%) 48 HORAS (%)
1 63 35.7 35.7
2 72.92 57.9 57.9
3 78 44.1 44.1
4 87.23 45.5 45.5

7.1.4 Tasa de crecimiento absoluta

Las TCA de los cultivos se observan en la Tabla XVII, donde se encontrd
diferencia significativa entre control, hidrolizados y levaduras confrontado a
inanicion.

Tabla XVII. TCA de los cultivos larvarios. Las diferentes letras indican diferencia
significativa (P < 0.05).

CONTROL HIDROLIZADOS LEVADURAS INANICION
0.1765+0.0200 * 0.1843+0.0248 * 0.1889+0.0166% 0.0474+0.0392 "
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7.1.5 Supervivencia

La supervivencia de las larvas de inanicion finalizé6 durante los 5 DDE, mientras

gue en los cultivos control y tratamientos a los 7 DDE.
7.2 Resultados de los objetivos particulares 2y 3
7.2.1 Disefo, validacion y sintesis de primers degenerados de CCK

Los primers sentido y antisentido de CCK degenerados (Tabla XVIII) se obtuvieron
con un porcentaje de GC de 35% y 66.7%, una Tm de 59.1°C y 59.38°C (55.7°C
estandarizado) respectivamente, y un tamafio de codificacion de 357 bp.

Tabla XVIII. Primers degenerados para CCK de L. guttatus

GEN DIRECCION SECUENCIA TAMANO
(bp)
Colecistoquinina  Sentido GCVGGSHTSTGYRYVTGTGT 20
Antisentido CYTCTGCRCTGCGGC 15

7.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), electroforésis vy
purificacién de bandas.

La electroforésis en gel de agarosa al 1.5%, se hizo en gradiente de 52°C a 57°C.
En la escalera 50 bp se encontré la banda de CCK en el rango esperado de 350 a

400 bp, cuyo tamarfio de amplicén fue de 389 bp (Fig. 21).
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Figura 21. Bandas de CCK en electroforésis de gel de agarosa al 1.5% en
gradiente de temperatura. A-52°C, B-54.3°C, C-55.7°C, D-56. 8°C y E-57°C.

Las bandas obtenidas, se cortaron y purificaron; la de 55.7°C, cuya homogeneidad
y cantidad no fue diferente al resto, aunque en niumero de amplicones fue limitado
en mayor grado a solo una. En 57°C, parecié una buena opcién, sin embargo, fue

muy tenue.
7.2.3 Clonacién

Durante la clonacién, se sembraron 6 placas; se obtuvieron sélo dos con colonias
blancas (Fig. 22) y posiblemente positivas, donde, el nimero de azules fue muy

minimo.
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Figura 22. Placas 12 horas después de incubacion.

Las colonias que se presentaron de color blanco, fueron utilizadas para

amplificarlas por PCR con los primers m13 y CCK.

En la figura 23 se sefala la banda de amplificacién por los primers m13, estos
poseen 160 bp y sumados a los 389 bp de CCK, estan ubicados en el lugar que le
corresponde en el rango de la escalera 500 y 600 bp. Asimismo, se observa la
banda de CCK de 389 bp.
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Figura 23. Gel de electroforésis con bandas del producto de PCR de colonias
positivas con primers m13 (549) y CCK (389).

7.2.4 Andlisis de secuencia de los fragmentos clonados

El plasmido después de haber sido purificado y enviado a secuenciar, se recibié la
secuencia, se analiz6 y cort6 de 389 a 380 bp (Fig. 24) con respecto a los

aminoacidos que codifica.

380 bp

TCTGTGTGTGTGTGTCGTGCTGGCAGTCCTGTGTACGAGCTGTTTGGGGCTCCCCTTCTCCTC
CCAGCTCCTAGACGAGGGCCACCGCTCCCTCTCCGCTCCTTCTGAAGCTCTCCTCGAGGCGG
ACACCCACACCTTGGGAGAGCCTCACCTCCAACACCGCCGCTCTGCCCCCCAGCTGAAGGCT
CTTCCTCTGATTGAGGAGGATGCAGACTCCCGAGCCAACCTCAGCGAGCTGCTGGCAAGACT
CATCTCCTCCAGGAAAGGTTCTGTGCGCAGAAACTCCACGGCAAACAGAGGCGGCGGACTGA
GCACCAACCACCGGATAGCAGACAGGGACTACTTGGGGTGGATGGATTTCGGCCGCCGCAGC
GCAGAGG

Figura 24. Secuencia de CCK de 380 bp.

La secuencia fue sometida a la pagina de informacién NCBI en GenBank y se

genero el nimero de acceso KT692535 (Fig. 25).
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J/translation="LCVCWLAVLCTSCLGLPFSSOLLDEGHRSL SAPSEALLEADTH
TLGEPHLQHRRSAPQLKAL PLTEEDADSRANLSELLARL TSSRKGSVRRISTANRGGG
LSTHHRTADRDYLGWI'DF GRRSAE™
ORIGTH
1 tctetetste tetgtcetec tescagtcct gtgtacgagc tetttessec tccoctictc

61 ctcccagetc ctagacgagg ECCACCECTC CCTCtccglt Crtctgasg ctetectcga

121 acaccttgg gagagcctca cotccaacac cgccgctetg ccccccaget

181 gaage: attg agEageateC agartiC(ga gCaaccica ECEABCIECt

241 ggcasgactc atctcctcca ggasaggttc TELECECoga asctCCacge casacagage

381 CEEcEEacty AECACCAACC ACCELATAEC AEACAEEEAC TACTTEEEEt EEATEZAttt

361 cggccgeege agcgcagage

Figura 25. Informacion de la secuencia sometida de CCK en GenBank.

Asimismo, se realiz6 un BLAST en NCBI, para encontrar la homologia con otros

organismos (Fig. 26).

Sequences producing signfficant alignments:
Select: All None Selected:0
1t Alignments )

Max | Total Query

Description O | Ident  Accession
Stiaenaps ocellatus cholecystokinin mRNA, complete cds 566 566 100% fe-157 93% EU5981501
Larimichthys crocea cholecystokinin-ike (LOC104931806). mRNA 527 521 9% Te146 92% WM 0013033881
Diplodus sarqus cholecystokinin 1 mRNA complets cds 523 523 97% Be-1d5 9% JN210578.1
PREDICTED: Neolamprologus brichardi cholecystokinin-ike (LOC102798043), mRNA 508 508 9%% 2e-140 91% XM 0067952141
PREDICTED: Notothenia coriiceps cholecystolinin-like (LOC104965666). mRNA 503 503 98% 1e38 91% XM 0107946651
Oreachromis niloficus cholecystokinin (cck). mRNA 503 503 9%% 1e138 91% KM 0012797301
Seriola quinqueradiata CCK mRNA for cholecystokinin, partial cds 499 499 98% 1e-137 91% AB205406.1
PREDICTED Maylandia zebra cholecystokinin-like (LOC101483958). mRNA 497 497 99% D537 90% X 0045743393
PREDICTED: Haplochromis burton cholecystokinin-fike (LOC102294128). mRNA 497 497 99% 5137 90% XM 0059408621
PREDICTED: Pundamilia nyererei cholecystokinin (cck). mRNA 497 497 9%% 5e37 90% XM 005728905 1
Lufianus qutiatus cholecystokinin mRNA, partial cds 490 490 72% 9135 99% KJI0B1841
PREDICTED: Steqastes paritus cholecystoldnin-ike (LOC103370640). mRNA 490 490 99% 9135 90% XM 0082997611
Paralichihys olivaceus mRNA for cholecystokinin. complete cds 40 410 99% 1e128 89% AB00S2611

Figura 26. Homologia de secuencias de CCK confrontado a otros organismos.

Entre ellos, se encontr6 en principio 3, por ejemplo, Sciaenops ocellatus con un
93% de identidad (Fig. 27).
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Sciaenops ocellatus cholecystokinin mRNA, complete cds

Sequence ID-gblEU598150 1]Length- 635Number of Matches 1

Related Information

Ra nge 1: 72 to 454ceneankGraphics

Score Expect Identities Gaps Strand

566 bits(306) le-157 358/383(93%) 3/383(0%) Plus/Plus

Query 8 TCTGTG CIGTCGTGCTGGCAGTCCTGTGTACGAGCTGTTTGGEECTCCCCTICTC &7
Prr e rre e e e e e e e e e rrr e e e e

Sbjet 72 TCTATGTGTGTGTGTCGTGCTEGGCAGTCCTGTGTACRAGCTGTTTGGGECTCCCCTTCTC 131

Query €8  CTCCCAGCTCCTAGACGAGCCCCACCGCTCCCTCTCCGCTCCTTCTGRAGCTCTCCTCGR 127
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrre e e rerer e rrrr rrrrrrrrrrrrrrere e nl

Sbjct 132 CTCCCAGCTCCTAGACGAGGEGCCAGCGCTCCATCTCTGCTCCTTCTGAAGCTCTCCTTGRE 191

Query 128 GGCGGRCACCCACACCTTGGGRGRGCCTCACCTCCRACACCGCCGCTCTGCCCCCCAGCT 187
PEErrrrrrr e e e e e e rrrre e e e

Sbjct 192 GGCTGRCACCCACACCTTGGCAGRACCCCACCTCCAACACAGCCGCTCTEGCCCCGCAGCT 251

Query 188 CGARCGCGCTCTTCCTCTGATTGACCAGGATGCACACTCCCCAGCCAACCTCAGCGAGCTECT 247
PrE e e e rrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

GRARAGCTCTTCCTCTGECT GAGGAGGATGCAGACTCCCGAGCCRAACCTCAGCGAGCTGCT 311

[§]
(5]
[ 8]

sbject

Cuery 248 GGCRAGACTCATCTCCTCCAGGARRGETTCTETGECCGCAGRARCTCCACGECARA-—-CAG 304
(AR RN R R RN R R AR R RN AR RN I
Sbjct 312 GGCRAARGACTCATCTCCTCCAGGARAGGTTCTGTIGCGCAGARACTCCACGECARACAGCRAG 371

Query 305 RAGGCGGCGGEACTEAGCACCARCCACCCGGATAGCRAGRACAGGGACTACTTGCEECTCGCGATGEE 364
P rrrrrerrt e rrerrerr e e rrr e e
Sbhjct 372 LAGGCAACGGACTGAGTGCCARCCATCCGGATAGCRAGRACAGGGACTACATGGECTGCGATGER 431

Query 365 TTTCGGCCECCGCAGCGCRAGAGGE 387
Frrrrrrrrerr re rrrened

Sbjct 432 TTTCGGCCGCCGTAGTGCAGAGG 454

Figura 27. Alineamiento en BLAST de CCK en L. guttatus confrontado a S.
ocellatus.

En los aminoéacidos que codifica la secuencia (Fig. 28) se observo la presencia de

Metionina en una lectura de 5'3'.
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5'3' Frame 2
LCVCVVLAVLCTSCLGLPFSSQLLDEGHRSLSAPS
EALLEADTHTLGEPHLQHRRSAPQLKALPLIEEDA
DSRANLSELLARLISSRKGSVRRNSTANRGGGLS
TNHRIADRDYLGWMetDEFGRRSAE

Figura 28. Aminoacidos producidos por la secuencia de CCK de L. guttatus.

7.2.5 Disefo, validacion y sintesis de primers especificos de CCK

Los primers especificos obtenidos para CCK mediante el programa Primer3 se
observan en la Tabla XIX, codifican para un amplicon de 159 bp y una Tm de 55 y
60°C.

Tabla XIX. Primers especificos para CCK de L. guttatus.

GEN/ NCBI DIRECCION SECUENCIA TAMANO
ACCESO (bp)
Cholecystokinin/  Sentido CTGTGTGTGTGTGTCGTGCT 20
KT692535 Antisentido  GTGTTGGAGGTGAGGCTCTC 20

7.2.6 Curvas estandar para qPCR

Las curvas estandar se obtuvieron en gran parte dentro de los rangos
recomendados por el manual BIORAD de gPCR. En la Tabla XX se observan los
valores de la eficiencia de la amplificacion en porcentaje (E), el coeficiente de
determinacién (R?) para verificar si es éptima la curva con la linealidad de los
datos y la pendiente (Slope) estandarizada para un valor cercano a -3.32
relacionada a la duplicaciéon de amplicones por ciclo. En Anexo A, se observan las

gréficas obtenidas para cada curva estandar.
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Tabla XX. Valores de calidad de curvas estandar.

GENES E R* Pendiente
18s 103.9 0.994 -3.232
a-Amilasa 99.7 0.993 -3.329
CCK 109.5 0.993 -3.114
EF1 100.0 0.998 -3.322
Lipasa 96.1 0.98 -3.42
Neuropéptido Y 108.6 0.961 -3.133
Quimotripsinégeno 103.4 0.991 -3.244
Tripsina 99.5 0.998 -3.334

7.2.7 Procesamiento de muestras mediante qPCR, andlisis de expresién

relativa y estadistico

Después de procesar las muestras mediante qPCR, se realizé el analisis de
expresion. En huevo se trabajé con réplicas de 3 por cada gen y no se presento

diferencia estadisticamente significativa (Fig. 29).
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Figura 29. Analisis de expresion de genes de estudio, en 3 réplicas de huevos.
Cada barra representa la medicion de 1 replica por gen y estan normalizadas con
el gen de referencia EF1 y 18s.



67

En el dia 1, se presentd diferencia estadisticamente significativa entre el
tratamiento de hidrolizados y los controles, con el gen de lipasa. En CCK, los dos
tratamientos presentaron diferencia significativa contra el control e inanicion (Fig.
30).

b

g B B E R B

L} T
Amilasa CCK Lipasa Neuropéptido Y  Quimotripsina Tripsina
Target

Relative Nommalized Expression
[+F]

||:l Control Cm Hidrolizado [ Insnicién [IEE Levadurs ]

Figura 30. Analisis de expresion entre los genes de estudio del dia 1 por
tratamiento. Cada barra representa la medicion de 4 réplicas y estdn normalizadas
con el gen de referencia EF1 y 18s, las barras representa el error estandar. Las
diferentes letras indican diferencia significativa (P < 0.05).

En el dia 4, se obtuvo un resultado importante, el tratamiento con levaduras
presenté diferencia estadisticamente significativa en el gen de lipasa contra control
e inanicion, y en a-amilasa contra cultivos control, inanicién e hidrolizados (Fig.
31).
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Figura 31. Andlisis de expresion entre los genes de estudio del dia 4 por
tratamiento. Cada barra representa la medicion de 4 replicas y estan normalizadas
con el gen de referencia EF1 y 18s, las barras representan el error estandar. Las
diferentes letras indican diferencia significativa (P < 0.05).
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8. DISCUSION
8.1. Discusion sobre el objetivo particular 1

La calidad de huevos es definida como el potencial que poseen para obtener de
ellos alevines viables (Kjgrsvik et al, 1990; Kjegrsvik et al., 2003), y
subsecuentemente un desarrollo exitoso (Moguel-Hernandez et al., 2013a). Sin
embargo, depende de su fisiologia y el estado nutricional de los reproductores e
incluso el protocolo de induccion al desove (Alvarez-Lajonchere et al., 2011a).
Otro factor importante, es la temperatura porque afecta tanto la calidad de huevos
como los primeros estadios del desarrollo embrionario (Van der Kraak y
Pankhurst, 1997). Antes de iniciar el presente trabajo, se tomaron los parametros
de calidad de huevos y larvas, dado que la variacion, es uno de los factores
limitantes para la produccion de larvas de peces (Ibarra-Castro, 2005) y estos
altimos, tuvieron una funcién muy importante para culminar la investigacion. En
este trabajo, se obtuvieron 2, 933, 414 HT, de los cuales, 2, 711, 225 fueron HF y
222, 189 HNF, el %F fue 92.71%, el DH 0.715+0.013 mm y el DGL 0.117+0.010
mm. Ademas, el espacio perivitelino fue estrecho en los huevos flotantes y el vitelo
transparente-homogéneo con una gota lipidica. Asimismo, se obtuvo de 4 placas,
el porcentaje de eclosion (63, 72.92, 78 y 87.23%), porcentaje de supervivencia a
las 24 horas (35.7, 57.9, 44.1 y 45.5%) y 48 horas (35.7, 57.9, 44.1 y 45.5%). En
larvas recién eclosionadas se obtuvo un VSV de 0.102+0.017 mm?® DGL de
0.123+0.006 y LTL de 2.063+0.132. Estos resultados en contraste con los
obtenidos por Ibarra-Castro (2005) con huevos y larvas de L. guttatus estan dentro
del intervalo estandar, asi como los sugeridos por Alvarez-Lajonchére et al.
(2011a), donde ambos indican que a una temperatura de 26 a 30°C deben de
tener 0.650 a 0.775 mm DH, 0.121 a 0.123 mm DGL, >50% HF, >85% %F, >90%
de porcentaje de eclosion y las larvas al eclosionar deben de medir de 2.0 a 2.5
mm, aunque pueden ser de 2.1 a 2.7 mm (Abdo-de la Parra et al., 2015). Sin
embargo, los porcentajes de eclosion estuvieron por debajo de lo indicado por

ambos autores y visto que la temperatura juega un rol importante en el desarrollo
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embrionario, es el factor que posiblemente debe de haber afectado, porque
durante la incubacion de las placas para observar la eclosion, no se utilizd una
incubadora, sino la temperatura del ambiente que varié entre 26 a 22°C. Al
respecto, Moguel-Hernandez et al. (2013a), analizaron la calidad de huevos de L.
peru, donde obtuvieron dos grupos con %F (69+19.88 y 26+34.37%), porcentaje
de eclosion (87+7.78 y 30+18.34%) y supervivencia a la primera alimentacion
(65+26.51 y 9+16.16%). Aunado a ello, midieron parametros bioquimicos como
proteinas, carbohidratos e incluso actividad enzimética y concluyen que las
anormalidades durante las divisiones celulares en la segmentacion del desarrollo
embrionario, afectan negativamente la eclosiéon y los porcentajes de supervivencia,
donde esta involucrada la enzima glucosa-6-fosfatasa, pues participa en la
gluconeogénesis y la produccion de glucosa al retirar el grupo fosfato, y a su vez,
éstos forman parte de la gran cantidad de monosacéaridos que son necesarios para
el desarrollo normal durante la embriogénesis. Asimismo, Kjgrsvik et al. (2003), en
larvas de Scophthalmus maximus L. se basaron en la calidad de huevos y larvas
con la medicion de %F, porcentaje de eclosion, divisiones celulares en el
desarrollo embrionario, asi como la supervivencia a la eclosion. Al final, indican
que las anormalidades en las divisiones celulares durante el desarrollo
embrionario afectan negativamente la eclosiéon. Cucchi et al. (2011), describieron
el desarrollo embrionario de D. labrax, donde el tamafio de huevo es de 1.3 mm, la
eclosion es entre las 92-93 horas después de la fertilizacion y los factores
abidticos (temperatura, salinidad, fotoperiodos, densidad de poblacion) afectan el
desarrollo embrionario en condiciones de laboratorio. Por otra parte, Lopez et al.
(2002), describieron el desarrollo embrionario de D. radiale, donde el %F fue
86.92+2.75%, DH 0.67+0.02 mm, DGL 0.13+0.01 mm, la hora de eclosion
después de la fertilizacion, fue a las 17 horas con 23 minutos y el tamafo de
larvas al eclosionar 1.33+0.02 mm. Sin embargo, por efecto de temperaturas altas
para el organismo (>28°C) se producen altos porcentajes de huevos no viables.
Ademas, el pargo rojo L. peru fue descrito por Pefia et al. (2014), donde a 26, 28

y 30°C, obtuvieron la hora de eclosion a las 23, 20 y 18 horas respectivamente,
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después de la fertilizacién, donde indican que la temperatura es un factor que
influye el desarrollo embrionario y por tanto la hora de eclosion. En resumen, el
desarrollo embrionario es afectado por los diversos factores abioticos, donde se
incluye con mayor importancia a la temperatura y dado que los protocolos para la
incubacion de huevos de L. guttatus esta en el rango de 26 a 30 °C, asi como las
causas reportadas por los anteriores autores, el resultado del porcentaje de
eclosion posiblemente fue causado por la reduccién de la temperatura durante la
incubacion, afectando el desarrollo embrionario e incluso la segmentacién del
embrion, asi como la actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa sugerida por
Moguel-Hernandez et al. (2013a), dado que son sensibles a la temperatura, la
eclosion y por ende la supervivencia a las 24 y 48 HDE. Donde esta ultima hora
proporciona informacién sobre la viabilidad de larvas (Alvarez-Lajonchére et al.,
2011b).

El desarrollo larvario presenta diversas complicaciones durante la primera
semana, donde la supervivencia y crecimiento se ven abatidos principalemente a
causa de la primera alimentacién (Alvarez-Lajonchere et al., 2011a; Turano et al.,
2000; Velasco-Blanco et al.,, 2011), la calidad ambiental (factores abiéticos;
Alvarez-Lajonchere et al., 2011b; Aviles 2005; Mangor y Waywood, 1995).
También la temperatura controla procesos vitales e influye en el desarrollo, pero a
altas temperaturas la larva consume rapidamente el vitelo y la gota de aceite; por
otro lado, aumenta los procesos fisioldgicos y morfolégicos, la alimentacion es
mas activa, pero la solubilidad de oxigeno disminuye, lo que puede tener efectos
en la calidad de agua por el incremento del metabolismo, y por ende los desechos
metabdlicos y disminucion del oxigeno disuelto (Alvarez-Lajonchére et al., 2011b).
Inversamente, al disminuir la temperatura, disminuye el crecimiento y el consumo
de alimento (Tucker, 1998). En el presente trabajo, la temperatura varié de 26 a

22°C y esto influyo en el crecimiento y supervivencia larvaria.

En cuanto a la duracion del experimento, nuestros cultivos larvarios en inanicion

culminaron a los 5 DDE y los cultivos control, donde fueron alimentados con
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hidrolizados y levadura, a los 7 DDE. Es importante remarcar que los factores
abidticos (pH, amonio, oxigeno, saturacibn de oxigeno, entre otros) se
mantuvieron bajo las condiciones que fueron descritas por Alvarez-Lajonchére et
al. (2011b), e Ibarra-Castro (2005), sin embargo la temperatura gradualmente
empezo6 a disminuir, es decir, se redujo diariamente hasta llegar a 22°C a los 5
DDE y no se logré controlar. De esta manera, las larvas de los cultivos con
alimento, mostraron al igual que los de inanicién, una notable mortalidad a los 5
DDE, al observarse al microscopio larvas vivas y muertas; mientras que a las vivas
se les observé consumiendo alimento, por otro lado, a las muertas su tracto
digestivo vacio, lo que ocasion6 su muerte como lo indica Tucker (1998) que s6lo
aguellas que permanecieron hasta los 7 DDE, son las que posiblemente se
alimentaron con anterioridad vy evitaron el punto de no retorno. Aunado a una
temperatura adecuada, los factores abidticos, la administracion de alimento vivo
en cantidad, calidad, frecuencia y cuidadosamente, puede evitar la inanicién y el
primer periodo critico de muerte de larvas, durante la primera alimentacion

exogena (Alvarez-Lajonchére et al., 2011b).

La TCA es como se esperd, mostré diferencia significativa entre los cultivos
alimentados a los de inanicion desde la eclosion a los 4 dias posteriores. Por otra
parte, a pesar de las propiedades que poseen los hidrolizados para mejorar el
desarrollo larvario ya descritos por Delcroix et al. (2014), Kotzamanis et al. (2007),
Cahu et al. (2004), y Zambonino-Infante et al. (1996), en D. labrax, Gisbert et al.
(2012), y Gisbert (2010) en S. aurata, Kvale et al. (2009), con G. morhua y
Hernandez et al. (2015), juveniles de L. guttatus, asi como las levaduras D.
hansenii descrito por Reyes-Becerril et al. (2011a), con M. rosacea, Tovar et al.
(2010), Tovar et al. (2004), y Tovar et al. (2002), con larvas de D. labrax, es
necesario haber seguido con el cultivo mas dias y observar la comparacién contra
controles, porque los dias para verificar la TCA no se observo diferencia

significativa, dada la corta duracion de administracion del alimento.
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8.2. Discusion sobre los objetivos particulares 2 Y 3

La hormona CCK es sintetizada como pre-pro-hormona (>100 residuos de AA)
que son procesados enzimaticamente del N-terminal dentro de mdltiples formas
cortas con el C-terminal de esta molécula que contienen de 7-8 AA de nlcleo
activo para su actividad biologica (Takei and Loretz, 2011; Vigna 1986; Vignha
2000), ademas es bien conservada en todos los vertebrados superiores
estudiados y en especial CCK-8 con los AA DYMGWMDF, con Metionina (M) en la
sexta posicion (Regnnestad et al., 2007) cuya forma de octapéptido es la mas
abundante (Ji et al., 2015).

En el presente trabajo después de haberse realizado el disefio, validacion y
sintesis de primers degenerados para CCK de L. guttatus, asi como PCR con
muestras de larvas y huevos, clonacion, electroforésis, secuenciacién obtenida de
GeneWiz U. S. A. y sintesis de primers especificos para qPCR, se obtuvo y
analizo la secuencia de 389 bp del gen de CCK de L. guttatus, cuya homologia se
presentd con otras secuencias de CCK reportadas en otros organismos como S.
ocellatus con identidad de 93% y 635 bp, Larimichthys crocea con 92% de 900 bp,
Diplodus sargus 92% de 841 bp, Oreochromis niloticus 91% de 522 bp, S.
quinqueradiata 91% de 700 bp, entre otros. Sin embargo, la secuencia se corto a
380 bp, visto que codifica una secuencia conservada de AA (MDFGRRSAE) a
partir de Metionina a Acido glutamico. Aungue, ésta no coincide con lo indicado
por Rgnnestad et al. (2007), si coincide con lo reportado por Ping et al. (2014),
quienes reportaron la secuencia de aminoacidos de CCK en M. amblycephala (Fig.
32), donde no sélo posee la misma secuencia de los 9 AA conservados en L.
guttatus, sino que posee similitud en 16 de ellos. Asimismo, Ji et al. (2015),

determinaron la misma secuencia de AA en M. amblycephala.
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TATGC GTG CTG CTG GCT GCC CTC TCC ACC AGC AGT TGC ATT TCT CTC CAT ACA

c VL L AAL S TS SC I S L HT
CAA TCA GAA GAT GGG GTT CAG TCT GAT CTC GGT ACC TTA GTG GAA CAC AAA CGC
Q §$ ED G VQ S DL GTLV EHKR
CACACC CGT GCA GCG CCC TCC AGT GGA CAA CTG AGC CTG CTG TCT AAA CAA GAG
H T R A A P S S G QL S L L s K Q E
GAT GAG GAA GAA CCC CGC AGC AGC TTG ACT GAA CTA CTG GCC AGAATC ATC TCC
D E E EP R S S L TEULL AR I I S8
ACC AAA GGT ACA TAC CGC AGA AGT TCC TCT CCG AAT AGC AGG TCC ATG GGT TCC_
T K G TY RR S S S P NS R S M G S
ACT CAC AGA ATA AAG GAC AGA GAT TAC CTG GGA TGG ATG GAT TTT GGC CGA CGG
T HR I K DRDYL GWMDTFG R R
AGC GCA GAA GAG TAT GAATAC TCC TCATAA
S A E E Y E Y § §

Figura 32. Secuencia parcial de cDNA y AA del gen CCK de M. amblycephala, la
region no codificante se muestra en letras minasculas, region codificante en letras
mayusculas, donde las mayulsculas superiores indican los nucleétidos y los
inferiores los AA. El asterisco muestra el codon de paro (tomado de Ping et al.,
2014).

Aunado a ello, Yuan et al. (2014), trabajaron con S. prenanti y determinaron la
secuencia de AA de CCK, donde coincide con la secuencia conservada y

determinan la posicién donde el octapéptido es sulfatado (Fig. 33).

1 ACATGGGGGAAGTTTCTCCAGCAGTCAGCGTGTGTTCTCCATCTCTCTCTCTCCT 55

56  CCTCCTCTCTGCCAGAGTTTCACCTGAAGCC 86
87  ATG AAC GCT GGA ATC TGT GTG CGY GTG CTG CTG GCT GCC CTC 128
M_N A G | € V ¢ VvV L L A A L

129 TCC ACC AGC AGT TGC CTT TCT CTC CCC ACA CAC TCA GAA GAT 170
§ 7T 8 8§ 6 L 8§ L P T H S8 E D
171 GGG GGT CAG TCT GAT CTC GGG ACG GTA GTG GAA CAG ACA CGC 212
G 6 @ § DL G T V V E H T R
213 CAC ACC GGT GCA GCA CCC TCC AGT GGA CAA CTC AGC CTG CTG 254
H T R A A P § S G G L S L L
255 TCC AAA GCA GAG GAT GAT GAA GAA GCC CGC AGC AGC TTG ACT 296
s K A E DD E E P R & § L T
297 GAR CTA CTG GCC AGA ATC ATC TCC ACC AAA GGT ACA TAT CGC 338
E L L A R I I § T K G T Y R
339 AGA AGC CCC TCT CCA AAT AGC AGG TCC ATG GGC AAC AAT CAC 380
R § P § P N § R 8§ M G N N H
381 AGA ATA AAG GAG AGA GAT TAC YTG GGA TGG ATG GAT TTT GGC 422
RO K b R PESCESRDEE C
423 (GA GGG AGC GCA GAG GAG TAT GAA TAC TCG TCA TAA 458

R R § A E E Y E Y 8§ § *
459  GATCTCTTGAACAAATCATGTTAATCAACCAGATTAGCCAATCATCTGTACAGAGT 514
515  CACCCATTTTAATGTCAATCAAATCACAGTCTGAGAGCTCGGTCTGATGTAAATTT 570
571  GTTTGTACAATGGAGATAATGCAATATATAAATATATGTGTCCATCAATATATATT 626
627 TATTTTGCAGAAAAAAACGAGTGAGAATGTAGTCTCAACTGCTTTTATTCTCATAA 682
683 CTCATGTATATATGATTTGTGTCCTCACTTTAGATATATCACAGGTGTCTACGAAT 738
739 AAMATCATTGCCTTAACTCACTCAAAAAAAAAAARAAAA 776

Figura 33. Secuencia de nucleotidos y AA de CCK en S. prenanti, se sefiala en
gris el octapéptido y la tirosina sulfatada en Y subrayado (tomado de Yuan et al.,
2014).
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Por tanto, esto sugiere que la serie de AA encontrada en la secuencia nucleotidica
determinada de CCK de L. guttatus forma parte de la cadena polipeptidica
conservada en otros organismos como Yya ha sido descrita por otros autores y la
cual contiene el octapéptido funcional que es sulfatado para llevar sus funciones

anorexigenas.

Para la parte funcional del presente trabajo, los resultados obtenidos en las curvas
estandar utilizando los primers especificos de los genes de estudio para qPCR, se
encuentran entre los rangos sugeridos por el manual Bio-Rad de qPCR, lo que

demuestra que las cuantificaciones realizadas son confiables.

Al procesar las muestras de huevo para efectuar la cuantificacion por qPCR, esta
se llevo a cabo con 3 réplicas por gen y normalizados con los genes de referencia
18S y EF1, donde cada barra en la figura 29 representd el resultado por réplica,
considerando que todos los huevos provenian de un desove en comun y no podia
compararse con un control o tratamiento. En el resultado obtenido, se encontro
que los genes codificantes para enzimas digestivas (a-amilasa, lipasa,
quimotripsina y tripsina) y hormonas (CCK y NPY) se encuentran expresados
desde la embriogénesis en el huevo. El andlisis de datos se realizé mediante
ANOVA de una via y una prueba de Tuckey, para determinar si existe una
diferencia significativa entre los genes estudiados y verificar entre cuales. Sin
embargo, no se encontré diferencia significativa. Moguel-Hernandez et al. (2016),
trabajaron con larvas de L. guttatus, analizando la expresion de todos los genes de
estudio del presente trabajo, pero no determinaron la expresion en huevos.
Galaviz et al. (2012), trabajaron soélo con larvas de la misma especie, donde
analizaron la expresion de tripsinébgeno y pepsinégeno. No obstante, Moguel-
Hernandez et al. (2013a), trabajaron con huevos de L. peru y determinaron la
actividad enzimatica de diversas enzimas digestivas, donde encontraron actividad
de tripsina, amilasa, lipasa y catepsina, pero no de quimotripsina. Por otra parte,
Ping et al. (2014), encontraron expresion de CCK, grelina y NPY durante el

desarrollo embrionario y larvario de M. amblycephala. En el primero se
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presentaron en menor grado que en el segundo. Ademas, sugieren que en base a
estos resultados, NPY y CCK estan involucrados en la regulacion de la
embriogénesis. Asimismo, Izquierdo et al. (2000), indican que en el desarrollo
embrionario, a pesar de que los 6rganos endocrinos no son funcionales, existe la
presencia de cantidades bajas de hormonas que ayudan a regular su desarrollo,
asi como la presencia de enzimas que permiten la absorcion del vitelo y gota
lipidica (Cucchi et al., 2011). Por tanto, el resultado obtenido de la expresion en
huevos de L. guttatus en el presente trabajo, indica que existe la presencia de
transcritos de las hormonas y enzimas digestivas analizadas, y contrastado a lo
descrito por los autores anteriores, posiblemente puede estar ya traducida la
secuencia en proteina, sin embargo, se requiere determinar por otros métodos la
presencia de las mismas mediante pruebas de actividad enzimatica, usando

sustratos especificos para cada una de ellas.

En gPCR de muestras del dia 1 (Fig. 30), cada barra representé la expresion de 4
réplicas normalizas con los genes de referencia 18S y EF1, donde se determind el
error estandar y al analizar los datos con ANOVA de una via y prueba de Tuckey,
se presento diferencia significativa en lipasa de manera positiva en el tratamiento
de hidrolizado contra control. En CCK se encontro diferencia significativa en favor
del tratamiento de hidrolizado contra inanicidon y control, al igual que levadura
contra inanicién y control. Los valores de expresion de lipasa y CCK obtenidos con
los peces alimentados con hidrolizados de pescado vs peces en inanicion, sugiere
gue la hormona es estimulada por la presencia de péptidos, AA libres y acidos
grasos; sin embargo, con el tratamiento de levaduras, no se adicioné alimento
desde el 1 DDE y éste presento6 diferencia significativa en CCK contra inanicion y
control, por lo que deberian comprobarse dos hipétesis: 1) que no sea un factor
nutricional sino genético, 2) que pueda deberse a que por equivocacion se le haya
administrado alimento a este tratamiento y por ende muestre un aumento en CCK.
Al respecto, CCK es liberada por la presencia de proteinas, péptidos, lipidos y
carbohidratos (Furutani et al., 2012) y esta estimula al pancreas para la liberacion
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de enzimas digestivas como lipasa, amilasa, tripsina y quimotripsina que estan
presentes en L. guttatus desde el momento de la eclosion (Moguel-Hernandez et
al., 2013b; Pefa et al., 2015).

Como se ha visto con anterioridad, las larvas al eclosionar, poseen su boca
cerrada y el mecanismo receptor con el ambiente, es cutaneo, asi como por
papilas gustativas que en algunas larvas se presentan durante las primeras etapas
en el tejido branquial o cavidad bucal (Gisbert et al., 2004; Zavala-Leal et al.,
2011); sin embargo, esto no evita que pueda tener algun efecto producido por
algun alimento inmerso en el medio, 0 quizds por estrés o algun otro factor no
controlable. Por otra parte, estos resultados que indican la presencia de los
transcritos al momento de la eclosion de las enzimas digestivas y hormonas,
concuerdan con los resultados obtenidos por Moguel-Hernandez et al. (2013b),
con larvas de L. guttatus, donde indica que al eclosionar, las larvas poseen la
maquinaria enzimatica, asi como los transcritos de las enzimas digestivas y
hormonas (Galaviz et al., 2012; Moguel-Hernandez et al., 2016) analizadas en el
presente trabajo para la misma especie y el mismo estadio. Ademas, Delcroix et
al. (2014), trabajaron con hidrolizados CPSP G como parte de la dieta control y
cinco dietas experimentales en larvas de D. labrax, asi observaron estimulos
enzimaticos durante el desarrollo, crecimiento, supervivencia y microbiota
intestinal, donde a diversas concentraciones de hidrolizados en relacion al tamafio
de los péptidos y origen material, hubo estimulos variados. Gisbert et al. (2012),
también uso hidrolizados de sangre de porcino y levaduras en larvas de S. aurata,
donde encontraron que la dieta experimental mejor6 la maduracion de los
enterocitos, asi como la actividad de enzimas citosdlicas y del borde de cepillo.
Otros autores como Cahu et al. (2004), Kotzamaniz et al. (2007), Kvale et al.
(2009), Zambonino-Infante et al. (1996), encontraron comportamientos similares

en sus experimentos.

Los valores de expresion para larvas del dia 4 (Fig. 30), presentaron un resultado

muy importante, ya que el tratamiento con levadura mostro diferencia significativa
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en el gen de lipasa contra control e inanicion; en a-amilasa contra control,
inanicion e hidrolizado, y en tripsina no se observo, pues los datos fueron muy
variables. Esto sugiere que las levaduras tuvieron un efecto determinante en el
desarrollo, asi como en la expresion de los genes de lipasa y a-amilasa, pues D.
hansenii (CBS 8339) es una levadura marina productora de poliaminas cuyos
mismos efectos se han observado en otras especies (Tovar et al., 2002). Aunado
a lo anterior, es capaz de adherirse al moco intestinal de peces (Tovar et al., 2002;
Tovar-Ramirez et al., 2004) y contiene varios inmunoestimulantes como los (-
glucanos (Santos et al., 2004), y la presencia de poliaminas, putrescina,
espermidina y espermina estan involucrados en muchos procesos celulares,
jugando también un rol importante en el control de respuesta inmune innata en

vertebrados superiores (Reyes-Becerril et al., 2011b).

Guzman-Villanueva et al. (2014), trabajaron con (-1,3/1,6-glucano y la cepa S.
putrefaciens como probidtico en S. aurata, donde obtuvieron resultados de que

estos modulan la respuesta inmune y estimulan el crecimiento de S. aurata.

Desde el punto de vista de respuesta inmune, Reyes-Becerril et al. (2011a),
administraron a D. hansenii como probidtico en peces M. rosacea infectados con
A. hidrophila, encontrando que la levadura mejoro el sistema inmune e increment6
la resistencia a la infeccion. Tovar Ramirez et al. (2010), encontraron que D.
hansenii modula la actividad enzimatica antioxidante y la expresion de genes en
larvas D. labrax. Finalmente, con el tratamiento de hidrolizados no se presento
diferencia en la expresion de alguna enzima u hormona. Esto se atribuy6é a que
durante la alimentacion, la cantidad que se administr6 de hidrolizados fue
constante desde el 1 DDE a 4 DDE. Entonces, durante este tiempo, hay un gran
cambio morfologico y fisiologico y por ende un incremento en sus necesidades, lo
gue podria haber indicado una mayor cantidad por administrarse y asi producir un

efecto en el organismo.
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9. CONCLUSIONES
9.1 Conclusion sobre el objetivo particular 1

No se logré determinar la supervivencia asociada a la temperatura adecuada (26 a
30°C) para el organismo, indicada por Alvarez-Lajonchere et al. (2011a) e Ibarra-
Castro (2005), cuyo factor se redujo a 22°C por las condiciones del clima y no esta
entre los rangos adecuados para un buen desarrollo larvario. Sin embargo, a
pesar de que no se logro pasar de los 7 DDE, se supo que las larvas que no se
alimentaron, declinaron sus posibilidades de supervivencia desde los 5 DDE.
Asimismo, se obtuvo un incremento en la TCA de todos los tratamientos, donde se
observé que aunque las larvas hayan sido colocadas en inanicién, estas pueden
seguir creciendo hasta que sus reservas del vitelo son consumidas. No obstante,
en supervivencia y TCA en los primeros DDE no hay diferencia significativa entre
los cultivos de levadura, hidrolizado y control.

9.2 Conclusion sobre los objetivos particulares 2y 3

Se detectd expresion de genes codificantes para las enzimas a-amilasa, lipasa,
qguimotripsina y tripsina, asi como para las hormonas CCK y NPY en huevos de L.

guttatus en muy bajos niveles.

Se pudo comprobar que la administracion de los hidrolizados (0.3 gr por tanque)
durante la eclosion, estimula una mayor expresion de CCK y de lipasa. Sin
embargo, se sugiere incrementar los niveles para futuros estudios con la finalidad
de saber si la respuesta de expresion es directamente proporcional con el nivel de

hidrolizado.

En relacion al dia 4, la larva puede consumir en gran medida alimento, lo que
puede afectar directamente los niveles de expresion, y en el presente trabajo se
incrementd en los tanques de tratamiento con levaduras D. hansenii, el cual
mostré mayor expresién en a-amilasa y lipasa, y este resultado se ha observado

en otras especies con la misma levadura.
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9.3 Conclusion sobre la hipotesis

Hipotesis 1. Debido a que se mostré diferencia estadistica significativa en la
expresion de CCK vy lipasa, en los peces alimentados con hidrolizados en el dia 1
después de la eclosion, y estos forman parte de genes relacionados a la digestion,

por tanto la hipotesis no se rechaza.

Hipotesis 2. Debido a que las levaduras D. hansenii ayudaron a una mayor
expresion en a-amilasa y lipasa en larvas del dia 4, y estas mostraron diferencias
estadisticas significativas, donde ya estaban siendo alimentadas, por tanto la
hip6tesis no se rechaza.
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10. RECOMENDACIONES

1. Llevar a cabo un seguimiento histolégico de las larvas en ambos tratamientos

para observar la diferenciacion celular del sistema gastrointestinal.

2. Incrementar la dosis descrita en el presente trabajo de hidrolizados durante los

dias posteriores al dia 1 después de eclosion.
3. Analizar la actividad enzimatica en el estadio de huevo de L. guttatus.

4. Analizar las hormonas peptidicas de CCK y NPY para tener conocimiento Si
estan presentes como proteinas activas en los diversos estadios larvarios y en

huevo.
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12.1 Anexo A

Curvas de amplificacion, disociacion y estandar de los genes estudiados.
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