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Resumen

El metabolismo de carbohidratos ha sido estudiado en varias especies de peces, principalmente tele6steos. En
la presente investigacién nosotros abordamos el estudio del metabolismo intermediario por la inclusién de
carbohidratos en la dieta de A. tropicus, un pez carnivoro ancestral de la familia Lepisosteidae, la cual se origind
en el cretacico durante la era mesozoica y divergio antes de la tercera duplicacién completa del genoma comin
a los teledsteos. Nuestros resultados revelan que, a diferencia de los descrito hasta ahora en la mayoria de los
teledsteos carnivoros, A. tropicus regula adecuadamente las rutas de la glucolisis, la gluconeogénesis y la
activacion de la ruta de la lipogénesis a partir de carbohidratos. Como resultado, no se observan diferencias en
el nivel glicémico en plasma ni en los indicadores de crecimiento y utilizacién del alimento cuando los

pejelagartos consumen entre un 14 y 29% de almidén.

Palabras clave: peces ancestrales, transcriptoma, glucolisis, gluconeogénesis, lipogénesis, metabolismo

hepatico

Guerrero-Zarate, R., Alvarez-Gonzalez, C.A., Jesus-Contreras, R., Llera-Herrera, R., Méndez-Marin, O., Galaviz, M., L6pez, L. 2019. Uso de Carbohidratos en Alimentos para
Pejelagarto (Atractosteus tropicus) y su Efecto en el Metabolismo Intermediario. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos,
D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricion de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas

de los Garza, Nuevo Leon, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp.1-37.


mailto:rocio7224@hotmail.com

Introduccion

El estudio del metabolismo de carbohidratos en peces ha sido abordado a través de los afios
en distintas especies (Wilson, 1994; Moon, 2001; Hemre, Mommsen and Krogodahl, 2002;
Stone, 2003; Krogdahl, Hemre and Mommesen, 2005; Polakof, Mommsen and Soengas, 2011;
Polakof et al., 2012; Polakof and Panserat, 2016; Kamalam, Medale and Panserat, 2017). No
obstante, los mecanismos de regulacion y las razones por las cuéles algunas especies pueden
utilizarlos de forma mas eficiente que otras aun no han sido esclarecidos completamente
(Polakof et al., 2012).

En los peces los carbohidratos son importantes debido a que sus tejidos cerebrales, renales,
oculares y branquiales utilizan la glucosa como fuente preferente de energia (Polakof,
Mommsen and Soengas, 2011). A pesar de ello, no tienen un requerimiento especifico de
carbohidratos debido a que tienen la capacidad de sintetizar glucosa a partir de precursores
como lactato, piruvato y aminoécidos (Kamalam, Medale and Panserat, 2017). El uso de
carbohidratos en la formulacion de sus dietas optimiza el aprovechamiento de
macronutrientes como las proteinas y los lipidos. Esto es relevante en la fabricaciéon de
alimentos para peces comerciales, ya que se disminuyen los costos de elaboracién al sustituir
la harina de pescado por ingredientes de origen vegetal o inclusive por almidones (Krogdahl,
Hemre and Mommsen, 2005; Sgrensen, 2012).

Sin embargo, esta demostrado que la eficiencia en el aprovechamiento de carbohidratos es
altamente variable entre especies. Las pruebas de tolerancia a la glucosa (por sus siglas en
inglés, GTT) indican que la hiperglicemia, que se observa en algunas especies durante la
prueba, parece estar relacionada con los habitos alimenticios (Polakof et al., 2012), de tal
forma que las especies carnivoras muestran una menor tolerancia a la glucosa que las especies

omnivoras y herbivoras (Hemre, Mommsen and Krogodahl, 2002; Enes et al., 2008).

Para tratar de explicar la pobre utilizacion de carbohidratos por los peces, especialmente los

carnivoros, se han propuesto varias hipdtesis. Entre ellas se descartaron: la deficiencia de
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amilasas e insulina, la carencia de receptores GLUT dependientes de insulina (Hemre,
Mommesen and Krogodahl, 2002; Krogdahl, Hemre and Mommsen, 2005) y la pérdida de la
glucoquinasa (GK) dependiente de glucosa (Borrebaek and Waagbo, 1993; Tranulis et al.,
1996; Caseras et al., 2000, 2002; Panserat, C. Medale, et al., 2000; Panserat, F. Médale, et
al., 2000; S Panserat et al., 2001; S. Panserat et al., 2001; Enes et al., 2006, 2008).

Por otro lado, atin son consideradas hipétesis validas: la baja capacidad de la glucosa respecto
a algunos aminodcidos especificos como inductores de la secrecion de insulina (Plisetskaya
etal., 1991; Andoh, 2007), un nimero relativamente bajo de receptores de insulina, la escasa
lipogénesis hepética inducida a partir de los carbohidratos ingeridos (Panserat et al., 2009;
Polakof, Mommsen and Soengas, 2011; Polakof et al., 2012) y la pérdida de un adecuado
balance entre la captacion de glucosa hepatica (glucdlisis) y la produccion de glucosa
enddgena (gluconeogénesis) (Panserat, C. Médale, et al., 2000; Panserat, F. Médale, et al.,
2000; Enes et al., 2006, 2008; Polakof, Skiba-Cassy and Panserat, 2009; Polakof, Mommsen
and Soengas, 2011).

Aunque existe informacidn acerca de la induccion de la liberacion de insulina por la glucosa,
en especies como el mixino (Myxine glutinosa) (Polakof et al., 2012) y de algunos aspectos
del metabolismo de la glucosa en elasmobranquios (Polakof, Mommsen and Soengas, 2011)
y esturiones (Hung et al., 1989; Fynn-Aikins, Hung and Hughes, 1993; Deng, Refstie and
Hung, 2001; Furné et al., 2005; Gong et al., 2015), la mayor cantidad de informacion que se
ha generado respecto al metabolismo de carbohidratos en peces se concentra en los
teledsteos, especialmente en la trucha arcoiris (O. mykiss) (Polakof and Panserat, 2016;
Kamalam, Medale and Panserat, 2017). Mientras que en otras especies como los
Lepisosteidos (Lepisosteus sp. y Atractosteus sp.) la forma en que se regula su metabolismo

es practicamente desconocida.

Los lepisosteidos son peces que tuvieron su origen en el cretacico, durante la era Mesozoica,
(Wiley & Schultze, 1984). Actualmente, existen siete especies todas ellas habitan en el

continente americano (Wright et al., 2012). Se han descrito como peces con un genoma en
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una “posicion basal” respecto a los teledsteos, ya que su linaje divergio antes de que se diera
la tercera duplicacion completa del genoma, comun a los teledsteos (Ts3R). Por lo que
conservan una relacion de sinténia (conservacion en el contenido, orden y orientacion de
genes en sus cromosomas) con los humanos, mayor que la de especies de peces modelo como
Danio rerio (Amores et al., 2011). Por ello, basado en el estudio del genoma de Lepisosteus
oculatus se propuso que estos organismos pueden ser usados como modelos en estudios
genéticos Y fisioldgicos para facilitar la comparacion entre teledsteos y humanos (Braasch et
al., 2016).

En México podemos encontrar dos especies: el catan (Atractosteus spatula) que se distribuye
por el Golfo de México desde Florida, Estados Unidos hasta Veracruz, México y el
pejelagarto (Atractosteus tropicus) que habita en el Sureste de México y Centro América. En
la Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas-UJAT A. tropicus, ha sido investigado desde
hace mas de 30 afios debido a la relevancia que tiene en la cultura y economia tabasquefia,
ademas de que sus poblaciones silvestres se vieron presionadas por la sobrepesca. Las
investigaciones en nutricién han clasificado al pejelagarto como un carnivoro con capacidad
para aprovechar ingredientes alternativos (Frias-Quintana, Alvarez-Gonzélez and Marquez-
Couturier, 2010; Guerrero-Zarate et al., 2014), y recientemente se ha demostrado que el
crecimiento durante la etapa larval mejora al sustituir en su dieta el 15% del relleno de
celulosa por almidén de maiz (Frias-Quintana et al., 2016). No obstante, se desconocia como
se regula el metabolismo de glucidos en esta especie, cdmo responde frente a diferentes
condiciones glicémicas y hasta qué punto la inclusién de carbohidratos en su dieta podria
causarle desordenes metabolicos.

Por otro lado, en los Ultimos afios se han incrementado las investigaciones respecto a la
interaccion de los carbohidratos y lipidos como fuente de energia en los peces, asi como de
la determinacidn de una proporcion optima entre ambos macronutrientes (Dias et al., 2004;
Hu et al., 2007; Gao et al., 2010; Li et al., 2013; Shuyan et al., 2016; Zhou et al., 2016;
Sterzelecki et al., 2017; Torfi Mozanzadeh et al., 2017). Sin embargo, todos ellos se basan

en analisis de indicadores de desempefio productivo, actividad de enzimas metabdlicas y
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expresion de genes clave de las principales rutas del metabolismo de carbohidratos, pero la
respuesta molecular ain permanece poco conocida. Por esta razén, resulta esencial un
andlisis global de expresion genética (transcriptomico) en respuesta a la interaccion de los
lipidos y carbohidratos para comprender los mecanismos bioldgicos implicados en peces

carnivoros.

Por lo anterior, el presente proyecto tuvo como objetivo evaluar, por medio del rendimiento,
técnicas bioguimicas y un enfoque transcriptomico, como la sustitucion de lipidos por

carbohidratos en las dietas afecta el metabolismo intermediario hepatico en el pejelagarto.

Materiales y métodos

2.1 Disefio experimental y preparacion de dietas

En este estudio se utiliz6 un disefio completo aleatorizado para evaluar el efecto de la
proporcién carbohidrato (CHO)/ lipidos (L) de la dieta en crias de A. tropicus. La dieta 1
(control) fue formulada con base en los requerimientos de proteina, lipidos y energia
establecidos para pejelagarto (Méarquez-Couturier et al., 2006) y a la dieta con harina de
pescado propuesta por Frias-Quintana et al. (2016). Mientras que el resto de las dietas
experimentales fueron disefiadas con incrementos graduales de 25% de almidén de maiz
pregelatinizado, mientras los lipidos afiadidos se reducian en 25% (Tabalal). Como
resultado, se obtuvieron cinco dietas practicas con diferentes proporciones de CHO/L (0.75,
1.28, 2.10, 2.52, and 4.63). Cada dieta fue asignada a tres unidades experimentales (tinas de
70 L). Las dietas fueron formuladas usando el software Mixit-Win V.5 (San Diego, CA).

Como fuente principal de proteinas se emplearon harina e hidrolizado de pescado, mientras
como fuente de lipidos se usé aceite de pescado y lecitina de soya, y como fuente principal
de carbohidratos se utilizd almidén de maiz pregelatinizado, de acuerdo a los resultados
obtenidos por Frias-Quintana et al., (2016) (Tabla 1). Todos los ingredientes fueron
finamente molidos y tamizados. Los macronutrientes se mezclaron por 15 min,
posteriormente se afiadieron las vitaminas y se mezclé por 15 min mas. Entonces se afiadieron

lentamente los ingredientes liquidos y se mezclé por 15 min. Finalmente se adiciono agua
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destilada y se mezcld por otros 15 min. Las dietas fueron peletizadas y secadas a 50° C por
10 h, finalmente fueron trituradas y cribadas para cubrir el rango de tamafio de particula
requerido durante la crianza larvaria (250-1000 um). Se almacenaron a -20° C. Los peces
fueron alimentados manualmente a saciedad aparente cuatro veces al dia (8:00, 11:00, 14:00
and 17:00) por 45 dias. EI consumo de alimento fue registrado en cada unidad experimental

diariamente.

Tabla 1. Composicion quimica y analisis proximal de dietas experimentales para pejelargarto
(A. tropicus)

Ingredientes Proporcion CHO/L

(g kg'') 0.75 1.28 2.10 252 4.63
Harina de sardina! 546 546 546 546 546
Aceite de sardina! 72 54 35 17.9 0
Hidrolizado de
pescado! 100 100 100 100 100
Lecitina de soya® 36 27 18 9 0
Almidon de maiz
pregelatinizado® 0 62.5 125 188 250
Grenetina* 20 20 20 20 20

Premezcla de
vitaminas y

minerales® 15 15 15 15 15

Vitamina C® 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Harina de sorgo 8-

10%’ 210 175 140 104 68

Composiciéon proximal (g kg™

Materia seca 975 974 983 950 976
Proteina cruda 425 420 418 418 415
Lipidos 183 141 107 99.9 62.4
Carbohidratos 138 180 225 252 289
Cenizas 98 110 114 108 118
Proporcion CHO/L 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
Energia (MJ kg!)? 19.6 18.6 18.0 18.2 17.2

! Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México. 2 Pronat

Ultra, Mérida, Yucatan, México. * MSA Industrializadora de Maiz, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México * D’gari Productos
alimenticios y dietéticos Relampago, Tlalpan, Edomex, México. *Consorcio Stper Sociedad Anénima de Capital Variable. (para trucha,
cortesia), * DMS (Heerlen, Netherlands, agente activo 35%). ‘GALMEX Comercializadora de Insumos Agricolas, Villahermosa, Tabasco,
México. Guadalajara, Jalisco, México. 8 Calculada usando valores de 23.6 KJ g™ para proteinas, 39.56 KJ g para lipidos and 17.2 para
carbohidratos (Gao et al., 2010).

2.2 Cultivo de organismos experimentales

Las crias de pejelagarto fueron obtenidas del lote de reproductores que se encuentra en el
Laboratorio de Acuicultura Tropical, Division Académica de Ciencias Biologicas,
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, México. El desove fue inducido en una hembra

de A. tropicus con una inyeccion intraperitoneal de la hormona GnRH (0.35 ng por Kg de
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peso). La hembra fue colocada junto con 3 machos en un estanque de 2000 L, el cual contaba
con sustrato artificial para la adhesion de los huevos. Cuando las larvas iniciaron el nado libre
(4 DDE) se transfirieron a tinas circulares de 70 L. Los peces fueron aclimatados al alimento
balanceado mediante un régimen de coalimentacion con Artemia (nauplios y biomasa
congelada) y una dieta basal, D1. (Tabla 1; Frias-Quintana, Alvarez-Gonzalez, & Marquez-
Couturier, 2010), hasta los 17 dias después de la eclosion (DDE) (Méarquez-Couturier et al.,
2006), después de esto se alimentaron Unicamente con la dieta basal hasta el inicio del
experimento (30 DDE).

2.3 Sistema experimental y parametros de crecimiento

El experimento fue realizado en un sistema de recirculacion suplementado con agua dulce,
que contaba con filtracion bioldgica y mecanica, asi como aireacion en el reservorio
principal. La temperatura del agua fue mantenida a 28.9 + 1. 2° C bajo fotoperiodo natural
(12:12). Durante el periodo experimental los pardmetros de calidad del agua fueron
monitoreados diariamente, el pH fue de 8.0 = 0.4 (pH pen meter ST10, Ohaus, Parsippany,
NJ), oxigeno disuelto 5.1 + 0.5 mg L (DO instrument, YSI 55-12FT, Yellow Springs, OH)
nitritos y amonio 0.19 + 0.13 mg L* (Ammonia Test Kit, Mars Fishcare, Chalfont, PA). Al
inicio del periodo experimental, 150 crias fueron colocadas en 15 tinas circulares 70 L de
capacidad, cada tina contaba con 10 peces (peso promedio inicial 0.50 £ 0.01 g). El peso y
longitud de todos los organismos fue analizada estadisticamente para asegurar que no existian
diferencias estadisticas entre ellos. Cada dos semanas, durante el periodo experimental, l0s

peces fueron pesados, medidos y contados para estimar la supervivencia.

2.4 Colecta de muestras

Al finalizar el experimento de crecimiento (75 DDE), todos los peces de cada unidad
experimental fueron pesados y medidos individualmente. Para evitar que el estrés debido a
la manipulacién influyera sobre los parametros bioquimicos del plasma, los peces fueron
regresados a sus respectivas unidades experimentales y alimentados durante un dia mas.
Posteriormente los peces fueron puestos en ayuno durante 24 h, y entonces se anestesiaron

con aceite de clavo (0.1 mL). Tres peces de cada unidad experimental fueron seleccionados

Guerrero-Zarate, R., Alvarez-Gonzalez, C.A., Jesus-Contreras, R., Llera-Herrera, R., Méndez-Marin, O., Galaviz, M., L6pez, L. 2019. Uso de Carbohidratos en Alimentos para
Pejelagarto (Atractosteus tropicus) y su Efecto en el Metabolismo Intermediario. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos,
D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricion de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas

de los Garza, Nuevo Leon, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp.1-37.



al azar. Las muestras de sangre fueron colectadas a partir de la vena caudal usando jeringas
que contenian EDTA como anticoagulante (342 mM) e inmediatamente fueron centrifugadas
a 10000 x g por 1 min; las muestras de plasma se analizaron inmediatamente para determinar
los parametros bioquimicos. Los peces, todavia anestesiados, fueron sacrificados por
personal capacitado mediante decapitacion (NOM-062-Z00-1999, de México) entonces
fueron rapidamente disecados en hielo para obtener muestras de higado e intestinos para el
andlisis de actividad de enzimas digestivas y metabdlicas, también se tomaron muestras de
higado para analisis de expresion genética y analisis histologicos. Otros tres peces de cada
unidad experimental fueron anestesiados, sacrificados y disecados, de la misma forma que
se explicé anteriormente, para los célculos de indices viscerosomatico y hepatosomatico, asi

como para analisis proximales del cuerpo (en canal) y de higados.

2.5 Indices de crecimiento y de calidad de alimento

Para evaluar el rendimiento de los peces, se calcularon los siguientes pardmetros:
Supervivencia (S, %) = 100 [(numero final de peces) / (nimero inicial de peces)]. Ganancia
en peso (WG, %) = 100 [(peso final promedio — peso inicial promedio) /peso inicial
promedio]. Tasa especifica de crecimiento (SGR % de ganancia de peso diario) =100 (Ln
peso final promedio - Ln peso inicial promedio) / dias. Tasa de conversion alimenticia (FCR)
= (ingesta individual de alimento, peso seco) / (ganancia en peso individual, peso himedo).

Factor de condicion (K, %) = 100 [peso final promedio (g) / longitud estandar (cm) °].

2.6 Indices hepatosomatico y viscerosomatico

Se pesaron los peces completos, visceras e higados de tres peces de cada unidad experimental
para calcular el indice viscerosomatico (VSI) = 100 [(peso de visceras) / (peso del pez)] y el
indice hepatosomatico (HSI) = 100 [(peso del higado) / (peso del pez)]. Los peces fueron
eviscerados y se les retird la piel y cabeza para dejar solamente el cuerpo en canal. Estos se
congelaron y liofilizaron para realizar el analisis quimico proximal. Los higados de cada pez
fueron separados e inmediatamente congelados a -80°C hasta realizar los andlisis de actividad

de enzimas metabolicas y determinacion del contenido de glucogeno y lipidos hepaticos.
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2.7 Analisis de composicion quimica proximal

La composicion proximal de las dietas experimentales y de los peces (canal) fue determinada
de acuerdo a la Association of Official Analytical Chemist procedures (William Horwitz,
2000). La humedad fue calculada por gravimetria después de secar las muestras a 105°C por
24 h. El contenido de proteina cruda fue determinado por el método Kjendahl usando un
sistema de destilacion automéatica VAPODEST 10s, (Gerhardt, Kénigswinter, Alemania) y
un sistema de titulacion automatica TitroLine® 5000 (SI Analytics, College Station, TX).
Los lipidos totales fueron determinados por la extraccion con metanol-cloroformo (Folch,
Lees and Sloan Stanley, 1957). El almidén fue determinado por el método con amilasa y
glucosa oxidasa (Thivend, Mercier and Guilbot, 1972). El contenido de cenizas totales fue

determinado por gravimetria después de la combustion de las muestras a 550°C por 8 h.

2.8 Analisis bioquimicos en plasma e higados

Los parametros bioquimicos en plasma fueron analizados usando kits comerciales (Pointe
Scientific, Canton, MI) adaptados a microplaca (xMark™ Microplate Absorbance
Spectrophotometer, Bio-Rad, Hercules, CA). La glucosa en plasma fue determinada por el
método de glucosa oxidasa, los triglicéridos mediante una reaccion enzimatica usando la
enzima glicerol-3-fosfato oxidasa, el colesterol fue determinado usando colesterol esterasa y
colesterol oxidasa, y la albimina se determin6 por el método con verde de bromocresol.

Las muestras congeladas de higados fueron disgregadas en piezas pequefias en una caja de
Petri fria y se dividieron homogéneamente en dos alicuotas que sirvieron para determinar el
glucogeno hepético y la actividad de enzimas metabolicas. El glucogeno hepatico fue
determinado usando 50 mg de higado congelado. Las muestras individuales se
homogenizaron por disrupcion ultrasénica con 7.5 vols de 600 mM de acido perclérico (frio)
y entonces se neutralizaron usando bicarbonato de sodio 1 M. El homogenado fue
centrifugado al000 x g por 10 min a -4°C. Los niveles de glicogeno en higado fueron
medidos usando el método de Keppler and Decker (1974). La glucosa obtenida después de
la hidrélisis del glucdgeno fue determinada con un kit comercial (Pointe Scientific, Canton,

MI). El contenido de lipidos hepaticos fue determinado extrayendo los lipidos con
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diclorometano-metanol (2:1 v:v) por 12 h, seguido por la separacion en 2 mL de cloroformo,

y cuantificado gravimétricamente (Folch, Lees and Sloan Stanley, 1957).

2.9 Actividad de enzimas digestivas

Tres intestinos de cada unidad experimental fueron homogenizados con buffer 50 mM Tris-
HCI, 25 mM CaClz (pH 7.5) usando un homogenizador de tejidos Ultra-Turrax IKA T18
basic. EI homogenado fue centrifugado a 16,000 x g por 15 min at -4°C, el sobrenadante fue
recuperado y almacenado en alicuotas a -80°C. La actividad enzimatica de las proteasas
alcalinas fue determinada de acuerdo al método descrito por Walter (1984) usando caseina
grado Hammarsten 0.5% en un buffer (100 mM Tris-HCI;10 mM CaCly, pH 9); una unidad
de actividad fue definida como 1 g de tirosina liberada por minuto a Abszgo. La actividad
lipasa fue medida como lo describe Versaw, Cuppett, Winters, and Williams, (1989) pero
utilizando R-naftil acetato 100 mM como sustrato; una unidad de actividad fue definida como
1 pg de naftol liberado por minuto a 540 nm. La actividad a-amilasa (EC 3.2.1.1) fue
determinada por el método de Robyt and Whelan (1968) usando como sustrato almidén
soluble (2%) en un buffer (100 mM citrato-fosfato; 50 mM NaCl, pH 7.5), una unidad de
amilasa fue definida como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de maltosa por minuto
a 600 nm. Todas las actividades enzimaticas fueron expresadas por mg de proteina. La
concentracion de proteina soluble fue determinada de acuerdo a Bradford (1976) usando una
curva estandar con albumina bovina sérica (BSA). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

2.10 Actividad de enzimas metabolicas

Una muestra congelada de higado (500 mg) fue homogenizada en un Potter-Elvehjem con 9
vols de solucién tampodn fria 50 mM Tris (pH 7.6), 5 mM EDTA, 2 mM 1,4 dithiothreitol
(DTT), y un cocktail comercial inhibidor de proteasas (AEBSF 2 mM, aprotinina 0.3 uM,
bestatina 116 uM, E-64 14 uM, leupeptina 1 uM and EDTA 1 mM) (Conde-Sieira, Soengas
and Valente, 2015). EI homogenado fue centrifugado a 900 x g por 10 min, se recupero el
sobrenadante y se dividié en dos alicuotas. Una de ellas fue utilizada para medir las
actividades hexoquinasa (EC 2.7.1.1; HK), glucoquinasa (EC 2.7.1.2; GK), fructosa-1, 6-
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bifosfatasa (EC 3.1.3.11; FBPase) y glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (EC 1.1.1.49; G6PD).
La segunda alicuota fue centrifugada a 10 000 x g por 20 min, la fraccién citosolica fue
utilizada para medir la actividad piruvato quinasa (EC 2.7.1.40; PK) (Kirchner, Kaushik and
Panserat, 2003).

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

FBPase fue determinada usando 85 mM imidazole (pH 7.7), 0.5 mM NADP, 5 mM MgCl_,
2 U mLtG6PD, 2 U mL* fosfoglucosa isomerasa, y1 mM fructosa-1, 6-bifosfatasa (excepto
para los controles) (Sangiao-Alvarellos et al., 2003).

La actividad G6PD fue determinada usando 78 mM imidazole (pH 7.7), 5 mM MqgCly, 0.5
mM NADP, 1 mM glucosa-6-fosfato (excepto para los controles) (Sangiao-Alvarellos et al.,
2003).

Para medir la actividad fosfoenol piruvato carboxiquinasa (EC 4.1.1.32; PEPCK) un
fragmento de higado (500 mg) fue homogenizado con 10 volts de solucién tampoén fria (10
mM é&cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico (HEPES), 250 mM sacarosa, 1 mM
DTT). El homogenado fue centrifugado a 900 x g por 10 min, el sobrenadante fue recuperado
y centrifugado a 10 000 x g por 20 min. Se recupero la fase citosélica y fue dividida en
alicuotas y almacenada a -80° C hasta realizar el andlisis de actividad enzimatica (Kirchner
et al., 2003). La actividad PK fue medida como lo describen Laiz-Carrion, Martin Del Rio,
Miguez, Mancera, & Soengas (2003) utilizando 50 mM imidazole-HCI (pH 7.4), 5 mM
MgCl,, 100 mM KCI, 0.15 mM NADH, 1 mM ADP, 2 mM PEP (excepto para los controles

y 2 U de lactato deshidrogenasa.

La actividad PEPCKCc fue determinada usando 50 mM Tris-HCI (7.5), 1 mM MnClz, 20 mM
NaHCOsz, 0.3 mM NADH, 1.5 mM PEP, 2 U malato deshidrogenasa, y 0.2 mM de
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deoxiguanosina 5°- difosfato (dGDP, omitida en los controles) (Petrescu et al., 1979;

Polakof, Miguez and Soengas, 2008).

Las actividades enzimaticas fueron determinadas usando un lector de microplacas xMark™
Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA). Las reacciones
enzimaéticas fueron determinadas a 37 °C por el incremento o decremento en la absorbancia
del NAD(P)H a 340 nm. Todas las actividades enzimaticas fueron expresadas por mg de
proteina soluble en el tejido hepatico. La concentracion de proteinas de cada tipo de extracto
fue determinada usando el reactivo Quick Start™ Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules,
CA) y una curva patron con albumina bovina serica (BSA), basado en el método descrito por
Bradford (1976). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

2.11 Anélisis histoldgico

Para el analisis histoldgico, se tomaron dos fragmentos de higado y fueron inmediatamente
sumergidas en formalina neutra al 10% durante 24 h. Posteriormente, las muestras se
deshidrataron en gradientes de etanol (50°, 70°, 80°, 96° y 100°), fueron aclaradas en alcohol
100°-xilol y embebidas en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 7pc con un microtomo
Reichert-Jung (model Hn40) y fueron tefiidas con el método de hematoxilina y eosina (H&E)
para observaciones histoldgicas generales (Humason 1979, Hinton 1990, Aguilar 1996). Un
microscopio UNICO (modelo G380 LED) fue utilizado para las descripciones.

2. 12 Anélisis transcriptomico

Para el andlisis de expresion genética, un fragmento de higado de aproximadamente 5 mm
fue colocado en RNA later (5 volimenes), y conservado a 4°C durante 24 h. Posteriormente
fue almacenado a -20°C hasta su analisis. De las 9 muestras de higado colectadas por
tratamiento, se seleccionaron al azar 3 muestras para la secuenciacion individual del
transcriptoma. Estas fueron enviadas para su procesamiento a la UUSMB-IBT, UNAM,

México.
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Extraccion de RNA, preparacion de librerias y secuenciacion: EI ARN total de las muestras
individuales de higado fue extraido usando el método de TRIzol (Rio et al., 2010) La calidad
del ARN total fue comprobada mediante electroforesis capilar automatizada con un
bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). EI RNA de alta calidad
fue usado para la preparacion y secuenciacion de bibliotecas utilizando el Kit TruSeq
Stranded mRNA (Illumina Inc, San Diego, CA) y la plataforma NextSeq (2x75pb)
Ensamble de transcriptoma de Novo: Las lecturas fueron limpiadas para remover los
adaptadores y lecturas de mala calidad con el software Trimmometic V 0.33 (Bolger, Lohse
and Usadel, 2014). El transcriptoma fue ensamblado de novo usando el software Trinity V
2.3.2 (Grabherr et al., 2013)

Anotacion: Después del ensamble, se realizé la anotacion funcional de los transcritos
utilizando Trinotate, el cual predice las regiones codificantes usando TransDecoder.
También, busca los transcritos completos y las regiones codificantes contra SwissProt,
HMMER/PFAM (https://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io/wiki).

Anélisis de expresion diferencial: Para cuantificar la abundancia de transcritos se utilizé el

programa Kallisto (https://pachterlab.github.io/kallisto/about). Los andlisis de expresion

diferencial fueron realizados usando edgeR

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html), para los andlisis se utilizo

un nivel de significancia de P < 0.001 y un FDR < 0.01.

2.13 Analisis estadisticos

Los datos fueron estadisticamente analizados por un ANOVA de una via, previamente se
verificd que se cumplieran los supuestos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov tets) y
homocedasticidad (Levine test). Cuando se encontraron diferencias significativas se aplicd
una prueba de Tukey. Los analisis fueron realizados con el software estadistico Statistica TM
v.8.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK) usando un nivel de significancia de P<0.05. los resultados

fueron presentados como medias * desviacién estandar, SD.
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2.14 Curva de tolerancia a la glucosa

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con dos factores (dosis de dextrosa y tiempo
después del tratamiento). Se emplearon tres dosis (0, 0.6 y 1.2 g/ Kg de dextrosa por
kilogramo) y siete tiempos después de la aplicacién del tratamiento (0, 1, 3,5, 7, 10 y 24 h).
Se utilizaron 189 pejelagartos de 23.05 * 2.04 g los cuales se anestesiaron con aceite de clavo
(0.1 ml/L) por 10 min, se les administro dextrosa mediante una inyeccion intraperitoneal y
se obtuvo una muestra de sangre de 200 pl mediante una puncién en la vena caudal usando
jeringas que contenian EDTA como anticoagulante (342 mM) e inmediatamente fueron
centrifugadas a 10 000 x g por 1 min. La glucosa en plasma fue determinada por el método
de glucosa oxidasa. Se empleo un andlisis de varianza de dos vias para verificar la existencia
de diferencias significativas, previamente se verificaron los supuestos del ANOVA. Se

utilizé un nivel de significancia de P<0.05.

Resultados

3.1 Parametros de rendimiento, utilizacion de alimento y supervivencia

Los resultados de rendimiento de los peces (FBW, WG, SGR y K) y utilizacion del alimento
(FI, FCR) no mostraron diferencias significativas entre dietas. La supervivencia estuvo en el
rango de 80 a 96%, sin diferencias estadisticas entre los tratamientos (P>0.05) (Tabla 2). El
HSI fue significativamente influenciado por las proporciones CHO/L de las dietas,
observandose el mayor indice en los peces alimentados con la proporcion CHO/L de 2.10 (P
< 0.05), la cual no fue significativamente diferente de las proporciones de 1.28 y 2.52 (Tabla

2). Por otro lado, el VVSI no mostr6 diferencias significativas entre tratamientos.
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Tabla 2. Pardmetros de crecimiento y de rendimiento de pejelagartos alimentados con las

dietas experimentales. Los valores son presentados como las medias + SD, n=3. Las medias

con diferentes superindices en la misma fila son significativamente diferentes (P <0.05).
Proporcion CHO/L en dietas

0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
st 86.7 +£18.8 93.3+94 80.0+8.2 90.0+14.1 96.7+4.7
IBW? 0.50 0.51 0.51 0.50 0.50
FBW? 1254 +1.24 1423+ 151 17.12+1.45 13.82+2.84 14.68 £ 0.77
WG* 2387.5+2452 2637.1+406.8 3129.7+348.1 2677.8+560.6 2814.2+123.2
SGR® 7.13+0.22 7.41+0.23 7.81+0.19 7.36£0.44 7.49 +0.09
FCR® 1.06 £ 0.46 0.97+0.19 1.00+0.10 1.12+0.61 1.10+0.23
FI’ 0.29+0.13 0.29 £ 0.04 0.37+£0.04 0.31+0.12 0.34 £0.05
K8 1.36 £0.16 1.07+£0.13 1.06 £0.11 1.27+0.32 1.33+0.20
VSI® 8.76 £1.18 8.84 £ 0.87 8.88 £ 0.77 8.97+£1.61 9.6+1.16
HSI%© 3.19 £ 0.51% 3.72£0.33® 4.06 +0.422 3.67 +0.482c 3.11+0.37°

1S, supervivencia. 2IBW, peso inicial promedio. *FBW, peso final promedio. WG, ganandia en peso. ® SGR, tasa especifica de crecimiento.
®FCR, tasa de conversion alimenticia. 7 Fl, consumo de alimento (g dia®). 8K, factor de condicion. °VSI, indice viscerosomatico. ° HSI,
indice hepatosomatico.

3.2 Composicion proximal

El contenido de lipidos del cuerpo de los pejelagartos disminuyo significativamente
conforme se incrementaba la proporcion de CHO/L de las dietas de 2.10 a 4.63 (P< 0.05).
Por otro lado, no se encontraron diferencias estadisticas en el contenido de proteinas,

humedad y cenizas entre los tratamientos.

En el caso de los higados, la cantidad de lipidos fue significativamente mayor en los peces
alimentados con la proporcion CHO/L de 0.75, sin mostrar diferencias con los peces que
recibieron la dieta con las CHO/L de 1.28 y 2.10; y con una tendencia a disminuir conforme
la proporcion CHO/L se incrementd (P< 0.05). En cuanto al glucogeno, se observé una
tendencia contraria, ya que los peces alimentados con la proporcion CHO/L de 0.75
mostraron la menor concentracion de glucdégeno la cual tiende a incrementarse

significativamente conforme se aumenta la proporcion CHO/L de las dietas (P< 0.05).
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Tabla 3. Composicion proximal de los cuerpos e higados de pejelagartos alimentados con
las dietas experimentales

Proporcion CHO/L en dietas

0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
Peces en canal (g kg de peso en base hlimeda)
Humedad 709.0 +20.3 722.4+24.3 705.4+95 726.4+31.3 735.7+14.8
Proteina 191.5+10.7 186.9+8.6 203.0+4.2 1975+ 17.7 197.2+7.7
Lipidos 43.7+45° 39.3+6.52 409+2.2° 28.3+26° 23.1+23°
Cenizas 31.2+21 31.2+45 275+1.8 34.8+0.7 31.8+54
Higado
Lipidos (g 126.1+7.32 135.1+7.22 114.5 + 16.5® 86.0 + 6.4 82.39+12.4¢
kg?)
Glucdgeno 26.16 + 3.1° 31.62 £ 4.1%® 35.25+3.62 35.25 +8.0° 36.78 £ 5.28
(umol g)

Los valores son presentados como medias + SD, n=3. Las medias con diferentes superindices en la misma fila son significativamente
diferentes (P <0.05).

3.3 Composicién bioguimica del plasma

El colesterol y los triglicéridos fueron notablemente afectados por las dietas (P< 0.05) (Table
4). Las menores concentraciones de colesterol y triglicéridos se observaron en los peces
alimentados con la dieta con proporcion CHO/L de 4.63, y fueron significativamente
diferentes de los alimentados con las dietas con proporciones de CHO/L de 0.75, 1.28 y 2.10.

En el caso de la glucosa y la albimina no se encontraron diferencias significativas (P >0.05).

Tabla 4. Parametros bioquimicos del plasma de pejelagarto alimentados con las dietas
experimentales después de 24 h de ayuno

Proporcién CHO/L en dietas

Pardmetros 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
Glucosa (mg 11523 +26.48 114.56 +8.10 107.98 £ 127.48 £ 123.18 £
dL?) 12.26 26.26 18.05
Triglicéridos 273.96 + 45.482 277.69 = 277.36 = 227.31 189.3 +
(mg dL™) 42.822 35.322 36.64% 34.90°
Colesterol (mg 137.34 + 141.72 + 137.42 + 121.41 116.28 +
dL?) 23.22% 20.89? 13.47%® 22.28% 9.54¢
Albumina (g 7.64 +£3.18 7.34+£2.15 7.98+214 5.83+251 5.14 £ 0.88
dL?)

Los valores son presentados como medias + SD, n=9 peces por tratamiento. Las medias con diferentes superindices en la misma fila son
significativamente diferentes (P <0.05).

3.4 Actividad de enzimas digestivas

Las actividades de las enzimas digestivas proteasas, lipasas y a-amilasa no mostraron

diferencias entre los tratamientos aplicados (P >0.05). Sin embargo, la actividad a-amilasa y
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lipasa tienden a incrementarse conforme aumenta la proporcion CHO/L de las dietas (Tabla
5).

Tabla 5. Actividad de enzimas digestivas de pejelagartos alimentados con las dietas
experimentales después de 24 h de ayuno. Los valores son presentados como las medias +
SD, n=3.

Proporcion CHO/L en dietas

Actividad 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
(U mg proteina

Y

Proteasas 79.9+14.4 738+ 1.7 77.7+123 77.6 £18.6 83.8+45
Lipasas 527.6 £30.6 508.7 £ 80.8 580.9 £ 55 601.2+1149  622.8+485
Amilasas 21.4+115 243+8.9 33.0+13.6 429+11.0 31.9+104

3.5 Actividad de enzimas metabdlicas

Las actividades enzimaticas fueron notablemente afectadas por las dietas experimentales, con
excepcion de la actividad piruvato quinasa (Tabla 6). Las actividades glucoquinasa (GK) y
hexoquinasa (HK) se incrementaron conforme aumentd la proporcion CHO/L de la dieta
desde 0.75 a 2.10 pero disminuyo significativamente (P< 0.05) conforme la proporcion
CHOI/L de la dieta fue mayor (2.52 y 4.63); mientras la tendencia opuesta fue observada en
la actividad fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). La actividad fructosa bifosfatasa
(FBPasa) mostré el mismo patrén que la PEPCK pero la menor actividad enzimatica la
presentaron los peces alimentados con la proporcion CHO/L de 2.53. La actividad piruvato
quinasa no mostré diferencias significativas entre los tratamientos (P >0.05). La actividad
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue significativamente afectada por las dietas

experimentales, incrementando conforme aumenté la CHO/L (P < 0.05).
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Tabla 6. Actividad de enzimas hepéticas de pejelagarto alimentados con las dietas

experimentales después de 24 h de ayuno.
Proporcion CHO/L en dietas

Actividad (Umg  0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
proteinal)

Enzimas glucoliticas

HK 0.81 +0.04° 1.13+0.34° 1.97 £ 0.202 1.05 + 0.06" 1.82+0.172
GK 0.15 + 0.05¢ 0.59 + 0.27%¢ 1.1+ 0.052 0.69 + 0.05%® 0.19 + 0.04
PK 104.9 £ 19.6 99.4+14.0 86.1+3.7 89.9+245 88.9+5.6
Enzimas gluconeogénicas

PEPCK 3.2+£0.132 3.3+£0.632 1.5 +0.42° 25+071%® 2.8 +0.42%
FBPase 61.4+1.72 56.1+2.7%® 53 +2.8% 47.7+6.9° 57.1+3.7%
Enzimas lipogénicas

G6PD 7.5+0.05° 8.3+1.7° 12.1+0.8? 9.7+2.1%® 125+£1.0°

Los valores son presentados como medias + SD, n=3. Las medias con diferentes superindices en la misma fila son significativamente
diferentes (P <0.05).

3.6 Efecto de la proporcion CHO /L sobre el transcriptoma de higados de pejelagarto

El analisis de expresion diferencial de genes (DEG) de los higados de pejelagarto, a nivel de
genes, mostro escasa diferencia a entre las tres dietas probadas, con solamente una decena de
genes diferencialmente expresados. Ademads, no pudo observarse un patron claro de

agrupacion entre las repeticiones de cada dieta (Figura 1).
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Figura 1. Analisis de componentes principales de genes diferencialmente expresados en los
higados de pejelagartos alimentados diferentes proporciones de CHO/L. n=3 peces por
repeticion
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La mayor diferencia entre perfiles de expresion se encontrd entre los peces que fueron
alimentados con la dieta 1 contra los alimentados con la dieta 5 (38 genes expresados
diferencialmente). Los grupos mas homogéneos en cuanto a expresion fueron los de los peces
alimentados con la dieta 3 contra la dieta 5 (6 genes expresados diferencialmente) (datos no
mostrados). No obstante, cuando el analisis se realizé a nivel isoformas pudo observarse una

mayor diferencia entre los perfiles de expresion (Figura 2).
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Figura 2. Heatmap de isoformas diferencialmente expresadas en los higados de
pejelagartos alimentados diferentes proporciones de CHO/L. n=3 peces por repeticion.

En los perfiles de expresion de los higados de peces alimentados con la D1 vs D3 se
observaron 46 genes expresados diferencialmente. Entre ellos destacan como implicados en
el metabolismo de lipidos: el gen APOA4 (Apolipoproteina A-1V) sobreexpresado en peces
alimentados con la D1 y ACACA-RAT (acetil-CoA carboxilasa 1), ACOD_CYPCA (Acil-
CoA desaturasa) y ANGLS isoformas 1, 2 y 3 (Proteina similar a la angiopoyetina 8)

sobreexpresados con la D3 (Tabla 7).

Guerrero-Zarate, R., Alvarez-Gonzalez, C.A., Jesus-Contreras, R., Llera-Herrera, R., Méndez-Marin, O., Galaviz, M., L6pez, L. 2019. Uso de Carbohidratos en Alimentos para
Pejelagarto (Atractosteus tropicus) y su Efecto en el Metabolismo Intermediario. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos,
D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricion de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas

de los Garza, Nuevo Leon, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp.1-37.



20

Tabla 7. Genes por isoforma diferencialmente expresados en D1 vs D3

Gene-1D Clave Nombre logFkC  logCP  PValue FDR
M

TRINITY_DN295 APOA4 Apolipoprotein A- 2,76 9,12 2,27E-06  0,00097

13 c0 g1 i5 v

TRINITY_DN278 ANGL8 HUMA  Angiopoietin-like -3,62 6,27 2,94E-08 2,14E-05

83 c0 g2 i1 N protein 8

TRINITY_DN278 ANGL8 HUMA  Angiopoietin-like -3,63 3,48 5,23E-08 3,55E-05

83 _¢c0 g2 i2 N protein 8

TRINITY_DN278 ANGL8 HUMA  Angiopoietin-like -4,00 5,28 4,12E-11 5,07E-08

83 c0 g2 i3 N protein 8

TRINITY_DN305 ACACA_RAT Acetyl-CoA -4,53 3,79 5,25E-14 1,48E-10

21 c0 gl il carboxylase 1

TRINITY_DN274 ACOD_CYPCA  Acyl-CoA -8,74 1,23 1,01E-12 1,99E-09

09 c0 gl il desaturase

Al comparar los higados de los peces alimentados con la D3 vs D5, 34 genes fueron
expresados diferencialmente (Tabla 8). Entre ellos destacan los siguientes por estar asociados
al metabolismo de carbohidratos o lipidos: Con la D3 se sobreexpresaron los genes
PLPL9_MOUSE (fosfolipasa A2 independiente de calcio de 85/88 KDa), CHKA_HUMAN
(Colina quinasa alfa) y sobreexpresado con la dieta 3 HMCS1_CHICK (hidroximetilglutaril-

CoA-sintasa).

Tabla 8. Genes por isoforma diferencialmente expresados en D3 vs D5.

Gene-1D Clave Nombre logF  logCP PValue FDR

Cc M
TRINITY_DN30 PLPL9_MOU  85/88 kDa calcium- 8.69 1.50 1.78E-08 1.83E-05
502 _c0 gl i4 SE independent

phospholipase A2

TRINITY_DN30 CHKA_HUM  Choline kinase alpha 7.75 0.66 4.42E-08 4.11E-05

386_c0_gl_i5 AN

TRINITY DN30 HMCS1_CHI  Hydroxymethylglutaryl — -6.38  -6.38  2.23619  7.08E-12

901 c0 gl i3 CK -CoA synthase

Mientras en la comparacion de higados entre la D1 vs D5 se observaron 68 genes distintos
(Tabla 9). Entre ellos destacan por su participacion en el metabolismo intermediario;
sobreexpresados con la D5 ACACA-RAT (acetil-CoA carboxilasa 1), ELOV4 HUMAN
isoformas 1, 2, 5, 12 (elongasa 4), ELOV2 HUMAN (elongasa 2), ANGLS8 isoforma 3
(Proteina similar a la angiopoyetina 8), FAS_CHICK (acido graso sintasa), ACOD_CYPCA
(Acil-CoA desaturasa).
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Tabla 9. Genes por isoforma diferencialmente expresados en D1 vs D5
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Gene-1D Clave Nombre logF logCPM  PValue FDR
C

TRINITY_DN27 ANGL8 HU Angiopoietin-like -3.18 4.40 3.98E-08 2.19E-05
883 ¢c0 g2 i3 MAN protein 8
TRINITY_DN25 FAS_CHICK  Fatty acid synthase -4.29 1.59 1.03E-07 5.08E-05
746_c0_gl il
TRINITY_DN30 ACACA_RAT Acetyl-CoA -4.64 3.80 1.89E-15 4.43E-12
521 c0 gl i1 carboxylase 1
TRINITY_DN27 ACOD_CYPC Acyl-CoA -8.41 0.88 2.17E-06 0.000605277
409 c0 g1 i1 A desaturase
TRINITY_DN25 ELOV2_HUM Elongation of very - 3.59 6.23E-10 5.55E-07
389 c0 gl i1 AN long chain fatty 11.21

acids protein 2
TRINITY_DN29 ELOV4 HUM Elongation of very - 4.02 3.30E-13 6.87E-10
113_c0_gl i2 AN long chain fatty 11.65

acids protein 4
TRINITY_DN29 ELOV4_HUM Elongation of very - 411 4.95E-08 2.65E-05
113 c0 gl i12 AN long chain fatty 11.74

acids protein 4
TRINITY_DN29 ELOV4_HUM Elongation of very - 4.33 2.57E-11 4.01E-08
113 ¢c0 gl i5 AN long chain fatty 11.95

acids protein 4
TRINITY_DN29 ELOV4 HUM Elongation of very - 4.63 4.88E-07 0.000186635
113 c0_gl i1 AN long chain fatty 12.26

acids protein 4

3.7 Histologia del higado

El higado de A. tropicus presenta células hepaticas (hepatocitos) cuyo arreglo, en general,
muestra un nacleo con cromosomas plumosos, numerosos nucléolos baséfilos, y citoplasma
vacuolado acidéfilo. Los higados de los peces alimentados con la D1 presentan numerosos
hepatocitos con un ndcleo central basofilo, citoplasma acidéfilo con pequefias y escasas
vacuolas (figura 3 d,g) en comparacion con los alimentados con la D3 y D5. Los hepatocitos
se encuentran arreglados en cordones hepaticos separados entre si por un espacio o sinusoide,
rodeando venas o arterias (Figura 3 a). En los peces alimentados con la D3 se observa un
incremento en el tamafio de las vacuolas y los nlcleos presenta un ligero desplazamiento a
la periferia (Figura 3 e, h), es evidente el arreglo de los hepatocitos en cordones hepaticos
(Figura 3b). Mientras que, en los peces alimentados con la D5, en todo el higado se observan
hepatocitos con vacuolas de mayor tamafio (Figura 3c), en comparacion con los tratamientos

D1y D3, lo que generan cambios en la estructura de los cordones hepaticos. La vacuolizacion
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del citoplasma de los hepatocitos provoca deformacion celular y desplazamiento total del
nacleo. Los hepatocitos vacuolados se asocian entre ellos formando una estructura de roseta,
con menor presencia de nudcleos picndticos, los cuales en algunos casos estan ausentes
(Figura 3 f, i).

Figura 3. Fotomicrografias de secciones histoldgicas representativas de higados de A.
tropicus alimentados con la D1 (a,d,g), D2 (b,e,h) y D3 (c,f,i). Magnificacién 10X (a,b,c),
40X (d,e,f) y 100X (g,h,i).

3.8 Curva de tolerancia a la glucosa

Los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa muestran que existen diferencias
significativas debidas a la dosis empleada (P = 0.0020) y al tiempo de exposicion (P =
0.0024).

Guerrero-Zarate, R., Alvarez-Gonzélez, C.A., Jesus-Contreras, R., Llera-Herrera, R., Méndez-Marin, O., Galaviz, M., Ldpez, L. 2019. Uso de Carbohidratos en Alimentos para
Pejelagarto (Atractosteus tropicus) y su Efecto en el Metabolismo Intermediario. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos,
D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricion de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas
de los Garza, Nuevo Leén, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp.1-37.



23

700

600 -

500 A

400 -

300 -

200 -

100 -

Concentracion de glucosa en plasma (mg/dL)

o
o
w
[6)]
~

10 24

Tiempo después del tratamiento (hr)

Figura 4. Curvas de tolerancia a la glucosa en A. tropicus después de la administracion de
glucosa intraperitoneal. Los valores son presentados como medias + SD, n=3

Discusioén

El pejelagarto (Atractosteus tropicus) ha sido descrito como un especie carnivora en sus
primeras etapas de vida (Reséndez & Salvadores, 1983; Frias-Quintana et al., 2015); sin
embargo, nuestros resultado respecto a parametros de crecimiento y rendimiento indican que

sustituir lipidos por carbohidratos en sus dietas no afecta significativamente estos parametros.

Es sabido que un alto aporte energético en la dieta disminuye el consumo de alimento, lo que
tiene efectos negativos en el crecimiento debido a la reduccion en el consumo de nutrientes,
como las proteinas (Borba, Fracalossi and Pezzato, 2006). En la presente investigacion, la
energia bruta fue mayor conforme disminuy0 la proporcion CHO/L de las dietas, a pesar de

ello los resultados no mostraron diferencias significativas respecto al consumo de alimento.
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En el presente estudio, la sobrevivencia no fue afectada por las dietas experimentales, esta se
mantuvo en un rango entre el 80 al 96%, lo cual coincide con estudios anteriores en el
pejelagarto Frias-Quintana et al. (2016) quienes describieron una supervivencia del 97.8% y
una disminucién en el canibalismo cuando se alimentaron con dietas que contenian un 15%
de almidon de maiz. Asi mismo, Huerta-Ortiz et al. (2009) obtuvieron una supervivencia
entre el 56 y 86% en un estudio acerca de la sustitucion de aceite de pescado por aceites

vegetales.

Por otro lado, el contenido de lipidos en el cuerpo en canal disminuyo significativamente con
el incremento de la proporcién CHO/L desde 2.10 a 4.63, lo que indica como es de esperarse
en A. tropicus los lipidos tienen un papel primordial en la deposicion de lipidos en
comparacion con los carbohidratos. Resultados similares han sido descritos en otras especies
de peces tales como el lenguado senegales (Solea senegalensis) (Dias et al., 2004), la carpa
herbivora (Ctenopharyngodon idella) (Gao et al., 2010), el pez jundia (Rhamdia quelen)
(Moro et al., 2010), el yellow croaker (Larimichthys crocea) (Zhou, Wang, Xie, Deng, &
Zhou, 2016) y Sardinella brasiliensis (Sterzelecki et al., 2017).

El contenido de proteina del canal no tuvo variaciones significativas, lo que coincide con la
mayoria de los estudios relacionados con la inclusién de carbohidratos en la dieta. En los
casos en los que se describid la modificacion en el contenido de proteina corporal, en especies
como en la corvina roja (Sciaenops ocellatus) (Ellis and Reigh, 1991), el barramundi (Lates
calcarifer) (Catacutan and Coloso, 1997), Megalobrama amblycephala (Li et al., 2013) y
Trachinotus ovatus (Zhou et al., 2015) los autores lo atribuyeron a la relacion inversa entre
el contenido de lipidos y proteinas cuando los datos son expresados como porcentaje (Ellis
and Reigh, 1991).

El indice hepatosomatico (HSI) de los peces alimentados con la proporcion CHO/L de 2.10
fue significativamente mayor que el de los peces alimentados con las proporciones CHO/L
de 0.75 y 4.63. Relacionado con esto, la composicién proximal del higado mostré una menor

deposicion de glicogeno hepético en los peces que recibieron la dieta libre de almidén de
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maiz (dieta con proporcion CHO/L de 0.75) con respecto a los peces que consumieron el
resto de las dietas. Por el contrario, el nivel de lipidos en el higado disminuyo conforme la
proporcién CHO/L se incrementd. Por lo tanto, el mayor HSI observado en los peces que
fueron alimentados con la dieta con una proporcion CHO/L de 2.10 mostro el efecto de la
sinergia en la acumulacion de lipidos y glicdgeno en el higado. Esto sugiere que el HSI tiende
a incrementarse hacia la proporcion CHO/L de 0.75 debido al menor contenido de glucogeno,
mientras también disminuye hacia la proporcion CHO/L de 4.63 debido a la menor

acumulacion de lipidos.

Un aspecto importante en la digestion de nutrientes es la actividad de las enzimas digestivas.
Las proteasas, lipasas y amilasas son secretadas en respuesta al contenido de proteinas,
lipidos y carbohidratos en la dieta (Buddington and Krogdahl, 2004). En este contexto la
actividad alfa-amilasa generalmente se correlaciona positivamente con el nivel de
carbohidratos (Polakof et al., 2012); al parecer la habilidad para secretar alfa-amilasa es mas
eficiente en especies herbivoras y omnivoras, mientras en especies carnivoras como la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) su expresion no es eficiente, lo que puede provocar efectos
adversos cuando se incorporan altos niveles de carbohidratos en su dieta (Krogdahl, Hemre
and Mommsen, 2005). En el caso de la actividad lipasa relacionada con la inclusién de
carbohidratos, la respuesta es variable. Especies tales como C. idella y L. crocea muestran
un decremento en la actividad lipasa conforme la proporciéon CHO/L incrementa (Gao et al.,
2010; Zhou et al., 2016) mientras en S. brasiliensis la actividad tiende a incrementarse en
relacion con la proporcién CHO/L (Sterzelecki et al., 2017). Investigaciones previas en larvas
de A. tropicus describen un incremento significativo de la actividad a-amylase conforme se
incrementa la cantidad de carbohidratos dietarios (Frias-Quintana et al., 2016, 2017). En la
presente investigacion se observo la misma tendencia, aunque no encontraron diferencias

estadisticas entre los tratamientos aplicados.

El analisis de concentracion de glucosa en plasma después de 24 h de ayuno no mostrd
diferencias significativas entre los pejelagartos alimentados con las dietas experimentales.

En los peces, la duracion e intensidad del pico de glucosa posprandial es especie-especifico

Guerrero-Zarate, R., Alvarez-Gonzalez, C.A., Jesus-Contreras, R., Llera-Herrera, R., Méndez-Marin, O., Galaviz, M., L6pez, L. 2019. Uso de Carbohidratos en Alimentos para
Pejelagarto (Atractosteus tropicus) y su Efecto en el Metabolismo Intermediario. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G., Villarreal-Cavazos,
D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricion de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolas

de los Garza, Nuevo Leon, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp.1-37.



26

y condiciona la tolerancia de cada especie a los carbohidratos (Moon, 2001). La mayoria de
las especies carnivoras tienden a exhibir una prolongada hiperglicemia posprandial después
de una comida rica en carbohidratos, hasta 40 h en el caso del salmon (Polakof et al., 2012).
Los resultados de la presente investigacion muestran que el pejelagarto presenta la capacidad
de metabolizar la glucosa mas rapido que otros peces carnivoros (Polakof et al., 2012). De
acuerdo con la prueba de tolerancia a la glucosa, el nivel basal de glucosa en plasma es
recuperado alrededor de las 10h posteriores a una inyeccion intraperitoneal de 1.2 g kg™ de
dextrosa. Lo anterior, es sustentado también por el analisis de transcriptoma diferencial en el
cual no se encontrd una modificacion significativa sobre los perfiles de expresion genética

de los higados de pejelagarto 24 h después de la Gltima alimentacién.

Los resultados de triglicéridos y colesterol en plasma fueron incrementados
significativamente conforme disminuyo la CHO/L, esto coincide con lo que se ha reportado
en Sparus latus (Hu et al., 2007), C. idella (Gao et al., 2010), L. crocea (Zhou et al., 2016) y
Oreochromis niloticus (Xie et al., 2017). Los perfiles de los parametros bioquimicos en
plasma son reflejo de estado metabolico y fisioldgico de los tejidos, especialmente del
higado. Por lo tanto, un incremento de triglicéridos y colesterol en plasma es atribuido al
transporte activo en respuesta al alto nivel de lipidos en las dietas (Xie et al., 2017). Respecto
a esto, los perfiles de expresidn genética mostraron que en los peces que consumieron la D1
(18.3 % de lipidos y 13.8 % de CHO) respecto a los que consumieron la dieta 3 (10.7% CHO
y 22.5% lipidos) se sobreexpreso el gen APOAA4, el cual codifica para la apolipoproteina A-
IV. Hasta ahora se sabe que el incremento en la expresion de este gen en el higado se da por
condiciones que incrementen la acumulacion de triacilglicéridos en los hepatocitos
(esteatosis). La expresion del gen APOA4 mejora la secrecidn de lipoproteinas de muy baja
densidad unidas a triglicéridos (VLDL-TG) e incrementa el tamafio de particula de las
VLDL, de tal forma que se ha relacionado la expresion de este gen con la exportacion de
lipidos desde los hepatocitos como un mecanismo de defensa ante una acumulacion excesiva
de lipidos (Verhague et al., 2013). Los resultados de ambos estudios sugieren que los

pejelagartos alimentados con la D1 estaban consumiendo una dieta alta en grasas para sus
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requerimientos e implementaron estrategias fisiologicas como defensa ante una excesiva

acumulacion de lipidos en los hepatocitos.

El higado tiene un papel primordial en la regulacion del metabolismo intermediario en
respuesta al estado nutricional. Bajo condiciones aerdbicas la glucosa es catabolizada por
medio de la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la cadena de trasporte de electrones para producir
ATP o por medio de la ruta de las pentosas fosfato genera poder reductor (NADP). El exceso
de energia puede ser almacenado como glucogeno (glucogeénesis) o lipidos (lipogénesis). En
situacion de ayuno, la perdida de glucosa es satisfecha por la sintesis de novo a partir de
piruvato, lactato, glicerol y algunos aminoacidos o por la degradacion del glucégeno en
glucosa (glucogendlisis) (Polakof et al., 2012; Rui, 2014). Por ello, una adecuada regulacién
de estas rutas es necesaria para mantener la homeostasis de la glucosa. En los peces estos
mecanismos son bien regulados en especies herbivoras tales como la carpa (Cyprinus carpio)
(Shimeno, Kheyyali and Shikata, 1995) u omnivoros como la tilapia O. niloticus (Chen et
al., 2017). Sin embargo, en carnivoros como Sparus aurata (Enes et al., 2011), la perca
(Perca fluviatilis) (Borrebaek and Christophersen, 2000), la trucha (O. mykiss) (S Panserat
etal., 2001; S. Panserat et al., 2001; Kirchner et al., 2008), European seabass (Dicentrarchus
labrax) (Enes et al., 2006, 2011) y L. crocea (Zhou et al., 2016), se ha mostrado una escasa
inhibicion de la gluconeogénesis hepatica, tanto a nivel molecular como de actividad
enzimatica, al incluir carbohidratos en su dieta (Enes et al., 2009). La ausencia de la
inhibicién de la gluconeogénesis inducida por carbohidratos es una hipdétesis para la

hiperglicemia posprandial y el pobre uso de los carbohidratos observada en peces carnivoros

En la presente investigacion nuestros resultados muestran un incremento significativo en la
actividad de enzimas clave en la ruta glucolitica (HK y GK) como respuesta a la inclusién
entre 13.8 a 22.5% de carbohidratos en las dietas de A. tropicus (proporcion CHO/L de 0.75
a 2.10) mientras que las enzimas gluconeogénicas (PEPCK y FBPase) disminuyeron
significativamente su actividad en el mismo rango de inclusion de carbohidratos. Esto
confirma una regulacion eficiente de las rutas de la glucolisis y la gluconeogénesis en el

pejelagarto. Sin embargo, una inclusion de almidén mayor al 25% (proporcion CHO/L de
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2.52) causa un incremento en la actividad de las enzimas gluconeogénicas y disminuye la
actividad de las enzimas glucoliticas, lo que sugiere una perdida en la regulacion de las rutas
metabdlicas. En la trucha O. mykiss se ha descrito que esto se debe a una malformacion de
los hepatocitos debido a una excesiva acumulacion de glucdgeno hepatico (Hemre,
Mommsen and Krogodahl, 2002), esto coincide con las observaciones de malformaciones en

los hepatocitos debidas a una excesiva vacuolizacion en los pejelagartos del presente estudio.

La piruvato quinasa (PK) es otra enzima clave de la ruta de la glucolisis, aunque se acepta
que esta enzima estad bajo regulacion nutricional, en los peces su mecanismo de regulacién
aun es controversial (Enes et al., 2009; Kamalam, Medale and Panserat, 2017). Se sabe que
su actividad es afectada por el tipo de carbohidrato suministrado y por los periodos de
inanicion (Enes et al., 2009). En el presente estudio la inclusién de hasta 29% de almidon de
maiz pregelatinizado en las dietas de A. tropicus no tuvo un efecto significativo en la
actividad PK, lo que coincide con estudios previos realizados en O. mykiss (Hilton and
Atkinson, 1982; Fideu, Soler and Ruiz-Amil, 1983; Suarez et al., 2002; Skiba-Cassy et al.,
2013), S. senegalensis (Dias et al., 2004; Conde-Sieira, Soengas and Valente, 2015) y S.
aurata (Enes et al., 2008).

Por otro lado, aunque la lipogénesis no es una ruta directamente ligada al metabolismo de
carbohidratos, en los tetrapodos tienen un papel importante en la homeostasis debido a que a
través de ella el exceso de glucosa es convertida en acidos grasos. La glucosa puede activar
la lipogénesis al generar esqueletos de carbono o por generar poder reductor (nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato, NADPH), aunque los estudios en peces apuntan a que en este
grupo es la segunda opcién la que contribuye de forma predominante (Hemre, Mommsen
and Krogodahl, 2002).

Investigaciones en la trucha arcoiris revelaron que el uso de metformina (un medicamento
prescrito para la diabetes tipo 2) reduce la hiperglicemia posprandial como se ha observado
en los humanos, pero no por la reduccion de la gluconeogénesis hepatica como era de
esperarse, sino por la induccién de la lipogénesis hepatica, lo que llevo a los autores a sugerir

gue en esta especie y en otros peces carnivoros la escasa lipogénesis puede explicar en parte
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la hiperglicemia posprandial (Panserat et al., 2009). Ademas, estudios con hepatocitos
primarios de trucha demuestran que los aminoécidos son mas eficientes que los carbohidratos
para la expresion de genes relacionados con la biosintesis de acidos grasos (FAS, ACLY,
ACC, ELOVL 2, ELOVL 5, G6PDH) (Dai et al., 2015, 2016).

Nuestros resultados demuestran que en A. tropicus la actividad G6PDH (enzima que cataliza
la primera reaccion de la ruta de las pentosas fosfato y genera NADPH) incrementa con la
inclusion de carbohidratos en la dieta, indicando la generacion de poder reductor que puede
activar la lipogénesis. Aunado a ello, los resultados de expresion genética indican que la
mayoria de los genes sobreexpresados en la D5, implicados en el metabolismo intermediario,
estan relacionados con la biosintesis de lipidos.

Tal es el caso del gen ACACA, que codifica para la enzima acetil-Co carboxilasa la cual
interviene en la primera reaccion, considerada un paso limitante, de la biosintesis de acidos
grasos catalizando la formacién de malonil CoA a partir de acetil-CoA y bicarbonato
(Mathews, Van Holde and Ahern, 2002). Continuando el proceso de biosintesis, se encontrd
al gen FAS que codifica para el complejo multienzimatico &cido graso sintasa, el cual cataliza
la sintesis de &cidos grasos de cadena larga de novo, a partir de malonil-CoA y acetil CoA en
presencia de NADPH. También se encontraron sobreexpresados los genes implicados en la
desaturacion y elongacion de &cidos grasos (Mathews, Van Holde and Ahern, 2002). ACOD
codifica para la enzima acil-CoA desaturasa que introduce el primer enlace doble en los
acidos grasos saturados, sintetizando de esta forma &cidos grasos monoinsaturados
(Mathews, VVan Holde and Ahern, 2002). Asi mismo, se sobreexpresaron los genes ELOV2
y 4, que codifican para enzimas elongasas implicadas en la biosintesis de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA)(Monroig, Tocher and Filipe Castro, 2018). | pejelagarto cuenta con
las enzimas requeridas para la sintesis y desaturacion de acidos grasos de novo a partir de

carbohidratos y la elongacion de acidos grasos de cadena muy larga (VLC-PUFA).

En conclusion, aunque A. tropicus ha sido descrito como un pez carnivoro durante su primera

etapa de desarrollo, nuestros resultados apuntan a que es posible incluir carbohidratos en sus
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dietas (almidén de maiz pregelatinizado) en proporciones CHO/L de 0.75 a 4.63 por 45 dias
sin afectar pardmetros de crecimiento, utilizacién de alimento, supervivencia y actividad de
enzimas digestivas. Sin embargo, a nivel metabdlico se aprecia que dietas ricas en lipidos
inducen una mayor concentracion de triglicéridos y glucosa en plasma y acumulacién de
lipidos en el higado y el cuerpo en canal y ante ello se sobreexpresa el gen APOA4 en el
higado. Por otro lado, aunque después de 24 h de ayuno no se observa efecto de la proporcion
CHOIL de la dieta sobre la concentracion de glucosa en plasma, la actividad de las enzimas
HK y GK se incrementan significativamente en respuesta a la dieta mientras la actividad de
la PEPCK y FBPasa muestra la tendencia opuesta, 1o que demuestra que A. tropicus tiene la
capacidad de metabolizar adecuadamente la glucosa. Asi mismo, el incremento de la CHO/L
favorece la acumulacion de glucdgeno hepético y la activacion de la ruta de lipogénesis.
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Abstract

Cobia (Rachycentron canadum) is an important species for worldwide warm-water aquaculture because of its
several desirable traits, such as rapid growth rate, good flesh quality and tolerance to variations in temperature
and salinity. Cobia research has been recorded from a number of countries around the planet. This species has
been exhaustively investigated in several aspects including nutrition & feeding. Cobia is a carnivorous species
which requires feeds formulated with fishmeal as main protein source which significantly increases feed costs.
Numerous studies have been focused in alternate protein-based feedstuffs (of different origin: plant, animal and
single-cell) replacing fish meal in cobia diets. Among plant feedstuffs, soy bean meal (SBM) is the most studied.
While rapeseed meal (RM) and corn gluten meal (CGM) have been less investigated. Investigations on
alternate animal feedstuffs (shrimp protein hydrolysates — SPH —, shrimp waste meal — SWM —, fish silage —
FS —, crab silage — CS —, poultry by-products meal — PBM —, blood meal — BM —, meat & bone meal - MBM —
, and feather meal — FthM -), are limited. Similarly, single-cell protein meal (SCPM) feedstuffs for cobia have
been modestly investigated. In present manuscript we illustrate the updated research related to worldwide
advances in alternate feedstuffs (plant, animal and single-cell) for cobia feeds. Further studies in alternate feed
ingredients choice, cost and palatability will assist in maximizing culture production while minimizing costs,
for a sustainable cobia aquaculture. Present manuscript is intended to provide useful information not only for
academy related professionals (researchers, professors, students) but also for aquaculture industry related
personnel (farmers, technicians, and feed producers).
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Introduction

Cobia (Rachycentron canadum) is one of the most suitable candidates for warm, open-water
marine fish aquaculture in the world (Liao, Huang, Tsai, Hsueh, Chang, & Leano, 2004). It
has gained popularity for mariculture because of its desirable traits, such as rapid growth rate
(up to 10 kg in 1 year), good flesh quality, adaptation, and tolerance to variations in
temperature and salinity (Nhu, Nguyen, Le, Tran, Sorgeloos, Dierckens, Reinertsen,
Kjorsvik, & Svennevig 2011). Cobia is a migratory pelagic fish that occurs in tropical and
subtropical seas of the world, except in the central and eastern Pacific Ocean. It is fished
both commercially and recreationally. Commercially, they are usually caught incidentally in
hook / line and net fisheries. In the United States, which ranks behind Pakistan, Mexico, and
the Philippines, in commercial production of cobia, recreational landings exceed commercial

landings by more than ten-fold (Meyer and Franks, 1996).

Commercial cobia aquaculture from hatchery-produced seed stock began in the late 1990s in
Taiwan in seawater ponds and small sea cages. Now it is the main farmed marine fish in that
country, occupying 80% of the sea cages. Extensive cultivation in China and Taiwan,
represents higher revenues. Taiwanese grow-out of cobia seems achieving relatively good
results with the lowest production costs (72.89NT$/kg live weight) (Liao et al., 2004).
Mainland China (at least Hainan and Fujian) is producing commercial quantities. Other
provinces (Lingao, Sanya, Lingshui, Wenchang, Yangpu, Guangdong) report smaller but
significant volumes (Cheng-Ting, Sha, Fan-Hua, & Shi-Mu 2011). Similarly, a steady
commercial cobia farming has started in Philippines and Vietnam. In general, small scale
farming in South East Asia has experienced a significant progress. Vietnam is the third cobia
producer country (hatchery and intensive controlled cobia fry production) (Nhu et al., 2011).
Other countries such as USA and Australia have recorded significant production of cobia.
Universities and research institutes of USA reported, a constant production of cobia eggs and
juveniles. Grow-out production of cobia in cages is ongoing or has occurred in the Bahamas,

Belize, Dominican Republic, Brazil and Puerto Rico, India and Ecuador. Statistics registered
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world production of more than 43,000 metric ton (2013) equivalent to USD 74.7 million,
with potential to grow (Rodriguez-Estrada, Yasumaru, Tacon, & Lemos 2015).

Cobia has been studied since 1975. The first investigation on this specie was reported in
North Caroline were a collection of wild caught cobia eggs was conducted (Shaffer &
Nakamura, 1989). Subsequent researches studied spawning, fry production and grow-out of
juveniles in near shore cage systems (Arnold, Kaiser, & Holt 2002). Other investigations
have been conducted in different aspects such as general biology and fisheries (Aliabadi,
Gilkolaei, Savari, Zolgharnein, & Nabavi 2008; Arendt, Olney, & Lucy 2001; Atwood,
Young, Tomasso, & Smith 2004), farming systems (Benetti, O"Hanlon, Rivera, Welch,
Maxey, and Orhun 2010; Colburn, Walker, Berlinsky, & Nardi 2008; Liu, Hsia, & Huang
2006), diseases and health (Bullard & Overstreet, 2006; Warren, Orélis-Ribeiro, Ruiz, Dang,
Arias, & Bullard 2017), genetics and reproduction (Faulk and Holt, 2008; Gopakumar,
Nazar, Tamilmani, Sakthivel, Kalidas, Ramamoorthy, Palanichamy, Maharshi, Rao, & Rao
2011), processing and storage (Chow & Yang, 2011; Mach & Nortvedt, 2013), economics
and marketing (Miao, Jen, Huang, & Hu 2009; Huang, Miao, Nan, & Jung 2011) and
nutrition and feeding (Bor-Shing and Chen, 2004; Chi, Tan, Dong, Yang, Liu, Xu, & Huang,
2011). From the nutritional point of view, cobia has been studied in different aspects: natural
food sources and feeding habits (Arendt et al., 2001; Darracot, 1977), nutrient requirements
(Chi et al., 2011; Chou, Su, & Chen, 2001), enzymatic ontogeny and larval feeding (Faulk,
Bennghoff, and Holt, 2007; Chu, Ye, Song, Shi, & Chen, 2005), digestive physiology
(Cavalheiro-Araujo, Masaaki-Honji, Nishioka-Rombenso, Brambila-de Souza, Henrique-de
Mello, Silva-Hilsdorf, & Guimaraes-Moreira, 2019; Ding, Li, Huang, Yi, and Xu, 2016),
dietary manipulation and feeding regimes (Chuang, Lin, & Shiau, 2007; Costa-Bomfim,
Pessoa, Oliveira, Farias, Domngues, Hamilton, & Cavalli, 2014), additives (Bor-Shing and
Chen, 2004; Chang C.F., Yang J.H., Chou R.L., Her B.Y., Chang, Hsu, and Chen, 2008),
feed formulations (Xu, Zheng, & Ding, 2005; Cavalli, & Hamilton S., 2009) and alternate
feedstuffs (Bor-Shing, & Chen, 2007; Chen, 2005).
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Present manuscript presents the progress of worldwide research efforts on alternate protein
feedstuffs, examining different studies using plant, animal, and single-cell feedstuffs that

have been tested in cobia diets.
1. Marine feed sources limitations

Cobia is a carnivorous pelagic fish that displays good growth and accepts commercially
available diets. At present, commercial cobia feeds are based on those of similar marine fish
achieving acceptable growth and FCRs ranging from 1.5 to 1.8 (Rodriguez Estrada, 2018).
Diets for farmed carnivorous and marine finfish have primarily based on marine sources
specifically low value pelagic fish species that have traditionally been major feed ingredients.
In Asia, adult carnivorous species (such as: groupers, Asian seabass, cobia, snappers, tuna)
are fed with fresh trash fish. However, efforts in the development and use of extruded feeds
continue. Worldwide, pelleted feeds have been regularly based on fish meal (FM) and fish
oil (FO), obtained from animal feed-grade fisheries industry targeting small pelagic species
such as: anchovies, sardines, herring, and mackerel. However, decreased in fisheries stocks
and high price of fish meal have made it hard to meet the aquaculture consumption of this
industry. Over the past 30 years around 20 to 25 million tons (Mt) of feed fish have been
caught manually. Notwithstanding this enormous pressure, there is an increased competition
for direct human consumption (Chou, Her, Wang, Wu, & Chen, 2004). In addition,
environmental effects and human activities (coastal and marine) have a severe impact in wild
fish populations. There are other concerns related to risks associated with food and dietary
habits of fish used for producing FM. Some of them are related to the use of formulated
aquaculture feeds, because of contaminants present in feed raw materials such as heavy
metals and persistent organic pollutants (POP). As a consequence, there are limited supply,
increasing prices, and environmental pressures of marine feed sources which leads to explore
research on sustainable sources to supply nutritional demands of farmed fish organisms in

order to allow aquaculture expansion (Tacon and Metian, 2008).
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2. Alternate protein feedstuffs

Protein-based feedstuffs for aquaculture diets are the single most important and expensive
dietary component, mainly for carnivorous and marine fish which tends to have higher
dietary protein requirements than freshwater fish. Until recently, FM was the major dietary
protein source (between 20-60%) of fish diets (Mo, Lau, Kwok, & Wong, 2016). FM has
excellent nutritional profiles. Furthermore, it is highly digestible and contains high levels of
most essential amino acids. FM also has numerous essential nutrients, such as n-3 LC PUFA
and minerals, and provides other elements. It has been demonstrated that economical feeds
can be formulated with low levels of FM and containing an array of supplements. Hence,
dietary requirements of marine farm fish can be met by sources other than FM, including
terrestrial animal products, plant meals and single-cell protein (Glencross, Booth, and Allan,
2007). Research has demonstrated that production of FM-free feeds requires the use of
previously processed and expensive ingredients (soy protein concentrate, canola protein
concentrate, fermented plant meals terrestrial animal hydrolysates, feed attractants, amino
acids). Traditionally, diets containing alternate ingredients are more expensive than diets
containing regular FM. However, an increase of FM diets coupled with production of feed-
grade protein concentrates, changing the price constraints formerly related to the use of food
grade protein concentrates. The use of diets formulated with small amount of FM in grower
feeds for marine fish appears to make profitable and sustainable. Until now, a variety of
protein sources have been utilized in feed formulations for aquatic animals. Therefore, the
current tendency is to use alternate protein-based feedstuffs in diets for aquacultured animals.

3. Effects of alternate protein feedstuffs in marine fish

Fish meal levels in diets for aquatic organisms have dramatically decreased in the past
decade. FM substitution in marine fish diets is a greater challenge than in freshwater fish.
There are studies, indicating that FM has been replaced by alternate protein meals without
deleterious effects on growth performance, nutrient utilization and health of salmon fish

(Olsen, Soutana, Langmyhr, Mundheim, Ringo, Melle, Malde, & Hemre, 2006; Stengerg,
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Holen, Piemontese, Liland, Lock, Espe, & Belghit, 2019). In contrast, complete replacement
of FM with maize gluten and soy protein concentrate significantly reduced feed intake and
growth of European sea bass (Dias, 1999). Similarly, slight growth reductions were recorded
in a 12-week trial when fish was fed diets containing 50-75% of plant protein ingredient and
a 30% of complete replacement of FM (Gémez-Requeni, Mingarro, Calduch-Giner, Médale,
Martin, Houlihan, Kaushik, & Pérez-Sanchez, 2004). However, turbot fed diets formulated
with a mixture of lupin, wheat and maize gluten with supplementary crystalline amino acids,
growth rate was only compromised with 90-100% replacement (Fournier, Huelvan, &
Debruyeres 2004). Other study with marine fish (sea bass) demonstrated that feeding this fish
species with up to 98% of plant-based protein showed no reduction in voluntary feed intake
or growth over 12-week period (Kaushik, Covés, Dutto, & Blanc, 2004).

Nutrient deficiencies (e.g. taurine, cholesterol, phospholipids, among others), and differences
in digestibility are the most important factors affecting effectiveness of alternate protein-
based feedstuffs in fish diets. Most economical alternative ingredients (e.g. soybean meal,
corn gluten meal, canola meal, meat and bone meal, feather meal) have significant limitations
and cannot be used individually at very high levels in the diets of most fish species.
Therefore, formulating successful cost-effective feeds with replacement of fish meal by
alternate protein-based feedstuffs, requires not only the use of combinations of economical
ingredients and a complete understanding of the nutrient requirement of the animal, but also
several other, less well defined factors, including tolerance to anti-nutritional factors,

interactions between nutrients, and palatability of finished feed (NRC 2011).
Plant protein feedstuffs

Various plant protein sources are commonly used in aquaculture feeds, including meals from
oil seeds (soybean, rapeseed/canola, sunflower, cottonseed), grains (wheat and corn glutens)
and legumes (peas, beans, peanut, and lupins). There are two main factors to consider in
formulating feeds with high levels of plant meals: energy density, as some meals have high
carbohydrate content (non-starch polysaccharides being the main issue) that is of little
nutritional value for carnivorous species, and amino acid content, because some essential
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amino acids such as lysine and methionine, are generally deficient in plant protein sources
(Gatlin, Barrows, Brown, Dabrowsky, Gaylord, Hardy, Herman, Hu, Krogdahl, Nelson,
Overturf, Rust, Sealey, Skonberg, Souza, Stone, Wilson, & Wertele 2007). Other
disadvantage of plant feedstuffs is the presence of anti-nutrients including protease inhibitors,
lectins, saponins, and phytic acid (Madsen and Brinch-Pedersen, 2016). Table 1, presents a

summary of plant protein-based feedstuffs replacing FM in cobia diets.
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Pre-treatment /

Feedstuff
form

Additional

. N Replacement levels used
ingredients

Parameters studied

Optimum replacement
level suggested

Reference

Hexane extracted

Growth, nutrient utilization,

————————— 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% muscle lipid, muscle threonine 40% Chou et al., 2004
and histidine
Untreated ~ -------- 0%, 5%, 10%, 20%, 30% Growth, feed utilization < 10% Wang et al., 2005
L-methionine, L- . . .
Untreated proline, betain 20%, 60%, 80%, 100% Survival, feed intake, growth, 20% Bor-Shing et al.,
. nutrient utilization 2007
hydrochloride
Mannan
oligosaccharide, . . .
Protein concentrate nucleotide rich 50%, 75%, 100% Weight galr;;rf:s;:,tilefﬁuency, 100% Salze et al., 2010
extract, marine
worm meal
SBM - Solent extracted. 20%-40% (Solvent
T e 20%, 40% Growth, nutrient utilization extracted /fermented Hsuet al ., 2005
antinutrient,
soybean meal)
concentrate
NativaTM, regular Apparent digestibility
comodity (de- Navita™ (38% & 45%) / Regular coefficients, nutrient
hulled, defatted, ~ ---------- comodity soybean meal (28% and  Utilization, viceral somatic and 45% (NavitaT M) Suarez et al., 2013
roasted and solvent 32%) hepatosomatic indexes, and
extracted) muscle ratio.
0, 0, 0, 0, 0, 0,
Defatted ~  ---------- 0%, 10%, 20 @éggﬁ)’ 40%, 50%, Growth 40% Zhou et al ., 2005
()
3010 Solvent
extractedol 3332 __________ 3010 (50%, 60%, 70%) / 3032 Growth. nutrient efficienc: 3010 (50%) / 3032 Watson et al. ,
(40%, 50, 60%) : 4 (40%) 2014
cold press cake meal
(e D — 5%, 10%, 15% Growth 10% Huang and Liao,
2005
Growth, feed intake, survival,
RM digestibility, protein
U R — 0%, 12.5%, 37.5%, 100% Kestiviity, p 12.50% Luo et al ., 2012
metabolism in relation to gene
expression
O R — 10% Growth, survival, whole body 10% Zhouet al., 2012
proximate composition
Fish growth, whole body
composition and protein
Untreated ~ ---------- 0%, 17.5%, 35%, 52.5%, 70% posil P 52.50% Luo et al ., 2013
metabolism in relation to gene
expression
CGM
Not determined.
. T However 30% of CGM
0 + 309
Unireated e 70% (reference diet) + 30% of apparent dlgestlbllrty present similar Zhou et al ., 2004
CGM coefficients R,
digestibilities compared
to animal protein meals
SBM = Soybean meal

RM = Rapeseed meal
CGM = Corn gluten meal
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4.1 Soybean meal (SBM)

Soybean meal (SBM) represents two-thirds of the total world output of protein feedstuffs,
including all the major oil meals and fish meal. Worldwide, many animal farmers are looking
for ways to use common SBM in diet formulations in order to lower feed costs. SBM is
considered as the most nutritive plant ingredient widely used as terrestrial animal and fish
feed ingredient. Among plant protein ingredients, SBM present an excellent amino acid
profile. Other features that make this meal highly efficient as protein source is its resistance
to oxidation and spoilage. SBM has been widely researched and used in practical diets for
aquatic organisms. Growth and nutrient efficiency reduction in organisms fed diets with high
levels of SBM may be attained to the present of certain anti-nutritional factors (ANF’s) (Oil
World, 2015).

There are numerous studies reporting the use of soy protein as FM replacement in diet
formulations for cobia. Correct supplementation levels of soy-protein in diets without
compromising fish performance is fundamental. To this respect, several studies have been
published. Chou et al. (2004), conducted an 8 week feeding trial with cobia to determine the
amount of SBM that can replace fish meal in formulated diets without reducing performance
of cobia. In this study, fish meal was replaced by soybean protein at 10%, 20%, 30%, 40%,
50% and 60%. Detrimental effects on growth performance were obvious when half of the
FM protein was replaced by SBM. Results indicated that FM can be replaced by 40% of SBM
without causing reduction in growth and protein utilization. In contrast, another study
evaluating the effects of SBM replacing FM at different levels (0%, 5%, 10%, 20% and 30%)
in diets for cobia, reported that the fish fed diets replacing FM by SBM by less than 10% had
no significant reduction in growth and feed utilization (Wang, Wu, Xie, & Yu, 2005).

It has been demonstrated that in order to increase replacing level of FM by plant-protein
based ingredients, the use of exogenous nutrients can help to compensate de lack of certain
nutrients absent in plant sources. The biggest challenges of using soybean in diets of marine
/ carnivorous fish, is palatability / acceptability of feeds. Designing diets for carnivorous fish
with high contents of plant meals, always requires additional supplementation of amino acids.
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In one sudy conducted by Bor-Shing et al. (2007), graded levels (20%, 60%, 80% and 100%)
of soy protein in cobia diets were supplemented (as feeding stimulants) with L-methionine,
L-proline and betain hydrochloride. In this study, authors concluded that using amino acids
as feeding stimulants added to SBM (supplemented at 20%) based diet improve feed intake,
survival, weight gain and FCR. Although, the use of additionally supplemented amino acids
(in diets for cobia formulated with high levels of soy-protein products), has demonstrated
significant benefits, it is important to consider the combined use of other additives.
Limitations in the use of soy-protein in diets for carnivorous species are well known. These
include anti-nutritional factors, low levels of methionine and adverse effects in intestinal
integrity (Gatlin et al. 2007). Since Mannan oligosaccharide (MOS) has been reported to
promote gut health and integrity, supplementation of this additive has been used in order to
ease high levels of FM replacement by SBM. MOS was supplemented in diets formulated
with 50%, 75% and 100% of soy-protein replacing FM in cobia diets (Salze, McLean, Battle,
Schwarz, & Craig, 2010). Authors observed that when replacing at 100% FM by soy protein
concentrate in diets supplemented with a mixture of MOS, nucleotide rich extract and marine
worm meal, experimental cobia exhibited one of the best weight gains and feed efficiencies
compared to those shown in fish fed 50% and 75% FM replacement by soy protein
concentrate diets (without supplementation of MOS, marine worm meal and nucleotide rich

extract).

Another important factor affecting results of supplementation levels of soy products in diets,
IS pre-treatment of soy-protein before supplementation in diet. Effects of partial substitution
of fish meal with four soybean products (solvent extracted soybean meal, fermented soybean
meal — with Bacillus subtilis —, de-antinutrient soybean meal and soy concentrate) in cobia
diets, was studied by Hsu & Chen (2005). Results of feeding trial showed that growth, feed
conversion ratio, and protein efficiency ratio of the fish fed diets formulated with 40% de-
antinutrient soybean meal, were significantly worse than other experimental groups
supplemented with solvent extracted, fermented and soy concentrate meals. In contrast,
growth and condition factor of the fish fed diets formulated with solvent extracted and

fermented soybean meal (when replacement level ranked from 20 to 40%) were
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comparatively better. Another study compared (in separated digestibility and growth trials)
that a novel soybean cultivar (Navita™ non genetically modified and selectively bred soy)
presents higher apparent digestibility coefficients, compared to those of regular commodity
soybean meal (de-hulled, defatted, roasted and solvent extracted). Results of this study
suggest that Nativa™, can be incorporated at very high levels in the diet of marine
carnivorous fish such as cobia with no detriment to performance (feed conversion ratio,
protein efficiency ratio, feed efficiency, mean daily intake, gross protein intake, gross energy
intake, visceral somatic index, muscle ratio and hepatosomatic index), making it a prime
candidate for FM replacement in aquafeeds (Suarez, Tudela, Davis, Daugherty, Taynor,
Glass, Hoening, Buentello, & Benetti, 2013). Zhou, Mai, Tan, & Liu (2005) replaced FM by
defatted soybean meal at 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% and 60%. Authors observed that
weight gain decreased significantly when replacement level of FM protein was increased
from 40% to 50%. This result indicated that up to 40% of FM can be replaced by defatted
soybean meal without causing a significant reduction in growth. In another study, conducted
by Watson, Buentello, & Place (2014), Navita premium feed ingredients (3010 solvent
extracted soybean meal and 3032 cold-pressed soybean cake meal) were utilized to replace
50%, 60% or 70% and 40%, 50% or 60% of FM protein, respectively and were compared to
a FM based reference formulation. None of the experimental diets performed significantly
different from the reference diet in terms of weight gain or specific growth rate. However,
the 3010 50% diet performed significantly better than the 3032 50% and 60% diets in regard
to weight gain, specific growth rate and protein efficiency. Results of this study suggested
that these two soybean protein sources appear to be a valuable FM replacement options for

juvenile cobia.
4.2 Rapeseed meal (RM)

Rapeseed meal (RM), is called canola in North America, Australia and some other countries.
It is the by-product of the extraction of oil from rapeseed (Brassica napus L., Brassica rapa
L., and Brassica juncea L., and their crosses). It is widely used to feed all classes of livestock
(terrestrial and aquatic). Worldwide production of rapeseed meal is second after soybean
meal (USDA, 2016). Due to their high nutritional value rapeseed protein have great potential
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as an alternative protein source for fish nutrition. They have relatively high protein content,
which is distinguished by a well-balanced amino-acid composition and a high biological
value. Rapeseed is one of the world’s leading edible oil crops. In recent years rapeseed
production has achieved an annual average growth rate of seven percent. The protein rich
rapeseed meal is widely available and less expensive. Rapeseed meal contains certain ANF’s
such as: glucosinolates, phenolic compounds (tannins and phenolic acid), phytic acid, and
indigestible carbohydrates. Rapeseed cake as protein source in diets of different fish species
(e.g. common carp — Cyprinus carpio —, Rainbow trout — Oncorhynchus mykiss —, turbot —
Psetta maxima —, tilapia — Oreochromis niloticus —), has been investigated by several authors
(Adem, Tressel, Pudel, Slawski, & Schu, 2014).

Few have been the studies reporting the use of rapeseed as a protein source to replace of fish
meal in cobia diets. Huang and Liao (2005) used 5%, 10% and 15% of RM in order to
decrease 62%, 59% and 56% of fish meal. After a 6-week experimental period, authors
observed that 10% was the optimal replacement without compromising performance of
cobia. In other study conducted by Luo, Ai, Mai, Zhang, Xu, & Zhang (2012), effects of
dietary RM level were investigated in feed intake, growth, survival, digestibility and protein
metabolism in relation to gene expression of juvenile cobia. In this experiment practical diets
were formulated by replacing 0%, 12.5%, 37.5% and 100% fish meal protein with RM
protein. Replacement levels of FM by RM did not affect survival of cobia. However, with
increasing RM levels, feed intake, specific growth rate and feed efficiency decreased.
Authors also observed that apparent digestibility coefficients of dry mater, crude protein and
energy significantly decreased with increasing dietary RM levels. While plasma ammonia,
urea, cholesterol and amino acids were not affected by experimental diets. In the same
experiment, fish fed the diet supplemented with 50% protein from RM showed lower
aspartate amino transferase activity in liver and hepatic inulin-like growth factor I gene
expression level was significantly increased in fish fed diet with 50% of dietary RM. Based
in these results, authors concluded that protein from RM could substitute 12.5% of fish meal

protein without influencing growth, feed utilization and protein metabolism in cobia.
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4.3 Corn gluten meal (CGM)

Corn gluten meal (CGM) is a by-product of maize starch manufacture (and sometimes
ethanol) by the wet-milling process. CGM is a protein-rich feed, containing about 65% crude
protein (dry matter), used as a source of protein, energy and pigments for livestock species
including fish (Rosentrater and Verbeek, 2017). It is also valued in pet food for its high
protein digestibility. In the USA and Canada, corn gluten meal is also used as a fertilizer and
pre-emergent weed Killer. Corn gluten meal is obtained wherever maize is used for starch
extraction. It is distributed worldwide. Its production has become relatively constant since
ethanol is now mainly produced by dry-milling, which yields corn distillers rather than corn
gluten meal and corn gluten feed (RFA, 2008). In aquaculture, CGM has demonstrated a
significant potential as protein source, since it has several traits: high protein content, low
anti-nutritional factors contents, and favorable essential amino acids (except for lysine and
arginine. CGM can be a potential protein source alternative to FM protein for diets of rainbow
trout, turbot, Japanese flounder, red sea bream, gilthead sea bream, Atlantic salmon, and
Atlantic cod (Luo, Ai, Mai, Zhang, Xu, Zhang, & Liufu, 2013).

There are few investigations reporting replacement of FM with CGM in cobia diets. Zhou,
Chen, & Lin, (2012), studied the replacement of FM by CGM (10%) compared with defatted
soybean meal (10% and 20%) and beer yeast meal (10%). Survival was not affected by
experimental diets. Authors concluded that studied alternate ingredients can replace FM up
until 10% without affecting fish performance. Luo, Ai, Mai, Zhang, Xu, Zhang, & Liufu
(2013), investigated the effects of dietary CGM levels (0%, 17.5%, 35%, 52.5%, and 70.0%)
on fish growth, whole body composition and protein metabolism in relation to specific gene
expression. Authors observed a significant decrease of feed intake, specific growth rate, feed
efficiency, protein productive value, whole-body crude protein and lipids, plasma total
protein, cholesterol contents, and hepatic inulin-like growth factor | (IGF-1), when cobia was
fed diet with 70.0% of CGM. This study indicated that 52.5% of FM protein could be
replaced by CGM in the diets without significantly influencing growth, feed utilization and
protein metabolism of juvenile cobia. Other investigation conducted by Zhou, Tan, Mai, &

Liu (2004), compared apparent digestibility coefficients of dry matter, crude protein, crude
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lipid, gross energy, phosphorous, and amino acids of Peruvian FM and several other
ingredients (defatted SBM/roasted and solvent extract, defatted SBM/solvent extracted,
PBM, MBM, peanut meal, RM) including CGM, for juvenile cobia. Authors observed that
apparent digestibility coefficients of dry matter, crude protein, crude lipid and gross energy
were the highest for Peruvian FM and CGM. Results indicated that CGM and animal products
(Peruvian FM, PBM, MBM), presents similar apparent dry matter digestibility (60.42% —
87.56%) coefficients in juvenile cobia. While apparent dry matter digestibility for plant
products (SBM’s, peanut meal, RM) was 58.52% — 70.51%. Phosphorous digestibility of
CGM was comparable with that shown in Peruvian FM. CGM showed similar apparent
energy digestibility compared to that shown in MBM, PBM, defatted SBM and Peruvian FM.
According to these results, authors concluded that CGM, represents a low-cost FM

replacement for cobia diets.

5. Animal protein-based feedstuffs
Animal protein-based feedstuffs such as shrimp hydrolysates (SPH), shrimp waste meal
(SWM), fish silage (FS), crab silage (CS), blood meal (BM), feather meal (FthM), meat and
bone meal (MBM), and poultry byproducts meal (PBM), has been studied. They present a
favorable cost-per-unit protein compared to many other protein sources in fish feeds. Animal
protein-based feedstuffs are produced using a variety of raw materials and cooking and
drying conditions. They are a directly comparable substitute for FM because of their amino
acid composition, compared to those shown in most plant products. Additionally, animal
protein-based feedstuffs contain different levels of essential minerals, phospholipids, and
colestherol, depending on the product. However, they are highly variable in terms of
nutritional content (Foster 2006). Table 2, shows a summary of animal protein-based

feedstuffs replacing FM in cobia diets.
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Table 2. Summary of studies related to the use of animal protein-based feedstuffs replacing FM in cobia diets.
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Pre-treatment/  Additional Optimum replacement
Feedstuff . : I. Replacement levels used Parameters studied ptimu P References
form ingredients level suggested
Survival, growth, feed Costa-Bomfim et
Hydrolysate ~  ---------- %, 12%, 24%, 36% ' ' 12%
ydrolysate 0%, 0, 0, 36% efficiency, o al., 2016
Growth, feed efficiency,
SM hepatosomatic index, muscle
S 0%, 10%, 20%, and 259 P content, Chitinase activty 10% Luand Ku, 2012
(pyloric caeca and foregut,
challenge test with
Photobacterium damaselae )
Raw fish, raw crab /
; 60% (raw fish / ra
FS & CS Silage fish, silage ~ --------- 60% growth, nutrient utilization o cvr\::lb) fran Machet al., 2010
crab
Untreated  —eeommeen- 20%, 40%, 60%, 80%, 100% growth, nutrlent_utl_llzatlon, 60% Saadiahet al. ,
hepatosomatic index 2011
PBM Lysine / Nutrient utilization, feed
Untreated ys_ . 15%, 30%, 45%, 60% efficiency, hepatosomatic 30.75% Zhouet al., 2011
Methionine . . .
index, immunity, hematology
Not determined.
Other animal However, Acceptable
protein-based 70% (reference diet) + 30% Apparent digestibility apparent digestibility .

Untreated ~ ---------- Chiet al., 2016
sources: BM, of CGM coefficients coefficients of tested I '
MBM, FthM feedstuffs when

supplemented at 30%
SM = Shirmp meal
FS= Fish silage
CS=  Crabsilage
PBM = Poultry by-product meal
BM = Blood meal
MBM = Meat & bone meal
FthM = Feather meal

5.1 Shrimp hydrolysates (SPH), Shrimp waste meal (SWM) and fish (FS) & crab

silage (CS)

Crustacean processing industry has seen significant expansion in the past decades and each

year production rates are several thousand tons. This industry generates a significant amount

of bio-waste. Valuable compounds such as chitin, proteins and carotenoids are present in
these kind of by-products (Peng, Hou, Li, & Mu, 2019). Shrimp and crab processing products
(hydrolysates and silage) are an alternative protein source for aquaculture diets. Hydrolysates
are a widespread by product used as replacer of FM (Refstie, Olli, & Standal, 2004). They
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contain soluble, low molecular weight peptides and free amino acids. The inclusion of
hydrolysates in fish diets generally increases growth and feed utilization and promotes non-
specific immunity by enhancing fish macrophage activity (Costa-Bomfim, Silva, Bezerra,
Druzian, & Cavalli, 2016). SWM is a by-product of marine food processing. In Asia, farmers
replace some feed with shrimp waste to save on production costs and have found that shrimp
waste is good for cobia. SW has been previously tested in seabream, Japanese eel and
Yellowtail. It may also be used as a source of chitin, which has been studied as a prospective
immunostimulant for fish (Lu and Ku, 2012). On the other hand, silage-processed products
are important sources of proteins. Silage might be made by adding organic or inorganic acid
or a mix of both, using a substrate (e.g. fish or crustaceans). This is called acid silage.
Fermented silage is usually mixed with molasses or lactic acid bacteria. Silage has been tested
as feed ingredient in aquaculture species such as Atlantic salmon, rainbow trout, tilapia, and
abalone (Mach, Nguyen, & Nortvedt, 2010).

Shrimp protein hydrolysate (SPH) as a replacer of FM in cobia diets was studied by Costa-
Bomfim et al. (2016). Authors used a SPH containing 89.42% of crude protein and 5.43% of
total lipids as FM replacer in juvenile cobia diets. SPH was supplemented at 0%, 12%, 24%
or 36% of dietary crude protein derived from SPH. Experimental diets did not affect fish
survival. Fish fed control and diet containing 12% of SPH had higher weight gain, specific
growth rate, and feed conversion ratio. While Nitrogen retention efficiency was significantly
higher for fish fed diets 0% and 12%. Authors concluded that up to 12% of SPH in cobia
diets can be used with no significant effects on feed utilization and fish performance. Shrimp
waste meal (SWM), as an alternate protein source of FM in cobia diets, was reported by Lu
and Ku (2012). In this study FM was substituted by SWM at fractions of 0%, 10%, 20%, and
25% of the diet. Weight gain and feed conversion rate increased as SWM increased from 0%
to 25%. In addition, hepatosomatic index increased significantly when SWM was 20 and
25%. Muscle lipid content was low when fish fed in diets with high SWM level. Chitinase
activity was extremely high in the pyloric caeca tissue of cobia, and increased specific
activities of chitinase were only found in the foregut of cobia fed diets 10% SWM. Challenge

test showed that SWM could not enhance cobia resistance to Photobacterium damselae spp.
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Piscicida infection. Results suggest that 10% of SWM diet could potentially reduce the use
of FM in the diet of cobia. Mach et al. (2010), evaluated the potential use of lizard fish
(Saurida undosquamis) or blue crab (Portunus pelagicus) acid silage protein for juvenile
cobia (23-25 g). Authors used moist diets using either raw fish diet, fish silage diet, raw crab
diet, crab silage diet, mixed raw fish / raw crab diet or mixed fish / crab silage diet. Weight
gain and specific growth rate were significantly higher in cobia fed raw based diets and fish
silage diet than in fish fed crab silage and mixed fish / crab silage diets. Feed conversion
ratios were significantly higher in the groups fed crab silage diet and mixed fish /crab silage
diet, than in the groups fed the other diets resulting in significantly lower protein productive
values in the groups fed crab silage diet and mixed fish / crab silage diet than in the other
groups. Authors concluded that raw-based diets were better utilized by juvenile cobia that

silage-based diets, particularly the diet made from crab silage.

5.2 Poultry by-product meal (PBM)

PBM is a high protein commodity used as major component in animal husbandry
formulations. It is made by combining the by-products coming from poultry slaughterhouses
or poultry processing plants. It is defined as ground, rendered, clean parts of the carcass of
slaughtered poultry such as necks, heads, feet, undeveloped eggs, gizzards and intestines
(without contents), exclusive of feathers (except in such amounts as might occur unavoidably
in good processing practices). Whole poultry carcass meal can also be obtained from culled
laying hens (spent hen meal), notably in areas where there is no market for culled hens
(Hertrampf, & Piedad-Pascual, 2000). PBM is a good alternative protein source to replace
fishmeal. It contains high protein levels (60-80%), is highly digestible and is commercially
available in the market in high volumes and controlled quality. PBM as a fishmeal
replacement has been reported in various aquaculture species such as Nile tilapia, grouper,
rainbow trout, and gilthead seabream and with many other species with varying inclusion
levels in the diets (Saadiah, Abol-Munafi, & Utama, 2011).

An 8-week feeding trial was conducted by Saadiah et al. (2011), evaluating the use of PBM
in replacement of imported FM in the diets of cobia. In this experiment FM was replaced by
PBM at 20%, 40%, 60%, 80%, and 100% dietary protein. Specific growth rate, weight gain
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and protein efficiency ratio was not compromised by supplementation of PBM in diets.
Additionally, it was observed that PBM did not affect hepatosomatic index of experimental
fish. Results from this study suggested that PBM could replace 100% dietary fishmeal
without adversely affecting the growth performance of cobia, but an optimal replacement at
approximately 60% was recommended for better growth and efficient feed utilization. In
another study, conducted by Zhou, Zhao, Li, Wang, Wang (2011), partial replacement of FM
protein by PBM was studied. Diets were formulated to contain graded levels of PBM (15%,
30%, 45%, and 60%) without lysine and methionine supplementation. Results showed that
growth performance and survival for fish fed experimental diets supplemented with PMB,
were not affected. However, protein efficiency ratio and feed efficiency ratio were
significantly affected by the replacement level of fish meal protein with PBM. Fish fed with
30% and 45% PBM supplementation levels had higher hepatosomatic index than fish fed
other diets. Graded levels did not affect immune status and hematology of fish. Results of
this study indicated that good quality terrestrial PBM can successfully replace fish meal in
the commercial diets for cobia, and the optimal level for fish meal replacement with PBM
was determined by quadratic regression analysis to be 30.75% on the basis of maximum

protein efficiency ratio.
5.3 Other animal protein-based sources

Other animal protein-based feedstuffs that have attracted the attention in cobia nutrition are:
blood meal (BM), meat & bone meal (MBM), and feather meal (FthM).

Blood can be collected during the slaughter of various livestock species (cattle, pigs,
chickens, etc.) under a wide range of conditions. It is usually dried and made into blood meal
so that it can be handled and incorporated into rations more easily. BM contains mostly
protein and is used to supplement diets based on cereal grains, plant by-products and forages.
It has been shown to be a satisfactory replacement for other protein sources in various animal
production diets for dairy cattle, beef cattle, sheep, pigs, poultry, various fish species and

silkworms. However, BM is not very palatable and its amino acid content is imbalanced
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(King“ori, Tuitoek, & Muiruri, 1998). BM has been incorporated in practical diets for
different species such as catfish, tilapia and trout among others (Njieassam, 2016).

MBM is typically about 48-52% protein, 33-35% ash, 8-12% fat, and 4-7% water. It is
primarily used in the formulation of animal feeds to improve amino acid profile of diet
formulation. MBM s considered as a good source of vitamin and minerals (Adedokun and
Adeola, 2005). For a long time, MBM has been used mainly as a source of high quality
protein, an essential raw material to elaborate diets for animals in need of protein with high
biological value. Besides, it also contains phosphorus, an important mineral in animal
metabolism. The increase in soybean meal utilization resulted in a decrease in the use of
MBM as the main protein source. Thus, it became the first choice as a phosphorus source,
due to the high cost of the inorganic sources for that mineral (Sartorelli, Bertechini, Fassani,
Kato, & Fialho, 2003). In aquaculture diets, MBM has been widely used in several species,

such as tilapia, shrimp and trout diets (Yu, 2004).

FthM is a byproduct of processing poultry. It is made from poultry feathers through a process
called rendering. Steam pressure cookers with temperatures over 140 °C are used to "cook™
and sterilize the feathers. This partially hydrolyzes the proteins, which denatures them. It is
then dried, cooled and ground into a powder for use as a nitrogen source for animal feed or
as an organic soil amendment (Latshaw, Musharaf, & Retrum, 1994). In aquaculture, FthM
has been widely used in salmonid feeds. In North and South America, feather meal has been
used for many years now and at increasing levels in recent years. The hesitance to use feather
meal is due to the believe that feather meal is poorly digestible and its smell could influence
the feed intake when administered at high levels. However, the interest is growing to start
using it, as many studies show that feather meal gives significant opportunities to improve
the cost-effectiveness of fish feeds without losing fish performance. At the same time, clear
improvements have been made to reduce the variability in the quality and nutritive value of
this product (Coolsaet 2015).

Worldwide, there are available and relatively inexpensive feedstuffs such as MBM, FthM
and BM. Knowledge about nutritional values and digestibility coefficients of these feedstuffs
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is fundamental to determine its potentiality as fish meal replacers not only to improve
formulation of diets that maximize fish growth by providing appropriate amounts of available
nutrients but also to limit de amount of waste produced by fish. Chi, Wang, Tan, Dong, Yang,
Liu, & Zhang (2016), determined apparent digestibility coefficients of crude protein, lipid,
phosphorous and amino acids as well as energy of 13 feedstuffs (including five types of
fishmeal, three types of MBM, two types of FthM, one type of shrimp meal and two types of
BM) for cobia. Apparent digestibility coefficients of crude protein, lipid, energy,
phosphorous and amino acids of the test ingredients ranged from 68.97% to 92.5%, 69.3%
to 95.7, 77.5% to 98.3%, 58.2% to 80.1% and 72.5% to 97.0%, respectively. Apparent
digestibility coefficients of crude protein of BM, MBM, were significantly higher than those
of FthM (fermented and hydrolyzed). The apparent digestibility coefficients of lipid of BM
and FthM were significantly lower than those of other feedstuffs. Apparent digestibility
coefficient of energy of FthM was significantly lower than those of other feedstuffs.
Coefficients of phosphorous of BM, MBM and FthM were significantly lower compared to

those presented in regular FM.

6. Single-cell protein meal (SCPM)

Single-cell protein meal (SCPM) are dried cells of microorganism, which are used as protein
supplement in human foods or animal feeds. Microorganisms like algae, fungi, yeast and
bacteria, utilize inexpensive feedstock and wastes as sources of carbon and energy for growth
to produce biomass, protein concentrate or amino acids. Since protein accounts for the
quantitatively important part of the microbial cells, these microorganisms, also called single
cell protein as natural protein concentrate. Although single cell protein has high nutritive
value due to higher protein, vitamin, essential amino acids and lipid content, there is a doubt
to be replaced to the conventional protein sources due to their high nucleic acid content and
slower in digestibility (Nasseri, Rasoul-Amini, Hossein-Morowvat, & Younes, 2011). Table
3, presents a summary of studies related to the use of single-cell protein-based feedstuffs
replacing fishmeal in cobia diets.
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Table 3. Summary of studies related to the use of single-cell protein-based feedstuffs replacing FM in cobia diets.

Pre-tr n Additional imum repl n
Feedstuff re-treatment / X ddt_o a Replacement levels used Parameters studied Optimum replacement References
form ingredients level suggested
. . Growth, feed efficiency,
Orga"'cz:(')'feic:mﬁed ---------- 25%, 50%, 75%, 100%  hepatosomatic & viceral 25% Lunger et al., 2016
P somatic indexes, muscle ratio
SCPM Organically certified 25%, 40% Growth, nutrient gtlllzatlon, 20% Lunger et al , 2017a
yeast fillet quality
Methionine
Organically certified ' o o o Growth, muscle ratio, viceral o
protein trypyophan, 50%, 75%, 100% & hepatosomatic indexes 100% Lunger et al., 2017b

taurine

SCPM = Single-Cell Protein Meal

he biomass or protein extract from pure or mixed cultures of algae, yeasts, fungi or bacteria
may be used as an ingredient or a substitute for protein-rich foods, and is suitable for human
consumption or as animal feeds (Fatemeh, Reihani, & Khosravi-Darani (2019). SCPM is
commonly grown on agricultural waste products, and as such inherits the ecological
footprint. SCPM may also be produced entirely independent of agricultural waste products
through autotrophic growth. Thanks to the high diversity of microbial metabolism,
autotrophic SCPM provides several different modes of growth, versatile options of nutrients
recycling, and a substantially increased efficiency compared to crops (Khoshnevisan,
Tsapekos, Zhang, Valverde-Pérez, & Angelidaki, 2019). SCPM has become a very
interesting alternative protein source for inclusion in fish feed (Overland, Karlsson, Torunn-
Mydland, Helge-Romarheim, & Skrede, 2013). The nutritional value or its constituents, such
as proteins, B-vitamins, pigments and B-glucans, has been suggested to be sufficiently high
to make it a good replacement for fish protein. In order to make suitable microorganisms for
SCPM production, they should be: non-pathogenic to plants, humans and animals, useable
as food and feed, have good nutritional values, do not contain toxic compounds, have low

production costs (Anupama & Ravindra, 2000).

Some studies have been conducted with the use of SCPM as FM replacer in cobia diets,
obtaining substantial results. Lunger, Craig, & McLean (2006), conducted the first attempt
to utilize an organically certified protein source as a replacement for FM in diets for juvenile
cobia. In this study, yeast-based protein source replaced Special Select® menhaden FM at
25%, 50%, 75% and 100% of dietary protein. Weight gain and feed conversion ratio were

affected by inclusion of yeast-based protein source, with decreasing values as inclusion levels
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of the yeast-based protein source rose above 25% of dietary protein. Cobia fed the diet
containing 25% of dietary protein from the yeast-based protein source had equal weight gain
and feed conversion ratio values as fish fed the control diet composed by 100% FM.
Biological indices including hepatosomatic index, visceral somatic index and muscle ratio
were all similarly affected by inclusion of the yeast-based protein source, with significant
impacts when inclusion levels rose above 25% of dietary protein. Although levels of
inclusion of the yeast-based protein source above 50% of dietary protein resulted in
detrimental effects on production characteristics, the data clearly suggest that, at a minimum,
25% of dietary protein can be provided by this protein source for cobia diets. In a later study,
Lunger, McLean, & Craig (2007a), assess the effects in growth, nutrient utilization and fillet
quality of 25% and 40% inclusion of NuPro® (an organically certified yeast-derived protein
source) and 40% inclusion of organically certified soybean meal, soybean isolate, or hemp
seed meal. Results indicate that up to 40% fish meal protein can be replaced by organically
certifiable alternate proteins used in this study without detrimental impacts on weight gain,

feed efficiency, biological indices, or fillet composition in juvenile cobia.

Higher dietary inclusion rates of organically certified yeast-based protein might be
problematic due to amino acid imbalances (Craig, & McLean, 2006). Methionine, tryptophan
and taurine presents significant deficiencies in many plant proteins and SCPM. Methionine
and tryptophan are essential amino acid required by fish for normal growth and metabolic
functions (NRC 2011). This amino acid deficiency condition, limits SCPM inclusion in large
amounts in diets. Deficiencies of methionine and tryptophan result in reduced growth rates,
feed efficiency and survival (Goff & Gatlin, 2004). Therefore, in order to avoid these
problems, exogenous amino acids must be supplemented in diets, so that growth is not
compromised (Takagi, Shimeno, Hosokawa, & Ukawa, 2001). Although taurine is not
considered an essential amino acid because it can be synthetized by fish, its supplementation
in diets with high inclusion levels of alternative protein meals, improve weight gain and feed
efficiency as shown in marine fish such as olive flounder (Kim, Takeuchi, Akimoto, Furuita,
Yamamoto, Yokohama, & Murata, 2005). Lunger, McLean, Gaylord, & Kuhn, & Craig

(2007b) conducted one study intended to examine whether higher levels of FM could be
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replaced in cobia diets utilizing yeast-based proteins and specific amino acid
supplementation including methionine, tryptophan and taurine. This study was divided in
two trials. In the first, diets were formulated to contain 41% crude protein and 13% lipid, and
a yeast-based protein replaced FM at 50% and 75% with and without supplemental taurine
at 0.5g /100 g dry diet. Control diet contain 100% herring FM. Methionine and tryptophan
were added to all diets except the control to resemble the amino acid profile of FM. Results
from this study indicated that fish fed diets supplemented with taurine exhibited significantly
higher weight gain and better feed efficiencies than all other fish. Experimental diet
significantly impacted biological indices such as muscle ratio, visceral somatic index, and
hepatosomatic index. The 75% yeast-based protein diet without taurine returned the lowest
muscle ratio values and the highest visceral somatic index and hepatosomatic index values.
In the second trial, diets were formulated to contain 43% crude protein and 11% lipid, with
the control diet containing 100% herring FM and the same yeast-based protein replacing FM
at 50, 75, and 100% of dietary protein. All diets except the control were supplemented with
taurine at 0.5 g/100 g dry diet. Results from this study indicated that increasing amount of
yeast-based protein led to decreased weight gains and feed efficiencies regardless of taurine
supplementation. It is obvious from the results from both studies that taurine supplementation
does have a significant impact on growth and feed efficiency of juvenile cobia when they are
fed diets containing high levels of plant-based proteins as replacements for FM. In this study,
authors concluded that alternate proteins, especially those of plant and yeast-based origin can

be incorporated at very high levels in diets for cobia with proper amino acid supplementation.
7. Future prospects

Cobia is a marine carnivorous fish that requires large quantities of FM as protein source.
This condition, significantly increases the demand of FM by industry supplying feeds for this
species. One of the biggest constraint of cobia diets, is the limited knowledge related to the
use of alternate feedstuffs replacing FM. Recent studies have been targeted in finding
alternate protein sources in cobia diets. Available literature is focused in several key aspects
such as: plant protein-based meals, terrestrial animal proteins, crustacean meals and single-
cell feedstuffs. Although research into the use of alternate feedstuffs in cobia diets is still
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limited, it appears to have a solid foundation with a range of products evaluated and some
promising results. There are some research priorities visualized, based on the information

reviewed in this manuscript.

As analyzed in present manuscript, there is a significant importance to study alternate
ingredient digestibility. Research in this area should be considered a priority in order to
identify digestibility of further economically and environmentally friendly ingredients in
cobia fish at different life stages. This knowledge will be useful to assess efficiency of each
alternate ingredient which allows to properly design formulated diets for cobia. Palatability
is another fundamental issue to consider when cobia diets are formulated with protein sources
different to FM. This is of significant importance in terms of alternate protein

supplementation because the unsustainable natural difference from FM.

Another scientific priority, is the search of new and novel protein sources as alternate protein-
based ingredients for cobia diets. In recent years, insects have begun to play a fundamental
role in aquatic animal diets. Insects represent the most biodiverse group of animals on earth.
They are important part of natural diet of carnivorous and omnivorous fish
(Henry, Gasco, Piccolo, & Fountoulaki, 2015). During larval and fingerling stages, different
insect species play a fundamental role of fish diets. Insects can be found in most aquatic
environments even in open sea (Voshel, 2009). They are valuable protein sources in
aquaculture nutrition because of their protein contents which can range between 9.3% and
76% (Payne, Scarborough, Rayner, & Nonaka, 2015). Carnivorous fish like cobia requires
more protein levels in its diets than those required by herbivorous and detritivorous species.
Previous studies have been conducted in replacing FM by insect meal in carnivorous fish
diets obtaining substantial results indicating the sustainability of this kind of protein source
(Belhit, Liland, Gjesdal, Biancarosa, Menchetti, Li, Waabo, Krogdahl, & Lock, 2019;
Stengerg, Holen, Piemontese, Liland, Lock, Espe, & Belghit, 2019) supplemented in
aquaculture diets. Results of these investigations suggest that insect-protein based meals can
replace FM in a carnivorous fish diets like cobia.
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Future animal feeds, not only for cobia but also for any kind of aquaculture organism, should
be based on sustainable feed sources that do not compete directly with human food. The key
is to develop sustainable feed ingredients from natural bio-resources that are not suitable for
direct human consumption. These new food products can be developed from forestry and
marine sources. Such is the case of biotechnological transformation of non-food (non-edible)
biomasses and agri-food rest raw materials into novel high-quality feed ingredients. Where
woody / algal biomasses through an enzymatic hydrolysis (Lytic Polysaccharide
Monooxygenases) and yeast fermentation are converted to a yeast broth and then dried yeast
biomass (50-60% if crude protein and 6-10% nucleic acids and 2-10% lipids) that is used as
FM replacer in fish diets (Mydland, 2015).
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Resumen

En el presente estudio se presenta una revisién sobre los efectos generados por el consumo de una dieta fresca
para maduracion suplementada con 0.8% de harina de Ulva clathrata en comparacién con una dieta control en
un laboratorio de produccion comercial durante 45 dias. EIl estudio se realiz6 con 1200 reproductores de
camaron Litopenaeus vannamei sobre los que se evaluaron efectos de la inclusion del alga sobre el rendimiento
reproductivo, el agotamiento reproductivo, la histologia y bioquimica de génadas, masculo y hepatopancreas
en hembras. El consumo de Ulva aument6 17.9% la produccion de nauplios por hembra y mejoré 13.3% la tasa
de eclosion. La alimentacién con Ulva disminuy6 significativamente el agotamiento reproductivo ocasionado
por desoves mdltiples. Las hembras alimentadas con Ulva presentaron ovocitos vitelogénicos tardios y
postvitelogénicos mas grandes (+7, +15%, respectivamente), mayor area de cobertura por barras corticales,
35% mas de lipidos en las gonadas, 84% maés de 20:4n-6 en los acilglicéridos de las gdnadas maduras y 30%
mas de 18:3n-3, 13% de 20:4n-6 y 10% de 22:6n-3 en los fosfolipidos de las génadas maduras en comparacion
con los controles. En hepatopancreas el 22:6n-3 aument6 51% en los lipidos de reserva en hembras alimentadas
con Ulva en comparacién con los controles. Los carotenoides aumentaron 43% en las génadas y cinco veces en
el hepatopancreas en hembras maduras alimentadas con Ulva. Ulva clathrata actia como un aditivo
multifuncional al ser fuente de compuestos (terpenos, esteroles, &cidos grasos, flavonoides, compuestos
polifendlicos, pigmentos y polisacaridos sulfatados) con diversas propiedades biol6gicas que ejercen acciones
principalmente sobre la acumulacion y el transporte de lipidos, pigmentos, esteroles, y polifenoles durante la
vitelogénesis. Estos compuestos también funcionan evitando la oxidacion de moléculas claves en la fisiologia
reproductiva y como precursores hormonales y vitelogénicos. La suplementacion de la dieta fresca para

maduracién con Ulva es una estrategia de alimentacion rentable que mejora la capacidad reproductiva,
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disminuye el agotamiento en hembras con desoves multiples, mejora la acumulacion y el transporte de
compuestos bioquimicos y aporta compuestos antioxidantes durante la produccién comercial.
Palabras clave: Capacidad reproductiva, acidos grasos, lipidos, vitelogénesis, antioxidantes, agotamiento

reproductivo.

1. Introduccidén

La acuacultura es una actividad productiva con un gran potencial econémico. En esta
actividad, el manejo adecuado de reproductores para obtener alta produccién de postlarvas
es determinante para el éxito del cultivo. Sin embargo, a pesar de que se cuenta con una
avanzada tecnologia para la produccién de postlarvas, el progreso en el desarrollo de los
alimentos para reproductores ha sido lento. Actualmente, la mayoria de los criaderos
comerciales usan para promover la maduracion en reproductores, alimentos a base de
organismos marinos ya sean frescos o congelados. Estos incluyen calamares, diversos
moluscos (mejillones, ostiones y almejas), poliquetos marinos, crustaceos (langostino),
biomasa de Artemia (Coman et al., 2007; Hoa et al., 2008; Chimsung, 2014). En particular,
los poliquetos han sido considerados por diversos autores como la mejor dieta para
maduracion (Lytle et al., 1990; Browdy 1992; Naessens et al., 1997). En camaron tigre el
consumo de poliquetos (Perinereis nuntia) genera mejoras en el crecimiento, la
supervivencia y el rendimiento de los espermatozoides en reproductores domesticados
Penaeus monodon (Leelatanawit et al., 2014). Ademas, los poliquetos contienen altos niveles
de prostaglandina E> que tiene un efecto positivo en la maduracion de los ovocitos,
especialmente durante la maduracion tardia y el periodo de ovulacion (Meunpol et al., 2010).
La causa del efecto positivo de estos ingredientes sobre la capacidad reproductiva se atribuye
entre otros a su alto contenido de aminoacidos, acidos grasos altamente insaturados
(especialmente acido araquidénico (ARA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido
docosahexaenoico (DHA), esteroles (Cavalli et al., 1997; Wouters et al., 2001; Coman et al.,
2007) y a la presencia de sustancias con actividad hormonal (Wouters et al., 2002, Meunpol
et al., 2007). Algunos requerimientos nutricionales de reproductores han sido inferidos a

partir de la composicién de estos ingredientes frescos que promueven con éxito la
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maduracion (Wouters et al., 2002; Meunpol et al., 2005). No obstante, estos ingredientes
también presentan algunas desventajas: son costosos, su disponibilidad es impredecible, su
calidad nutricional puede variar con la especie, edad, época y lugar de captura y pueden ser
vectores de patogenos. Los ingredientes frescos generalmente son congelados para su
almacenamiento (Galgani et al., 1989; Cavalli et al., 1997), por lo que su valor nutricional
puede deteriorarse a causa de lixiviacion (Alvarez et al., 1989), pérdidas de humedad por
sublimacién, absorcién y redistribucion de la humedad, recristalizacion del hielo y pérdidas
por goteo que se dan durante la descongelacion (Franks, 1983, Conchillo et al., 2005). El
principal proceso perjudicial que tiene lugar durante el almacenamiento por congelado es la
oxidacion de lipidos (Bhattacharya et al., 1988; Farouk et al., 1988). Estas reacciones
oxidativas se inician en los fosfolipidos que son altamente susceptibles por contener grandes
cantidades de HUFA (Higgins et al., 1998). Ademas, su uso requiere mucha mano de obra 'y
afecta significativamente la calidad del agua por la lixiviacion de compuestos solubles en
agua.

Diferentes estudios han mostrado que la calidad y eficiencia de los alimentos frescos pueden
mejorarse al complementarlos con dietas peletizadas enriquecidas con algunos compuestos
0 con ingredientes esenciales para la maduracion como acidos grasos, esteroles, pigmentos,

vitaminas antioxidantes, microalgas, Spirulina (Hoa et al., 2008) (Tabla 1).
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Tabla 1. Aditivos evaluados en dietas peletizadas para maduracion que mejoran la capacidad reproductiva en camarén.

Especie

Componente

Efecto

Autor

P. monodon

P. monodon

P. monodon

P. monodon

P. monodon

P. monodon

P. monodon

L. vannamei

L. vannamei

P. indicus

P.esculentus

E. sinensis

N. davidi

Carotenoides

ARA, EPA'y DHA

Astaxantina y
HUFA

ARA
ARA

VitaminaCyE

Microalgas

Fosfolipidos y
HUFA

ARA
VitaminaCyE
Carotenoides

Fosfolipidos y
HUFA

Spirulina

Incrementan la frecuencia del desove, la fertilidad y fecundacion,
aumenta el conteo de espermas
Incrementan el numero de huevos fertilizados y la tasa de

eclosion
Incrementan la frecuencia del desove, la fertilidad y fecundacion

Aumenta los desoves por hembra y el nimero de huevos por
desove

Mejora el desarrollo del huevo

Aumenta del contenido de PUFA en el hepatopancreas y en
ovocitos (I11)

Aumenta la tasa de fagocitosis y actividad de superoxido
dismutasa (SOD), mejora la salud de los reproductores

Incrementan la frecuencia del desove, la fertilidad y fecundacion

Mejora los tiempos de metamorfosis de nauplios a zoea y
aumenta la tolerancia a diferentes salinidades

Incrementan la frecuencia del desove, la fertilidad y fecundacion
Mejor rendimiento reproductivo, la tasa de eclosion e incrementa

el contenido de astaxantina en el ovario.
Incrementan los huevos fertilizados y tasas de eclosion

Mejora el crecimiento, la supervivencia y el rendimiento

reproductivo en particular la fecundidad en hembras

Quinitio et al. (1996)

Millamena (1989)

Paibulkichakul et al.
(2008)

Coman et al. (2011)
Coman et al. (2011)

Usman et al. (2019)

Li et al. (2016)

Cahu et al. (1994)

Xu et al. (2017)
Cahu et al. (1995)

Dall et al. (1995)

Wau et al. (2007)

Kohal et al. (2018)

ARA: acido araquidénico (20:4n-6); EPA: 4cido eicosapentaenoico (20:5n-3); DHA: acido docosahexaenoico (22:6n-3).

Adicionalmente, otros estudios han mostrado mejoras en la calidad de la dieta fresca al

complementarse directamente con aditivos o ingredientes que tienen en comudn un fuerte

poder antioxidante (por su alto contenido de pigmentos, polisacaridos sulfatados, polifendles,

vitaminas, etc.) como lo son la paprika, la espirulina, el alginato de sodio, el poleny el biofloc

(Tabla 2).
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Tabla 2. Aditivos suplementados directamente en dietas frescas para maduracién con efecto sobre la capacidad

reproductiva del camarén.

Aditivo Especie Concentracion Resultado Autor
) . 2gde paprika por ) ) Wyban et al.
Paprika  P.vannamei Aumenta la calidad del nauplio
100 g de calamar (1997)
o Aumenta los pigmentos en los huevos y en las larvas,
(30 g de Spirulina . . i Regunathan y
o o mejora la calidad del desove (ndmero de desoves,
Spirulina F. indicus por 1000 g de ) ) o Wesley
numero de nauplios por desove, y viabilidad de los
calamar) ) (2006)
nauplios).
) 200 mg kg* ) o ) Chung et al.
Alginato . Mejora el rendimiento reproductivo y aumenta la
. P. monodon inyectados en ) ) (2011)
de sodio ) ] supervivencia en larvas.
poliqueto vivo
Polen . lensi 2% de la dieta Mejora en la concentracion de esperma y prevencion de  Braga et al.
. . paulensis L
Paprika fresca la melanizacion (2013)
Cardona et al.
*Biofloc L. stylirostris Mejora la capacidad reproductiva (2016)

F. duorarum

L. vannamei

Emerenciano
etal. (2017)

Braga et al.
(2018).

*Biofloc: agregados microbianos como bacterias, microalgas, protozoos y otros (Avnimelech, 2009).

Ulva como ingrediente multifuncional en alimentos para camarén

El alga Ulva clathrata es una macroalga verde producida por acuacultura con una tecnologia

de cultivo estandarizada que presenta una composicion bioquimica de macro y

micronutrientes como carotenoides (B-caroteno, xantofilas, luteina, zeaxantina), esteroles,

acidos grasos omega 3, compuestos fendlicos, polisacaridos sulfatados (ulvan) y vitaminas
(A, C, E) (Cruz-Suarez et al., 2009b; Pefia-Rodriguez et al., 2011; Cruz-Suarez et al., 2013).

La inclusion de 2 a 4% de U. clathrata en alimento peletizado para crecimiento (engorda) de

camaron mejora la calidad de pellet (estabilidad en agua, capacidad de retencion de agua y

textura), aumenta el consumo de alimento, mejora la eficiencia de alimentacion, la tasa de
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crecimiento, la calidad del producto final (pigmentacion y contenido de colesterol) (Cruz-
Suérez et al. 2009a,b; 2010), mejora la digestibilidad de proteina en juveniles de L. vannamei
(Vargas-Cardenas et al., 2015) y aumenta la capacidad de asimilacién de nutrientes de
acuerdo con estudios de isotopos estables (Gamboa-Delgado et al., 2011). Ademas, se ha
demostrado que la suplementacion de U. clathrata en la dieta durante la etapa de crecimiento
estimula el sistema inmune y los genes involucrados en el metabolismo de lipidos y procesos
de oxidacion (Elizondo-Reyna et al., 2016) y modifica el microbioma fecal del camarédn que
la consume (Salce datos no publicados). En estudios in vitro se ha demostrado que el alga
Ulva clathrata y en general las ulvaceas tienen compuestos con actividad antioxidante,
inmunoestimulante, antibacteriana, antiviral y en vivo su consumo incrementa hemograma,
indice de aglutinacion, tasa de fagocitosis, remocion de bacterias, actividad bactericida en el
suero, aumenta la actividad de la profenol oxidasa y la sobrevivencia en camarones desafiado
(Cruz—Suarez et al., 2013). También existen antecedentes en donde reportan que la inclusion
de Ulva en dietas para reproductores de erizos, ratas y conejos produce un efecto positivo en
la maduracién (Okab et al., 2013; Prato et al., 2018; Ghareeb et al., 2019) (Tabla 3). En
camarén L. vannamei nuestro grupo de investigacion, en una primera etapa, demostro el
efecto positivo de la inclusion del alga Ulva clathrata sobre pardmetros productivos en dos
laboratorios comerciales (Corral-Rosales et al., 2018a). Sin embargo, en esa primera fase no

se profundizo sobre el estudio de los posibles mecanismos de accion.
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Tabla 3. Estudios sobre efecto de Ulvaceas en dietas para maduracion de diferentes especies

Organismo Alga Efecto Autor
) Ulva lactuca Mejora el rendimiento reproductivo y las
Conejos o N Okab et al. (2013)
1%y 2% caracteristicas de fertilidad del semen
Rat Extracto metandlico Aumenta la actividad antioxidante y mejora la Ghareeb et al.
atas
de Ulva lactuca calidad del esperma (2019)
) . . ) Prato et al. (2018)
Eri Ulva sp. fresca Mejora la calidad nutricional de las gonadas
rizos
50% principalmente el contenido de HUFA
. Mejora la capacidad reproductiva, aumenta la
] 0.8% de harina de B ] ) Corral-Rosales et al.
Camaroén produccion de nauplios y huevos y mejora la

Ulva en la dieta fresca y (2018a)
tasa de eclosion.

Considerando los antecedentes mencionados y el potencial multifuncional que presenta el
alga Ulva clathrata, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos en capacidad
reproductiva y los cambios bioguimicos e histologicos generados por la inclusion del alga
0.8% en forma de harina en la fraccion calamar de una dieta fresca para maduracion en un
laboratorio de produccion comercial con el fin de identificar posibles mecanismos de accion

en camarones Litopenaeus vannamei.

2. Metodologia

El origen, la crianza, el muestreo y los analisis de reproductores se describen en Corral-
Rosales et al., 2018a, 2018b, 2019). En resumen: el alga U. clathrata utilizada fue cultivada
en San Quintin, Baja California, México, bajo una tecnologia patentada desarrollada para
produccién de alto rendimiento y bajo costo (WO 2004093525 A2 Moll 2004).

El experimento fue llevado a cabo con un total de 1200 camarones Litopenaeus vannamei
(Boone) proporcionados por el laboratorio de larvas Granmar ubicado en La Paz, Baja
California Sur. Se usaron 600 hembras (53 + 8 g) marcadas con anillos oculares y
ablacionadas del pedunculo y 600 machos (36 * 7 g) seleccionados genéticamente para alto

crecimiento (stock local) para el ciclo de produccion experimental (45 dias) que se
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distribuyeron en cuatro tanques rectangulares de maduracion de 30 m? con diez animales por
m?. La temperatura, salinidad y oxigeno promedio fueron 29.6 + 1.5 °C, 32.6 +0.5mg Ly
5.3 £ 0.9 mg L, respectivamente (media + DE). El fotoperiodo fue 14 h de luz: 10 h de
oscuridad con un sistema de luz artificial. La proporcion de hembras y machos fue de 1:1y
el intercambio diario de agua fue del 250%. Los camarones fueron alimentados con una dieta
Control (dos tanques) o dieta enriquecida con Ulva (dos tanques). La dieta Control estuvo
compuesta de invertebrados congelados frescos en base a un régimen estandar de
alimentacion para maduracion: calamar (40%), poliquetos (10%), mejillon (40%) y krill
(10%). EI calamar y el mejillébn se molieron en un molino de carne (Torrey, EE. UU.)
mientras aln estaban congelados. Todos los ingredientes se descongelaron a temperatura
ambiente antes de pesarlos y distribuirlos en cada tanque. La dieta experimental con Ulva
consistio en la dieta Control mas el suplemento de harina de Ulva clathrata (10% de
humedad) de 2% en la fraccion de calamar (78% de humedad). La inclusion de 2% de Ulva
sobre el calamar fresco corresponde al 3.8% de la dieta basado en el peso seco de todos los
ingredientes o bien el 0.8% considerando la Ulva seca y el resto de los ingredientes de la
dieta himedos. Tanto la dieta Control como la experimental se dividieron en seis porciones
diarias; las fracciones de 40% de calamar y mejillon fueron divididas en dos porciones de
20%. El peso total de las seis porciones diarias fue equivalente al 25% de la biomasa de
camaron presente en el tanque de maduracién correspondiente.

Al final del ciclo de produccion (45 dias) fueron muestreadas 12 hembras por tratamiento,
seleccionadas en 4 etapas de maduracion diferentes. Las hembras enteras se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C para su posterior analisis. Las muestras de
gonada, hepatopancreas y musculo de hembras congeladas se diseccionaron sobre una placa
congelada, las muestras de los tejidos diseccionados fueron preparadas para analisis
bioquimicos, acidos grasos y carotenoides como se describe en Corral-Rosales et al. (2018b,
2019).
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3. Resultados y discusion

3.1.Parametros reproductivos de hembras.

El desempefio reproductivo de hembras L. vannamei alimentadas con harina de Ulva en
relacién con el nimero de desoves se presenta en la Figura 1.

Varios trabajos de investigacion han demostrado que el potencial reproductivo en hembras
estd asociado a la sobrevivencia, frecuencia de desoves, el nimero de huevos (fecundidad),
el porcentaje de fertilizacion, el porcentaje de eclosion, el ndmero de nauplios, la
composicion bioquimica.

Durante el tiempo de experimentacion la mortalidad diaria de las hembras ablacionadas del
grupo con Ulva fue significativamente menor (1.11 vs. 2.25 hembras/dia/tanque, P<0.01) en
comparacion con la dieta Control. Esto significa que el consumo de Ulva disminuyd los
efectos negativos de desgaste causados por la ablacion que se ven reflejados en un
incremento en la mortalidad de hembras (Palacios et al., 2000) y en una reduccion en el
namero de huevos y en la viabilidad de los nauplios después de determinado tiempo (Palacios
et al., 1999b). Este efecto también se ha reportado al incluir alginato de sodio en poliquetos
de la dieta fresca sobre Penaeus monodon (Chung et al., 2011). La forma de accion de la
Ulva podria explicarse por un posible aumento en la respuesta inmune (Elizondo-Reyna et
al., 2016), y en la capacidad antioxidante en los reproductores debido a que el alga es rica en
carotenoides (luteina, clorofila, y zeaxantina) (Pefia-Rodriguez et al., 2011) que pueden ser
metabolizados a astaxantina en el tejido del camaron (Cruz-Suérez et al., 2010). La
astaxantina acumulada por el camardn en su forma libre y esterificada puede reducir la
oxidacion, y ademas se ha reportado que promueve la maduracién ovérica y el desove exitoso
en P. monodon cuando se suministra en la dieta bajo condiciones experimentales
(Pangantihon et al., 1998). Ulva también es rica en polisacaridos como el ulvan (equivalente
al alginato en algas pardas), polisacarido que es bien conocido por sus actividades
antioxidantes e inmunoestimulantes (Yaich et al., 2017; Morelli et al., 2017; Pangestuti y
Kurnianto, 2017; Sun y Sheng, 2018).

Corral-Rosales, D. C., Palacios Mechetnov, E., Ricque Marie, D., Cruz-Suérez, L.E. 2019. Efectos de la Inclusién Dietaria de Ulva Clathrata Sobre el Desempefio Reproductivo en
Camarén Blanco Litopenaeus Vannamei (Boone, 1931) en Condiciones de Produccién Comercial. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6pez, M.G.,
Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), ~Revisiones en Nutricion de Organismos Acuaticos, Universidad Auténoma de
Nuevo Leén, San Nicolés de los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 72-105.



81

El tratamiento con Ulva clathrata también aumento la produccion de huevos y nauplios por
desove 5% Yy 18% respectivamente, ademas la inclusion del alga en el alimento fresco mejoro
la tasa de eclosion y la produccion de nauplio 13% y 23% respectivamente. La capacidad
reproductiva de reproductores alimentados con Ulva en la dieta fresca se presenta en la Tabla
4,

Tabla 4. Desempefio reproductivo de reproductores L. vannamei alimentados con una dieta Control y una
dieta experimental suplementada con harina U. clathrata en el laboratorio de larvas comercial durante el
periodo experimental de 45 dias

Pardmetros Dieta Dieta ANOVA
Control Ulva

Numero de desoves/dia/tanque 12 = 1 14 = 1 NS
Huevos totales producidos/ hembra (x103) 212 £ 2 223 £ 2 P<0.05
Nauplios producidos/hembra (x10°) 128 + 2 151 £ 2 P<0.001
Tasa de eclosion (%) 60 £ 1 68 + 1 P<0.001
Mudas/dia/tanque (piezas) 1839 + 1.2 1639 + 1.2 NS
Mortalidad/dia/tanque (Hembras) 225 + 03 111 + 03 P<0.01

Cuando se realizdé un seguimiento individual de los efectos generados en las hembras
reproductoras alimentadas con Ulva, hubo mayor nimero de hembras con desoves
consecutivos (Fig. 1A). La produccion de nauplios por desove en relacion con el nimero
total de desoves consecutivos reportd una disminucion significativa en el tratamiento control.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para la produccion de nauplios en
relacién con el nimero de desove en el grupo Ulva (Fig. 1B). Los camarones que
consumieron Ulva durante el periodo experimental tuvieron un nimero significativamente
mayor de desoves totales (P<0.05) que los camarones alimentados con una dieta control
(hembras que desovaron una vez: 109 vs. 114; 2 veces = 59 vs. 66; 3 veces = 33 vs. 38; 4
veces = 22 vs. 33; 5 veces = 10 vs. 11; 6 veces = 0 vs 6). Se encontrd un resultado similar
para el nimero de nauplios por desove, con una mayor produccién de nauplios totales en las
hembras alimentadas con Ulva (Desove 1=128 vs. 128; desove 2= 107 vs 124; desove 3= 99
vs. 110; desove 4= 71 vs. 85; desove 5= 75 vs. 114 nauplios por desove x10%). La tasa de

eclosion disminuyd constantemente en los camarones alimentados con la dieta control, con
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diferencias significativas en el quinto desove, mientras que los camarones alimentados con
Ulva mantuvieron una tasa de eclosion similar a lo largo de los desoves (Fig. 1). La
disminucion en la produccién de nauplio por nimero de desove reportada para el grupo
control es una manifestacion del agotamiento reproductivo tipico que se presenta en
reproductores L. vannamei al final del ciclo de produccién comercial (Palacios et al., 1998;
1999a). Se ha teorizado que el agotamiento reproductivo podria ser el resultado del aumento
de la hormona inhibidora de la gonada (GIH) de la glandula restante, para compensar la
reduccion de GIH inmediatamente después de la ablacion, con la reduccion concomitante en
la produccion de desove y nauplios (Palacios et al., 1999b). Los reproductores silvestres,
incluso cuando son ablacionados, no presentan un agotamiento reproductivo tan evidente,
presentan méas desoves consecutivos y la produccion de nauplios no se ve tan afectada por
reproducciones consecutivas en comparacion con los reproductores domesticados (Palacios
et al., 1999c). Los camarones alimentados con Ulva al igual que los reproductores silvestres
no presentaron un agotamiento tan evidente. Probablemente, Ulva aporta algun (o algunos)
micronutriente (s), al (los) que tienen acceso los camarones silvestres en el medio natural,
disminuyendo asi el agotamiento. Ulva contiene alto contenido de polisacaridos sulfatados
(fibra) y minerales. La fibra puede afectar la digestion al mejorar el impacto sobre la
motilidad y las tasas de digestion del intestino delgado y también puede afectar las
secreciones exocrinas del pancreas y el higado (Chater et al., 2015). También puede
modificar la microbiota intestinal en el tracto gastrointestinal (Slavin, 2013) y promover la
produccién de productos finales fermentativos, actuar como agente emulsionante y
antioxidante y modificar el contenido de proteina enlazadora de beta-glucanos (BGBP) que
tiene un doble rol: en el transporte de lipidos y en la respuesta inmune (Li et al., 2018).
Existen otros micronutrientes que Ulva puede suministrar para aumentar el rendimiento
reproductivo, como minerales, lipidos y antioxidantes. Yaich et al. (2011) encontraron altos
contenidos de magnesio en Ulva; esto es interesante porque los camarones presentan bajos
niveles de magnesio después de un ciclo reproductivo en laboratorio comercial en

comparacion con el camarén silvestre (Méndez et al., 1999).
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Otros aditivos ricos en acidos grasos (PUFA), carotenoides y compuestos antioxidantes han
demostrado tener efectos similares a los obtenidos con Ulva, por ejemplo se sabe que algunos
lipidos, como los HUFA, aumentan la calidad del huevo y la eclosion (Xu et al., 2017); los
carotenoides contenidos en Spirulina aumentan la produccién de huevos en 2%, produccién
de nauplios 5% Yy tasa de eclosion 2% (Regunathan y Wesley, 2006); el alginato de sodio
incluido en poliquetos aumenta la supervivencia en larvas, la produccién de nauplios 17% y
la tasa de eclosién 8% (Chung et al., 2011). El biofloc, un sistema con agregados de
microbios como bacterias, microalgas, protozoos y otros, junto con detritos que incluyen
particulas organicas (Avnimelech, 2009) mejora la capacidad reproductiva, el sistema
inmune y la actividad antioxidante (Cardona et al., 2016; Emerenciano et al., 2017; Braga et
al., 2018).
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Figura 1. Desempefio reproductivo de hembras Litopenaeus vannamei alimentadas con harina de Ulva clathrata (gris

o

Naupliog&lesove® w
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oscuro) vs. control (gris claro) en relacidn con el niamero de desoves: A) Numero de hembras que presentaron cierto nimero
de desoves durante el periodo experimental de 45 dias; B) Nauplios por nimero de desove. Los resultados se expresaron
como medias + SE. T=Tratamiento; M=Etapa de maduracion
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3.2.Histologia e histoquimica de gonadas

La vitelogénesis temprana ocurre cuando las reservas bioquimicas almacenadas en diferentes
tejidos se movilizan a la génada, mientras que la vitelogénesis tardia ocurre cuando las
reservas bioguimicas del alimento se incorporan a las lipoproteinas, llamadas vitelogeninas
y se transportan a la gonada, donde la vitelogenina se absorbe por endocitosis y se almacena
como vitelina (Charniaux, 1985; Tsukimura, 2001). En la Figura 2 se muestra el desarrollo

gonadal de hembras L. vannamei usando tincion con hematoxilina-eosina.

Figura 2. Micrografias del desarrollo gonadal de hembras de L. vannamei utilizando tincién con Hematoxilina-
eosina. A) Control: ovario en vitelogénesis avanzada en estadio Ill con ovocitos previtelogénicos (pro) y
ovocitos vitelogénicos tardios (Ivo). B) Control: ovario con ovocitos postvitelogénicos en estadio IV (pvo). C)
Ulva: en vitelogénesis avanzada en estadio Ill con ovocitos previtelogénicos y ovocitos en vitelogénesis
exogena o tardia (Ivo). IV D) Ulva: ovocitos postvitelogénicos en estadio IV (pvo); barras corticales (cr); n =

nacleo; E) y F) Sudan Negro tr=triglicéridos ph = fosfolipidos.
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En P. japonicus (Yano y Chinzei, 1987), M. rosenbergii (Lee y Chang, 1997), P. aztecus y
P. setiferus (Castille y Lawrence, 1989) hay un rapido crecimiento de ovocitos durante las
ultimas etapas de la vitelogénesis relacionado con el aumento en el contenido de proteina en
las gonadas maduras. En la evaluacion con el alga, el consumo de Ulva aumentd el tamafio
de los ovocitos vitelogénicos tardios (17,002 um? Ulva vs. 14,434 um? grupo control,
P<0.01) y ovocitos postvilogénicos (30,569 um? Ulva vs. 23,273 um? control, P<0.01) (Fig.
3A), presumiblemente, como resultado de una mayor acumulacién de vitelina (Corral-
Rosales et al., 2018b). Al finalizar la vitelogénesis, los ovocitos alcanzan la etapa final de la
maduracion que se caracteriza por la aparicion de cuerpos en forma de bastoncillos, llamados
barras corticales, localizados radialmente alrededor de la periferia de las membranas
plasmaéticas del ovocito (Lynn y Clark, 1987; Yano, 1988; Pongtippatee-Taweepreda et al.,
2004). La formacion de barras corticales en ovocitos postvitelogénicos es la ultima etapa de
maduracion y ocurre justo antes del desove (Tan-Fermin y Pudadera, 1989). Las barras
corticales estan formadas principalmente por proteinas (70-75%) y carbohidratos (25-30%)
(Lynny Clark, 1987), asociadas a varias glucoproteinas que se secretan durante la liberacion
de ovocitos y ayuda a la reaccion acrosomica de los espermatozoides, y pueden tener
actividad antimicrobiana (Kruevaisayawan et al., 2007). Con el consumo de Ulva, la longitud
cortical en los ovocitos postvitelogénicos fue mayor en las hembras control (Figura 3C). Por
el contrario, el area total cubierta por las mucinas corticales contenidas en las barras corticales
de los ovocitos postvitelogénicos, aumento6 con el consumo de Ulva (Fig. 3D). Es posible que
el alto contenido de polisacaridos sulfatados en Ulva afecte directamente la formacién de
barras corticales, lo que puede aumentar la eclosién al reducir la poliespermia y la viabilidad

de los nauplios al reducir la contaminacion microbiana.
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Figura 3. A) Area de ovocitos (um) en relacién con los estadios vitelogénicos (Previtelogénesis, vitelogénesis temprana, vitelogénesis tardia, postvitelogénesis) durante el desarrollo ovérico de hembras L.
vannamei alimentadas con una dieta de control (gris claro) o con Ulva (gris oscuro) E = Etapa de maduracién, T = Tratamiento, TXE = Interaccion. Valores analizados usando un ANOVA anidado. B)
Histoquimica (indice de triglicéridos o fosfolipidos) en ovocitos postvitelogénicos. Valores analizados utilizando un ANOV A de un factor. C) Longitud de las varillas corticales (um) en ovocitos

postvitelogénicos. D) Area de mucinas corticales (um?) en ovocitos postvitelogénicos.
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3.3.Composicion quimica de génadas, hepatopancreas y musculo de hembras

Analizando la composicion bioquimica de gonadas, hepatopancreas y musculo en hembras
alimentadas con o sin Ulva en la dieta (Tabla 5), el consumo de Ulva aumento los niveles de
lipidos en las gonadas (efecto global del tratamiento: 26.9 + 2.6 vs. 35.8 + 3.2 mg g* dw),
sin afectar la composicion bioquimica del hepatopéancreas y el masculo. Si bien se demostro
un efecto significativo en los ovocitos vitelogénicos tardios mediante histologia,
aparentemente Ulva afectd los procesos tempranos y tardios, ya que los niveles de lipidos y

proteinas aumentaron en la génada desde la etapa | de maduracion.
Tabla 5. Composicién bioquimica (mg g* dw) de la génada de hembras L. vannamei después de ser
alimentadas con una dieta con o sin Ulva, en relacién con la etapa de maduracion, en un periodo experimental
de 45 dias (medias * ES).

Tratamiento M | M I M 111 M IV T M  TxM

Gonadas

Proteinas Control 225 = 32.6b 2414 + 23.9ab 322 + 29.6ab 3135 *+ 16.9ab NS <0.05 NS
Ulva 2849 + 32.6ab 246.7 + 16.6ab 353.7 + 23.6a 338.7 + 25.6a

CHO Control 53 + 0.9ab 4.2 + 0.8ab 3.4 + 0.3b 6.5 £ 1.1a NS <0.05 NS
Ulva 53 + 1.7ab 3.7 £ 0.6b 6.7 + 1.3a 6.4 + 0.8a

Lipidos  Control 228 + 3.2b 249 + 3.3b 30.1 + 6.0ab 304 + 42ab <0.05 NS NS
Ulva 326 + 4.9ab 26.7 = 8.1ab 39.6 = 6.1ab 409 + 49a

Hepatopancreas

Proteinas  Control 1972+ 1938 2065+ 17.9 220.3 £ 235 2203+ 1438 NS NS NS
Ulva 1984 + 16.1 1769+ 164 1933+ 156 2126 £ 132

CHO Control 116+ 14 109+ 11 141+ 0.8 124+ 13 NS <0.05 NS
Ulva 133+ 1.2 8+ 09 118+ 15 128+ 14

Lipidos  Control 332+ 48 279+ 3.8 282+ 75 265+ 43 NS NS NS
Ulva 26+ 6.1 17+ 43 234+ 6.1 348+ 4

Musculo

Proteinas Control 260.3+ 143 250.2+ 64 2575+ 43 2425+ 9.3 NS NS NS
Ulva 255+ 176 2724+ 143 2545+ 17.6 2704 £ 124

CHO Control 3.7+ 0.6 31+ 05 35+ 0.8 34+ 06 NS NS NS
Ulva 32+ 0.7 38+ 0.6 3.7+ 0.7 35+ 05

Lipidos  Control 6.9+ 0.8 49+ 0.7 6.2+ 12 46+ 0.8 NS NS NS
Ulva 49+ 1 6+ 08 51+ 1 51+ 05
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T=Tratamiento; M=Etapa de maduracion. CHO = carbohidratos. NS = sin diferencia significativa (P>0.05).

Los valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes.

Ulva no esta suministrando mas proteina en comparacién con la dieta control, por lo que el
efecto probablemente se asocia a otros mecanismos, como una mayor asimilacion de
nutrientes y transferencia de reservas bioquimicas del hepatopancreas a la gbnada en la

vitelogénesis, aumento de la produccién de vitelogenina y estimulacion hormonal.

3.4. Acidos grasos en gonadas

El consumo de Ulva aumenté el contenido de &cidos grasos 16:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7,
20:1n-7, 20:4n-6, suma de saturados y MUFA en la fraccion neutra de las gonadas (Tabla 6).

Tabla 6. Perfil de principales acidos grasos de la fraccién neutra de génadas (% del total, media + ES) de
reproductores hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacién con el estado de

maduracion, en un periodo experimental de 45 dias

Estadio Inmadura (n=12) Madura (n=12) ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T EXT
16:0 289 £ 2.0a 383 + 23b 256 + 2.0a 271 £ 20a ** * NS
18:0 7.3 + 0.7ab 99 + 0.8b 6.9 + 0.7ab 6.7 £ 0.7a * NS NS
16:1n-9 14 £+ 0.la 1.0 £+ 0.2a 15 £ 0.1b 16 £ 0.1b * NS NS
16:1n-7 10.7 + 0.8a 6.1 £ 09 117 = 0.8a 9.8 + 0.8a * ** NS
18:1n-9 159 + 0.7a 105 + 09 16.0 £ 0.7a 135 + 0.7ab NS ** NS
18:1n-7 51 + 0.3a 3.3 £ 0.3b 54 + 0.3a 51 £ 03a ** ** =
20:1n-9 16 + 0.2a 1.2 + 0.3a 23 + 0.2b 26 £+ 02b ** NS NS
18:2n-6 16 + 02 1.7 =+ 0.2 1.8 + 02 1.7 + 0.2 NS NS NS
18:3n-3 16 + 02 20 + 0.2 19 + 02 21 + 0.2 NS NS NS
20:4n-6 3.0 = 0.3a 3.0 £+ 04a 25 + 0.3a 46 £ 03b NS ** *=
20:5n-3 86 = 07 82 + 0.8 87 = 07 86 = 07 NS NS NS
22:6n-3 77 = 07 83 + 0.8 88 = 07 97 = 07 NS NS NS
> Saturados 382 + 2.7a 511 + 3.1b 344 + 27a 358 £ 272 ** * NS
>MUFA 371 + 1.9a 238 + 22b 392 + 1.9a 351 £ 19a ** Ax %
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Y PUFA 247 + 1.3a 250 + 15a 264 + 1.3a 29.1 £ 1.3b * NS NS
> HUFA 20.1 + 1.1a 20.1 + 13a 212 + 1la 239 £ 1.1b * NS NS
n-3/n-6 30 £ 03 31 £ 0.3 30 £ 0.3 25 = 0.3 NS NS NS

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos poliinsaturados; HUFA: &cidos grasos altamente
insaturados; *Diferencias significativas (P<0.05); **Diferencias altamente significativas (P<0.01); letras

diferentes indican diferencia significativa entre medias.

El 20:4n-6 aumento significativamente (64%) en las hembras maduras alimentadas con Ulva
en comparacién con las hembras inmaduras. Los &cidos grasos saturados fueron
significativamente mas altos en las hembras inmaduras alimentadas con Ulva en
comparacion con las control (51.1% vs. 38.2%) sin diferencia en maduras, mientras que se
encontrd el efecto opuesto para MUFA en relacion a Ulva en inmaduras (37.1% vs. 23.8).
En la fraccion polar de las gonadas (Tabla 7) el consumo de Ulva aument6 la proporcion de
18:3n-3y 20:4n-6 50% y 17% respectivamente y disminuyd la proporcién de la n-3/n-6 25%.
Ulva tiene una proporcion muy alta de 18:3n-3 (Aguilera-Morales et al., 2005), cinco veces
mas que los otros ingredientes de la dieta suministrados a los reproductores. Los niveles altos
de 18:3n-3 podrian cambiar la proporcion n-3/n-6 en las gonadas y, por lo tanto, afectar la
produccion de eicosanoides, como la prostaglandina E>, que desempefia un papel importante
en el control de la maduracion ovérica (Rowley et al., 2005; Meunpol et al., 2007) vy,
especificamente, en la proliferacion de ovocitos y en el nivel de vitelogenina en la hemolinfa
(Sumpownon et al., 2015).

Ulva per se casi no contiene 22:6n-3, y los niveles de 20:4n-6 son mucho mas altos en los
otros ingredientes presentes de la dieta como poliquetos y mejillones, por lo que estos &cidos
grasos probablemente no se obtuvieron directamente de Ulva. Sin embargo, 20:4n-6 y 22:6n-
3 se pudieron obtener de los otros ingredientes, con la diferencia de que las hembras
alimentadas con el alga deben presentar una mayor digestibilidad y asimilacion de esos
nutrientes (Pefia-Rodriguez, 2010), ademas de un efecto protector de HUFA, gracias a la
presencia de otros componentes antioxidantes presentes en Ulva que no estan en la dieta
control como: carotenoides, esteroles, polifendles, polisacaridos sulfatados (ulvan),

minerales (Zn, Se, 1) y vitaminas (Cruz-Suarez et al., 2009; Pefia-Rodriguez et al., 2011;

Corral-Rosales, D. C., Palacios Mechetnov, E., Ricque Marie, D., Cruz-Suérez, L.E. 2019. Efectos de la Inclusién Dietaria de Ulva Clathrata Sobre el Desempefio Reproductivo en
Camar6n Blanco Litopenaeus Vannamei (Boone, 1931) en Condiciones de Produccién Comercial. En: Cruz-Suarez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G.,
Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), ~Revisiones en Nutricién de Organismos Acuaticos, Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 72-105.



90

Cruz-Suarez et al., 2013). En las membranas celulares, los antioxidantes previenen la
oxidacion de los lipidos, especialmente los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA).

Tabla 7. Perfil de principales acidos grasos de la fraccion polar de génadas (% del total de acidos grasos,
medias + ES) de hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de

maduracidn, en un periodo experimental de 45 dias

Estadio Inmadura Madura ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T EXT
16:0 231 =+ 05 236 = 0.6 221 + 05 231 =+ 0.6 NS NS NS
18:0 109 + 04 108 + 05 120 + 04 114 + 05 NS NS NS
16:1n-7 88 + 03 82 + 04 81 + 03 82 + 04 NS NS NS
18:1n-9 179 + 04 172 + 05 168 + 04 163 £+ 05 NS NS NS
18:1n-7 57 + 05 65 + 0.6 57 + 05 53 + 0.6 NS NS NS
20:1n-9 22 + 0.3 25 £ 04 30 £ 03 25 £+ 04 NS NS NS
18:2n-6 16 + 0.1 20 £ 0.2 16 + 0.1 1.7 + 0.2 NS NS NS
18:3n-3 1.2 + 0.la 19 + 0.1b 13 + 0.la 1.7 + 01b NS * NS
20:4n-6 29 + 0.2a 35 + 0.3b 31 + 0.2a 35+ 03b NS * NS
20:5n-3 94 + 06 83 + 07 95 + 06 88 + 0.7 NS NS NS
22:6n-3 8.0 £ 0.5ab 6.5 + 0.5a 83 + 0.5ab 91 + 05b ** NS *
> Saturados 36.2 + 0.7 373 + 08 36.6 + 0.7 371 £+ 0.8 NS NS NS
>MUFA 384 + 1.1 376 £ 1.2 372 + 11 358 + 1.2 NS NS NS
> PUFA 254 + 1.1 251 + 13 263 + 11 27 £ 13 * NS NS
>HUFA 211 + 09 195 + 1.1 216 = 0.9 219 + 11 * NS NS
n-3/n-6 30 £ 0.2a 22 £ 0.2b 29 + 0.2a 28 £+ 02a NS * NS

MUFA: 4cidos grasos monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos poliinsaturados; HUFA: 4cidos grasos altamente
insaturados; *Diferencias significativas (P<0.05); **Diferencias altamente significativas (P<0.01); letras

diferentes indican diferencia significativa entre medias.

Ulva incrementd el 20:4n-6 en fosfolipidos gonadales, el cual es el sustrato para la sintesis
de prostaglandinas (PG), que pueden afectar el rendimiento reproductivo, la calidad de
desove y la calidad del huevo (Coman et al., 2011; Kangpanich et al., 2016; Xu et al., 2017).
En P. monodon, el 20:4n-6 promueve el desarrollo embrionario y el desove (Coman et al.,

2011). En L. vannamei, mejora los tiempos de metamorfosis en nauplios y zoeas, aumenta la
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resistencia de los nauplios a bajas salinidades y aumenta la tasa de fertilizacion (Xu et al.,
2017). Curiosamente, 20:4n-6 fue mayor en los lipidos de las génadas en camarones
alimentados con Ulva, pero disminuyo en el grupo de control. Esto podria indicar que 20:4n-
6 se transfiere de los lipidos de reserva a los fosfolipidos cuando la gonada estd madura, tal

vez durante los pasos finales de la maduracion final, que duran varias horas (Yano, 2000).

3.5. Acidos grasos en hepatopancreas

En las proporciones de acidos grasos de la fraccion neutra del hepatopancreas de hembras no
hubo diferencias significativas entre los &cidos grasos en relacion con la etapa de maduracion,
tampoco fue significativa la interaccion entre la etapa de maduracion y el tratamiento en los
lipidos neutros del hepatopancreas (Tabla 8). Se presentaron diferencias significativas en
relacién con el tratamiento, siendo mas bajos las proporciones de 16:1n-7, 18:1n-9 y 18:2n-
6 (P<0.05) en las hembras que consumieron Ulva, mientras que la proporcion del 22:6n-3
los PUFA y HUFA aumentaron (39%, 22% Yy 30%) en la fraccion neutra de hepatopéancreas

de las hembras alimentadas con Ulva.
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Tabla 8. Perfil de principales acidos grasos de la fraccion neutra del hepatopancreas (% del total, medias +

ES) de hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de

maduracion, en un periodo experimental de 45 dias

Estadio Inmadura Madura ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T EXT
16:0 198 £+ 29 167 + 2.8 224 £ 29a 165 + 24 NS NS NS
18:0 81 £ 13 72 + 1.2 70 + 13 6.0 £+ 1.3 NS NS NS
16:1n-9 19 £ 03 1.8 £+ 0.3 14 £ 0.3 21 £ 03 NS NS NS
16:1n-7 48 + 0.4b 38 = 0.3a 49 + 0.3b 35+ 03a NS * NS
18:1n-9 74 = 0.5b 6.2 £ 0.6a 79 + 0.5b 55+ 058 NS * NS
18:1n-7 50 £ 04 42 £ 03 47 £+ 04 46 £ 04 NS NS NS
20:1n-9 37 £ 03b 29 + 0.3a 32 £ 0.3b 34 £ 03b NS * NS
20:1n-7 15 + 05 1.1 + 05 16 =+ 05 11 £+ 05 NS NS NS
18:2n-6 1.7 £+ 0.2a 1.8 + 0.2a 20 £+ 0.2b 15 + 02a NS * NS
18:3n-3 1.8 £ 05 23 =+ 06 23 £ 05 16 + 06 NS NS NS
20:4n-6 33 + 05 39 =+ 05 29 + 05 37 £ 05 NS NS NS
20:5n-3 116 = 15 133 £ 15 115 £+ 15 132 £ 15 NS NS NS
22:6n-3 148 + 17a 188 = 17b 136 = 17a 206 = 17b NS ** NS
Y 'Saturados 322 £+ 22b 275 + 27a 333 £ 27b 262 + 22a NS ** NS
>MUFA 311 £ 11 282 £ 1.1 296 £ 1.1 285 £ 1.1 NS NS NS
Y PUFA 368 + 23a 444 + 23b 371 £ 23a 453 + 23b NS ** NS
>HUFA 312 £+ 27a 382 = 27b 297 £ 27a 398 = 27b NS ** NS
n-3/n-6 42 + 08 45 + 0.8 43 + 0.8 45 + 08 NS NS NS

MUFA: 4cidos grasos monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos poliinsaturados; HUFA: 4cidos grasos altamente

insaturados; *Diferencias significativas (P<0.05); **Diferencias altamente significativas (P<0.01); letras

diferentes indican diferencia significativa entre medias.

En la fraccion polar de los lipidos del hepatopancreas (Tabla 9), solo el 20:5n-3 se vio

significativamente afectado por la etapa de maduracion y la interaccion, con niveles

reducidos en hembras inmaduras alimentadas con Ulva (14.1%) en comparacion con los otros
tratamientos (15.4-15.8%).
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Tabla 9. Perfil de principales acidos grasos de la fraccion polar del hepatopancreas (% del total, medias + ES)
de hembras L. vannamei después de ser alimentadas con o sin Ulva en relacion con el estado de maduracion,

en un periodo experimental de 45 dias.

Estadio Inmaduras Maduras ANOVA
Tratamiento Control Ulva Control Ulva E T EXT
16:0 178 + 1.0 193 + 1.0 196 + 0.8 190 + 1.1 NS NS NS
18:0 101 + 0.8 11.0 + 0.8 113 £ 0.7 103 + 0.9 NS NS NS
16:1n-9 14 + 0.1 14 + 01 13 + 01 15 + 0.1 NS NS NS
16:1n-7 47 £ 04 41 £+ 04 41 £ 04 48 £ 05 NS NS NS
18:1n-9 97 = 05 92 + 05 91 + 04 87 = 06 NS NS NS
18:1n-7 44 + 04 45 + 04 39 £+ 03 45 + 04 NS NS NS
20:1n-9 23 = 0.2 22 £ 0.2 19 £ 0.2 25 + 03 NS NS NS
18:2n-6 14 + 0.1 16 =+ 01 16 + 0.1 14 + 0.1 NS NS NS
18:3n-3 1.1 £+ 0.2 16 + 0.2 15 + 0.2 1.2 + 03 NS NS NS
20:4n-6 48 + 04 47 £ 04 47 £+ 0.3 45 £ 04 NS NS NS
20:5n-3 155 + 03b 141 + 03a 154 + 03b 158 + 03b * NS **
22:6n-3 186 + 0.8 174 = 0.8 177 = 07 181 + 09 NS NS NS
Y'Saturados 309 £+ 15 335 + 15 340 + 1.3 322 + 1.7 NS NS NS
>MUFA 251 + 15 237 = 15 226 + 1.3 242 + 1.7 NS NS NS
>PUFA 440 £ 0.7 428 + 0.7 435 £ 07 436 + 0.9 NS NS NS
>HUFA 401 = 07 381 = 07 39.1 £ 0.6 395 £ 08 NS NS NS
n-3/n-6 49 + 0.3 43 £ 0.3 49 + 0.3 50 + 04 NS NS NS

MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: &cidos grasos poliinsaturados; HUFA: acidos grasos altamente
insaturados; *Diferencias significativas (P<0.05); **Diferencias altamente significativas (P<0.01); letras

diferentes indican diferencia significativa entre medias.

3.6.Carotenoides en gonadas, hepatopancreas y masculo

Los carotenoides totales (Figura 4) aumentaron significativamente en gdnadas (A) y en
hepatopancreas (B) de hembras maduras alimentadas con Ulva 34 y 700% respectivamente,
sin tener efecto o interaccion significativa por el tratamiento. EI consumo de Ulva no afecto

el contenido de carotenoides del madsculo (C). Se reporta una correlacion significativa entre
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los carotenoides y el 20:4n-6 (r = 0.62; P<0.05) con el consumo de Ulva, pero no con el
22:6n-3, lo que podria significar que el contenido del 20:4n-6 incrementd junto con el
contenido de carotenoides, pero no el 22:6n-3.

Los carotenoides tienen propiedades antioxidantes y pueden proteger los HUFA presentes en
los ingredientes (EI-Agamey et al., 2004) y se ha reportado que los carotenoides en los
crustaceos tienen un efecto sobre la pigmentacion, como fuente de provitamina A y de
proteccién celular contra el dafio fotodinamico (EI-Agamey et al., 2004; Lifian-Cabello et
al., 2004), ademas participan en la activacion de receptores hormonales nucleares y en la
proliferacion celular (Lifian-Cabello et al., 2004). La astaxantina libre es el carotenoide
dominante en ovarios maduros y se ha informado que mejora el desarrollo del ovario, el
desove (Dall et al., 1995) y la calidad del esperma en camarones (Quinitio et al., 1996). Se
ha documentado que los carotenoides se incorporan a las lipocarotenoproteinas en el
hepatopancreas y se transportan como vitelogenina a las génadas, donde se acumula como
vitelina en los ovocitos y se utiliza durante el desarrollo lecitotrofico. El krill también tiene
una concentracion de carotenoides (2.1 mg g!) y probablemente estos niveles fueron
suficientes para la maduracion del camardn, ya que la concentracion de carotenoides en la
goénada con Ulva fue solo ligeramente aumentada. Es posible que el exceso de carotenoides
proporcionados por Ulva se transfiriera a los huevos y permita una mayor tasa de eclosion,
ya que se producen mas nauplios en hembras alimentadas con Ulva (Corral-Rosales et al.,
2018b). Los efectos benéficos sobre el desempefio reproductivo generados por el consumo
de Ulva, Spirulina (Regunathan y Wesley, 2006), Paprika (Wyban et al., 1997) y biofloc,
(Cardona et al., 2016; Emerenciano et al., 2017; Braga et al., 2018), probablemente se deban

a su alto contenido de carotenoides.
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de ser alimentadas con una dieta con o sin Ulva en relacién con el estado de maduracion, en un periodo experimental de 45
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significativamente diferentes
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4. Conclusion

U. clathrata es una fuente de nutrientes funcionales con diversas propiedades bioldgicas y
nutracéuticas que mejoran la calidad de las hembras y aumentan la capacidad reproductiva.
La inclusién de U. clathrata al 0.8% en la dieta fresca para los reproductores L. vannamei
promueve la sobrevivencia en hembras ablacionadas, aumenta la produccién de nauplios y
la tasa de eclosion y reduce el agotamiento reproductivo en hembras con desoves maltiples
bajo produccion comercial. Aumenta el contenido de lipidos en los ovarios y promueve el
desarrollo de ovocitos tardios vitelogénicos y postvitelogénicos, al mejorar la asimilacion, el
transporte y la acumulacion de acidos grasos y pigmentos (aportados por los ingredientes
frescos) durante la vitelogénesis tardia y la proteccién de estos compuestos por el aporte de
compuestos antioxidantes (pigmentos, polisacaridos sulfatados, vitaminas, polifenoles). Por
lo anterior su inclusién en una dieta fresca (en este caso en la fraccion calamar) es una
estrategia rentable para mejorar el rendimiento reproductivo en L. vannamei en condiciones

comerciales.
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Resumen

El desarrollo acelerado de la camaronicultura ha traido aparejado el empleo de modernas tecnologias, pero
también ha hecho necesario el estudio de las necesidades nutricionales de las diferentes especies de camarones
para optimizar su cultivo. En sus inicios, las investigaciones se enfocaron hacia los macronutrientes y en
particular las proteinas, no obstante, necesariamente debié ampliarse a los micronutrientes y a conocer la
funcion de las vitaminas por el papel que desempefian en el metabolismo y la fisiologia del animal. La vitamina
C es un nutriente esencial para los camarones peneidos. En comparacion con la disponible para los animales
terrestres y de los peces, existe poca informacion sobre este nutriente. En el presente trabajo, se hace una
revision de la mayoria de los resultados obtenidos por diferentes autores en aspectos como el crecimiento, la
maduracion, la inmunoestimulacion y el estrés, asi como también se analiza la interaccion entre las vitaminas
C y E, que permitiran tener una vision general y una mayor comprension sobre la importancia de esta vitamina

en la alimentacion de los camarones peneidos.

Palabras claves: camarones peneidos, vitamina C, requerimiento, interrelacion C y E,

Garcia-Galano, T., Carrillo, O., Ramos, L. y Gaxiola, G. 2019. Efecto de la VVitamina C en los Camarones Peneidos: Estado Actual del Conocimiento. En: Cruz-Sudrez, L.E., Ricque-
Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Ldépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricion de
Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Leén, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leén, México, ISBN 978-607-27-1268-3, pp. 106-131.


mailto:*tsai@cim.uh.cu

107

Introduccion

La acuicultura es uno de los sectores con més rapido crecimiento a nivel mundial y constituye
una actividad muy importante para muchos paises al ser fuente de empleo y alimento para la
poblacién. Segun la FAO (2016), en el afio 2014 se produjeron por este concepto 6.9 millones
de toneladas de crustaceos, 49 millones de toneladas de peces de escama y 16.1 millones de
toneladas de moluscos. El incremento sostenido de la produccién (FAO, 2018), trae
necesariamente la necesidad de optimizar el proceso productivo y uno de los principales retos
es disminuir los costos del alimento, que representan uno de los mayores gastos en el cultivo.
A mediados del siglo pasado, cuando los métodos del cultivo de peces se fueron
perfeccionando, es que comienza el despegue de las investigaciones cientificas en este campo
de la nutricion piscicola (Jobling, 2016) y con el inicio de la camaronicultura, se hace
necesario desarrollar esfuerzos para lograr la expansion de la acuicultura y el desarrollo del
cultivo intensivo.

El cultivo moderno de los camarones peneidos comienza en 1930 cuando Motosaku
Hudinaga logra cerrar el ciclo de vida de Marsupenaeus japonicus, se alcanza su produccion
masiva y se lleva a escala comercial. En América, Ecuador en los afios 60 y los Estados
Unidos a fines de los 60 e inicios del 70 del pasado siglo, fueron los pioneros, y basaron su
industria en Litopenaeus vannamei y Litopenaeus stylirostris (Hudinaga, 1935; Treece,
2000).

Aunque en sus inicios las investigaciones estuvieron encaminadas a estudiar los
requerimientos de los macronutrientes, particularmente las proteinas, estos estudios se
amplian hacia el papel desempefiado por las vitaminas.

El concepto de vitamina aparecié a finales del siglo X1X y el término “vitamina” le fue dado
en 1910 por Funk, quien la describid6 como “la amina necesaria para la vida”. Segun
Guillaume et al. (2001), numerosos interrogantes existen sobre la nutricion de estos
nutrientes como ¢ cuales son los sintomas de sus deficiencias? ¢cuales son los requerimientos
cuantitativos? Estas preguntas siguen teniendo total vigencia despues de haberlas formulado
hace casi 20 afios, aunque diversas investigaciones se han realizado en ese periodo que han
permitido una vision mas amplia sobre su importancia en el crecimiento, reproduccion, y

estado de salud, entre otras.
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Las vitaminas, aunque se requieren en cantidades muy pequefias, son de gran importancia
bioldgica al ser esenciales en la funcion de la mayor parte de las formas de vida animal y al
no poder ser sintetizadas por algunos organismos, deben ser adquiridas por tanto de fuentes
exogenas (Nelson y Cox, 2018).

El &cido ascérbico (AA) o vitamina C es un nutriente esencial para los camarones peneidos
(He y Lawrence, 1993), actia como un poderoso agente reductor en las células y tejidos del
cuerpo, como cofactor en las reacciones de hidroxilacion de prolina a hidroxiprolina y es un
regulador de la sintesis de esteroides (Hunter et al., 1979; Conklin, 1997; Groff y Cropper,
1999; Hayat, 2013). En la mayoria de los animales acuaticos, incluyendo a los crustaceos, el
AA debe ser suministrado a través de la dieta al no poseer la enzima L-gulonolactona oxidasa,
la cual se requiere para la biosintesis del ascorbato a partir de la glucosa como precursor
(Chatterjee, 1973; Dabrowski, 1990; Ai et al., 2006).

Las vitaminas en su funcion ejercen efectos sinérgicos y en algunos casos antagonicos entre
ellas, en las vias metabdlicas en las que participan. En el caso de la vitamina C esta bien
reconocida su relacion con la vitamina E (a-tocoferol), fundamentalmente en la funcion
antioxidante que ambas ejercen. La vitamina C participa en la regeneracion o reciclaje de la
vitamina E después de formarse el radical tocoferilo (Traber, 2014). En este proceso participa
la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP), es decir otra vitamina, en este caso la
nicotinamida.

Aun cuando se han demostrado esos efectos combinados en otras especies y se han estudiado
los requerimientos de ambas vitaminas en diferentes estadios de camarones peneidos, son
pocos los trabajos dirigidos a estudiar los efectos combinados de ambas en camarones y si
estos efectos pueden ir mas alla de la relacion antioxidante (Molina et al., 2002; Wouters et
al., 2001ab; Nguyen et al., 2011). En el presente trabajo, se hace una revision del estado
actual del conocimiento de los efectos de la vitamina C o acido ascérbico (AA) en el
crecimiento, la maduracion y calidad larval, la respuesta al estrés y la inmunoestimulacion,
asi como de su interaccion con la vitamina E, y se refleja la importancia de continuar las

investigaciones en este campo.
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Vitamina C y sus principales funciones

Crecimiento

La busqueda de altos rendimientos productivos casi siempre ha venido unida a lograr la
obtencion de elevados crecimientos, constituyendo el estudio de los requerimientos
nutricionales de una especie dada, un foco de atencidn para cientificos y acuicultores.

La incorporacion de la vitamina C en la dieta de los camarones es esencial y diversos autores
han demostrado que su inclusion incrementa el peso y la eficiencia de la alimentacion
(Deshimaru y Kuroki, 1976; Catacutan y Lavilla-Pitogo, 1994; Chen y Chang, 1994; Hsu y
Shiau, 1997; Moe et al., 2005, Niu et al., 2009) (Tabla 1). Una dieta deficiente en AA, causa
ademas de una disminucion en el crecimiento, una reduccion en la frecuencia de las mudas
0 mudas incompletas (He y Lawrence, 1993; Xu et al., 1994). Este comportamiento puede
estar asociado a las variadas funciones de la vitamina C, como su papel como agente reductor,
actuar como cofactor en muchas reacciones bioquimicas, en la formacion del exoesqueleto
de los crustaceos en el ciclo de la muda, o su papel en ciertos aspectos el metabolismo de las
proteinas (Chaterjee, 1967; Lovell, 2001; Fenucci et al., 2004).

No obstante, el empleo de diferentes derivados de la vitamina C no producen los mismos
resultados. Lee y Shiau (2002), encontraron variaciones en el requerimiento de AA de
Penaeus monodon al emplear distintos derivados, sin embargo, Ribeiro-Ferrez et al. (2012),
no sefialan diferencias en el crecimiento de Litopenaeus vannamei cuando se comparan varias
fuentes de AA. Este Gltimo comportamiento también fue observado por Moreau et al. (1998)
en P. monodon al emplear AA recubierto de silicona y L-ascorbil-2-polifosfato.

Variados niveles de incorporacion en la dieta, la inclusion de diferentes derivados del AA en
la formulacion, distintas especies estudiadas, asi como otros factores tales como la edad y
variables experimentales, entre otros, pueden ser la causa de las variaciones encontradas en
los requerimientos para lograr los maximos crecimientos. Los animales algunas veces
manifiestan un requerimiento de nutriente para maximizar la concentracion en el cuerpo, la

cual es mas alta que la que necesita para maximizar el crecimiento (Shiau, 2001).
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Especie Fuente Vit. | Requerimiento Efectos Parametros Referencia
C (mg kg dieta) observados evaluados
Penaeus monodon | C2PP 209 Mas elevadas | Concentracion Cheny Chang
GP,EAY S% | hemolinfa, HP y | (1994)
musculo
Penaeus monodon | C2MP-Mg | 100, 200 Mas elevadas | Histologia HP Catacutan y
GP, FCA, Lavilla-Pitogo
TCE, S% (1994)
Penaeus monodon | C2PP Postlarva < mortalidad Reto a colonias | Merchie et al.
3400 después shock | de Vibrio (1998)
osmatico AAcen las Pl
Penaeus monodon | C2PP Poslarva Mejora Shock salino Merchie et al.
200 condiciones (1997a)
fisiologicas
Penaeus monodon | C2PP Postlarva Incrementa Infeccion con Merchie et al.
2000 resistencia Vibrio (1997b)
estrés e
infecciones
bacterianas
Penaeus monodon | AA 2000,10000 THC, PO Lee y Shiau (2002)
C2s 157, 785 THC, PO
C2PP 210, 1050 >GPyEA THC, PO
>THC
> PO actividad
C2MP-Na | 106, 530 THC, PO
>GPyEA
2MP-Mg 40, 200 >THC THC, PO
> PO actividad
Penaeus monodon | C2PP 29.27 > GP FCA, Hsu y Shiau (1997)
concentracion
AAenel HP
C2S 73.83 >GP
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Penaeus monodon | AA 500 Crecimiento, Moreau et al.
recubierto =crecimiento S%, (1998)
silicona S% concentracion
C2PP 500 ascorbato HP y

hemolinfa
Marsupenaeus AA 3000 No se GP, EA Deshimaru y
japonicus observan Kuroki (1976)

sintomas de

deficiencias
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Tabla 1 (cont.). Requerimientos de vitamina C en camarones peneidos

Especie Fuente Requerimiento Efectos Pardmetros Referencia
Vit. C (mg kg dieta) observados evaluados
Marsupenaeus AA 50 Incrementa Infeccion con Kanazawa
japonicus resistencia Vibrio (1996)
infecciones
bacterianas
Marsupenaeus C2MP-Mg | 215, 430 Previene signos | S%, lesiones Shigueno e Itoh
japonicus clinicos de negras tejido (1988)
deficiencias subcutaneo
Marsupenaeus C2MP-Mg | Reproductores Concentracion Alava et al.
japonicus H con ablacion AA tejido y (1993)
unilateral hemolinfa
pedinculo IGS, IHS
ocular
500, 1000 H>I1GS
500 M buen
crecimiento y
S%
Marsupenaeus C2MP-Mg | Larvas Moe et al.
japonicus C2MP- 165 S%, peso, estrés | (2004)
Na/Ca Normal con bafios de
122 crecimiento formalina
Marsupenaeus C2MP- Postlarva Moe et al.
japonicus Na/Ca GP, TCE, (2005)
91.8 de AA >crecimiento tolerancia al
estrés osmotico
>800 Resistencia al y por formalina
estrés osmotico
y por formalina
Litopenaeus AA 100, 200, 400 Mejora S% en S% Conklin y Baum
vannamei relacién a un (1995)
control negativo
Mejora
Cc2s 50, 100, 200 significativamen | S%

te la S% con
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respecto a dieta

con AA
Litopenaeus C2PP 90, 120 Normal Almacenamient | He y Lawrence
vannamei contenido de oAAenel (1993)

AA enel cuerpo | cuerpo
Litopenaeus C2PP 1500 > S% Resistencia a Kontara et al.
vannamei Vibrio (1997)
Litopenaeus C2MP Postlarva Lavens et al.
vannamei 130 GP Biomasa (1999)

10, 2000 No diferencias Shock salino
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Tabla 1 (cont.). Requerimientos de vitamina C en camarones peneidos

Especie Fuente Requerimiento | Efectos Parametros Referencia
Vit. C (mg kgtdieta) | observados evaluados
Litopenaeus | Stay C-35 Reproductores Du et al. (2004)
vannamei 800 > promedio Concentracion
desoves/h AA en Hp,
> tasa de ovario y huevos
eclosion
> tasa
fertilizacion
Litopenaeus | C2PP 191 GP TCE Niu et al. (2009
vannamei 360, 436 > resistencia Oxigeno
bajos niveles disuelto
oxigeno
Litopenaeus | C2MP-Mg 100 >S% Histologia Montoya y
vannamei Previene tejidos, Molina (1995)
sintomas frecuencia
clinicos de mudas, FCA
deficiencias
Litopenaeus | AA cristal 180, 260 No hubo Crecimiento, Ribeiro Ferrez et
vannamei AA revestido diferencias S%, retencion al. (2012)
AA entre las proteica y salud
monofosfato fuentes y camarones
AA PEG niveles
(polietileno-
glicol)
Litopenaeus | C2PP 14, 48, 84, 305 GP, Chen et al.
vannamei y 639 de AA = crecimiento | hematoldgicos, | (2017)
actividad
308 de AA antioxidante,
Incrementa cambios salinos
S% después
estrés salino
Camarones Estable y Cria larval Crecimiento y Merchie et al.
peneidos biodisponible | Nursery S% normal (1997)
20-130
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Incrementa
1500 resistencia al
stress y las
enfermedades

AA: 4cido ascorbico; AA: monofosfato (2-monofosfato calcio sal de L-acido ascorbico); Acido ascorbico PEG:
(polietilen glicol); C2MP-Mg: (L-ascorbil-2-monofosfato-Mg); C2MP-Na: (L-ascorbil-2-monofosfato-Na);
C2PP: (L-ascorhil-2-polifosfato); C2S: (L-ascorhil-2-sulfato); EA: eficiencia de la alimentacion; FCA: factor
conversion alimento; GP: ganancia en peso; H: hembra; HP: hepatopancreas; IGS: indice gonado-somatico; M:
macho; PO: actividad fenoloxidasa; S%: sobrevivencia; Stay C-35: derivado estable, mayormente monofosfato;
TCA: tasa de crecimiento especifica; THC: conteo total hemocitos
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Maduracion. Huevo y Larvas

En el cultivo del camaron, lograr una exitosa maduracion gonadal, huevos de calidad y una
alta sobrevivencia larval, es uno de los principales objetivos del productor.

Entre los métodos mundialmente establecidos para alcanzarlos esta la manipulacion
hormonal, principalmente la ablacion unilateral de los pedinculos oculares de los camarones,
con el fin de reducir los niveles circulantes de la hormona inhibidora de las gonadas. Sin
embargo, en la actualidad se llevan a cabo estudios destinados a la utilizacion de métodos
alternativos a la ablacion ocular, menos agresivos y que logren resultados productivos
similares (Ramos et al., 2019). La manipulacion nutricional es otro aspecto muy importante
a tener en cuenta, que influye principalmente en la calidad y cantidad de huevos desovados,
asi como en la calidad y sobrevivencia de las larvas (Bray y Lawrence, 1992). Una nutricion
adecuada es un factor fundamental en esta etapa, sin embargo, es limitado el conocimiento
con respecto a otras fases de vida, siendo generalmente los requerimientos dietéticos mas
elevados en la maduracion sexual que en la etapa no reproductiva de los adultos o en la fase
juvenil (Harrison, 1990; Wouters et al., 2001, Dawood y Koshio, 2018).

Las investigaciones sobre los efectos de la vitamina C han estado encaminadas
principalmente hacia la etapa juvenil, pero hay evidencias de que los requerimientos de los
animales poiquilotermos parecen estar relacionados directamente con su tasa metabolica y
varian con el crecimiento (Matsusiewicz et al., 1994; Gabaudan y Verlhac, 2001).

La importancia de incluir la vitamina C en la alimentacion de reproductores de Marsupenaeus
japonicus ya habia sido mencionado por Alava et al. (1993), quienes reportaron que una dieta
deficiente en AA retardaba la maduracion gonadal. Cahu et al. (1995), evaluando el efecto
de los acidos grasos poliinsaturados, la vitamina E y la C en la dieta de los reproductores de
Fenneropenaeus indicus, sefialan que estos nutrientes son indispensables para alcanzar
embriones y larvas de calidad, siendo necesario administrarlos en concentraciones
adecuadas. Ellos relacionaron las altas tasas de eclosion con altos niveles de AA en los
huevos. Wouters et al. (2001) también plantean la importancia de estos 3 nutrientes e indican

particularmente la de la vitamina C en el desarrollo del huevo y la eclosion de L. vannamei.
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Cahu (2000) sugiere que, para asegurar el éxito de la reproduccion, la concentracion de AA
en la dieta debe ser superior a 450 mg kg™

Du et al. (2004), investigando el comportamiento reproductivo en L. vannamei reportan que
el promedio diario de desoves por hembra, la tasa de fertilizacion y la tasa de eclosion se
vieron afectadas significativamente por los niveles dietéticos del AA, demostrando la
necesidad de suplementarlo en la dieta para obtener buenos resultados en la maduracion
ovarica y el desarrollo reproductivo.

Escasos son los trabajos que evaltan la influencia de las vitaminas en la calidad del
espermatoforo y el esperma de los machos en cautiverio. Alfaro-Montoya (2010) en una
revision de las condiciones reproductivas de los machos de camarones del género Penaeus,
indica la poca atencion que ha recibido el estudio de sus requerimientos nutricionales cuando
se compara con las hembras, aunque ya se ha indicado la importancia de las vitaminas C y E
en el mantenimiento de la calidad espermatica de Litopenaeus setiferus (Leung-Trujillo y
Lawrence, 1988; Chamberlain, 1988) y se ha sefialado que las dietas cominmente ofrecidas
a los reproductores de las unidades de maduracién de L.vannamei resultan en un deficiente
suministro de vitaminas y minerales que afecta la calidad espermatica (Pérez-Velazquez et
al., 2003).

Inmunoestimulacién. Respuesta al estrés

Con el desarrollo explosivo de la industria camaronera y el empleo de nuevas técnicas para
incrementar la produccion, se hace necesario mantener la salud de los organismos. Diferentes
tecnologias se han implementado y variadas practicas de alimentacién son utilizadas donde
se emplean diferentes componentes en la formulacion de la dieta, tales como los
inmunoestimulantes, los cuales activan el sistema inmune de los animales.

Los camarones poseen un sistema de defensa innato o no especifico con componentes
celulares y humorales, empleando la aglutinacion de la hemolinfa, los factores hemoliticos,
las lectinas, el sistema profenol-oxidasa (proPO) y las especies reactivas del oxigeno para
inhibir y eliminar cualquier microorganismo extrafio que represente un peligro para el
hospedero (Zang et al., 2009; Xian et al., 2010; Wu et al., 2016).
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Diferentes inmunoestimulantes son empleados en la acuicultura, entre ellos los polisacaridos,
oligosacaridos, nutrientes, péptidos antimicrobianos, hierbas y microorganismos.

Diversos autores han indicado el papel de la vitamina C como inmunoestimulante (Lee y
Shiau, 2002a; Quiao et al., 2011) lo cual pudiera estar relacionado con su accién como
antioxidante.

Lee y Shiau (2002) demostraron gque la vitamina C es un inmunoestimulante para P. monodon
al comprobar que dietas conteniendo ascorbato producian respuestas inmunes mas elevadas
(conteo de hemocitos totales, actividad fenol-oxidasa) que en camarones deprimidos de AA.
Una combinacién de beta 1.3/1.6 glucano y vitamina C produjeron el mejor efecto aditivo en
inducir la respuesta inmune no especifica en L. vannamei (Wu et al., 2016)

El incremento de la vitamina C en el alimento mejora la respuesta de los hemocitos al
estallido respiratorio y el crecimiento, previniendo la acumulacién de cobre (Cu) en los
tejidos de P. monodon mantenidos con altos niveles dietéticos de Cu (Lee y Shiau, 2003).
Lightner et al. (1979) indicaron que la enfermedad conocida como “muerte negra”, donde se
observan manchas negras bajo la cuticula, es producida cuando los camarones sometidos a
cultivo son alimentados con dietas deficientes en AA. Quiao et al. (2011) encontraron que la
vitamina C mejora la actividad inmune y la capacidad de resistencia a la vibriosis,
aumentando significativamente la actividad fenoloxidasa, super oxido dimutasa, peroxidasa
y antibacteriana en L. vannamei. El incremento de la resistencia a infecciones bacterianas en
camarones alimentados con dietas suplementadas con AA también ha sido sefialado por
Shigueno e Itoh (1988), Kanazawa (1996) en M. japonicus, por Merchie et al. (1997) en
postlarvas de P.monodon y Montoya y Molina (1995) y Kontara et al. (1997) en L. vannamei.
Diferentes factores ambientales como los contaminantes o pardmetros fisico-quimicos
pueden afectar la respuesta inmune de los crustaceos al provocar condiciones de estrés (Le
Moullac y Haffner, 2000). La capacidad antioxidante y la tolerancia al estrés salino fueron
estudiadas por Chen et al. (2017) y encontraron que las actividades de las enzimas glutation-
reductasa y la glutation peroxidasa se vieron significativamente afectadas por los niveles
dietéticos de la vitamina C. Cambios agudos en la salinidad pueden causar estrés en los
camarones y generar una produccion masiva de radicales libres que pueden hacerlos

susceptibles a contraer enfermedades.
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Moe et al. (2004) encontraron un normal crecimiento en larvas de M.japonicus sometidas a
estrés con bafios de formalina, mientras que L.vannamei tiene una mayor resistencia a bajos
niveles de oxigeno disuelto con concentraciones de L-acorbil-2-polifosfato de 360, 436 mg
kg de dieta (Niu et al., 2009).

Garcia-Galano et al. (2007) al evaluar el efecto del lipopolisacarido (LPS) de Escherichia
coli y del amonio disuelto en las concentraciones de AA en el musculo y el hepatopancreas
de Litopenaeus schmitti, sefialaron un incremento en la demanda de AA en los tejidos
analizados y sugieren que esto resultaria en un mayor requerimiento de vitamina C para

responder al estrés causado por el LPS y el amonio, respectivamente.

Interaccion entre las vitaminas Cy E

La vitamina E es un nutriente esencial para los camarones, como para la mayoria de las
especies animales. Pertenece al grupo de vitaminas liposolubles, con ocho vitameros
naturales: los a, B, 0 y y-tocoferol y a, B, 6 y vy tocotrienoles, se sintetiza solamente por las
plantas. Esta vitamina posee actividad antioxidante y en diferentes especies animales se ha
encontrado que regula la expresion de genes relacionados con una amplia gama de funciones
celulares y efectos en el sistema inmune pero no se ha profundizado en este aspecto en
camarones. El vitimero con mayor actividad bioldgica es el a-tocoferol.

Aunque el papel principal que se le ha atribuido a esta vitamina es su capacidad antioxidante,
la misma desarrolla otras funciones no siempre asociadas al efecto antioxidante.

Las fuentes naturales de la vitamina E son los aceites vegetales; las semillas de girasol
contienen casi exclusivamente a-tocoferol, el aceite de soya es rico en a, 8 y ¥ tocoferoles y
el de palma contiene tocotrienoles y a-tocoferol.

La vitamina E es un potente secuestrador de radicales libres y protege especialmente a los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) de la oxidacion. El radical
tocoferilo producido en este proceso reacciona con la vitamina C y de esta manera la vitamina
E retorna a su estado original mientras la vitamina C se oxida. La regeneracion de la vitamina

E es un mecanismo fisioldgico relevante (Traber 2014) (Fig. 1).
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Figura 1. Regeneracion de la vitamina E por accion de la vitamina C y el NADP.

ADPH

Aun cuando se ha demostrado de forma fehaciente la relacion entre la vitamina C y la E,
existen pocos resultados sobre el efecto combinado de estas vitaminas in vivo en camarones

peneidos. (Tabla 2).

Los experimentos realizados por Cahu, Cuzon y Quazugel en 1995 con el objetivo de estudiar
el efecto de &cidos grasos altamente insaturados (HUFA, por sus siglas en inglés), a-tocoferol
y acido ascérbico en dietas para reproductoras sobre la calidad de los huevos, el desarrollo
embrionario y el desove, mostraron que la concentracion dietética de HUFA, a- tocoferol y
acido ascorbico afectaron significativamente la concentracion de estos nutrientes en los
huevos. Los autores analizan lo encontrado por otros investigadores en cuanto a las relaciones
entre el nivel de HUFA y a-tocoferol y en cuanto al papel antioxidante del acido ascorbico y
el a-tocoferol que protege a las membranas de la oxidacion y degradacién por radicales libres.
Molina et al. (2002) estudiaron el efecto combinado de estas dos vitaminas sobre la salud de
L. vannamei estimulados con B-glucanos y desafiados contra el Virus de la Mancha Blanca.
Los investigadores utilizaron 15 dietas con diferentes cantidades de vitaminas C (50, 150 y
450 mg kg™t) y E (50, 100, 250, 500 y 1000 mg kg™). Las dietas fueron suministradas por 21
dias y 12 dias mas con 75 ppm de B-glucanos. Para las pruebas de desafio se utilizaron los
animales con mejor respuesta inmunitaria. Los animales que presentaron la menor tasa de
mortalidad por el Virus de la Mancha Blanca y mejor respuesta inmune fueron los de las
dietas que contenian 150 mg de vitamina E con 500 de vitamina C por kg de dieta y 50 mg
vitamina E con 50 mg vitamina C con 75 de B-glucanos. Del trabajo anterior puede deducirse
que es muy importante la cantidad relativa de vitamina C/vitamina E y deducen que a bajos

niveles de vitamina E se hace necesario aumentar la cantidad de vitamina C con respecto a
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la actividad de superoxido dismutasa, mientras que con los valores mas altos de vitamina E
se incrementd la actividad fenol oxidasa a las mas bajas concentraciones de vitamina C.
Aunque se evidencia en este trabajo que existe una relacion funcional entre ambas vitaminas
resulta dificil obtener conclusiones generalizadoras.

Nguyen et al. (2011) investigaron las interacciones de las vitaminas C y E en el
comportamiento reproductivo y la calidad de las larvas en M. japonicus. En esta investigacion
midieron las concentraciones de las vitaminas en hepatopancreas, ovarios, musculos y
huevos, como otra forma de evaluar sus efectos. Los autores consideraron que este fue el
primer reporte del efecto cooperativo de las vitaminas C y E para todo el proceso
reproductivo en camarones peneidos. Se demostrd que la suplementacion con vitamina C y
E en dietas para reproductores mejor6 el comportamiento reproductivo y la velocidad de
metamorfosis de nauplio a zoea I; el efecto cooperativo de la vitamina C sobre la E se observo
en tejidos y huevos de las hembras, pero es dependiente del status de la vitamina C y E en
los tejidos; la vitamina E puede tener también la habilidad de cooperar con la C y también
depende de la concentracion de la vitamina C en los tejidos.

En los huevos de M. japonicus, el efecto cooperativo de la vitamina E sobre la vitamina C
dependid del status de la vitamina C en los huevos. A los niveles dietéticos més altos de
vitamina C la concentracion de esta vitamina cambi¢ significativamente cuando variaron los
niveles de vitamina E. El efecto cooperativo de la vitamina E sobre la vitamina C en los
huevos fue condicional y solo se observo a niveles de vitamina C por encima de 500 mg kg-
1 de dieta.

Ruff et al. (2002) estudiaron el efecto de combinaciones de las vitaminas E, C y HUFA en
dietas para postlarvas (PL19) de L. vannamei. Los autores no pudieron llegar a conclusiones
sobre la posible interaccidn entre la vitamina E y la vitamina C en los tratamientos utilizados.
La dieta que contenia 2% de aceite de pescado, 200 mg kg de a-tocoferol y 100 mg kg™ de
acido ascérbico mostré un mejor crecimiento que la que contenia 5% de aceite de pescado,
200 mg kg de a-tocoferol y 100 mg kg de 4cido ascorbico. La dieta que contenia 5% de
aceite de pescado 900 mg kg o-TA and 100 mg kg™ AA tuvo niveles mas elevados de
acidos grasos poliinsaturados de la serie ®-6 que la de 5% de aceite de pescado con 200 mg

kg™! de a-tocoferol y 100 mg kg de acido ascérbico. El estado oxidativo de los tejidos de
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las postlarvas fue igual en todos los tratamientos. Los niveles de a-tocoferol y acido ascorbico
en los tejidos fueron altamente dependientes de sus niveles en la dieta y no se encontrd
correlacion entre los niveles de ambas vitaminas.

Probablemente el efecto encontrado en los niveles mas altos de acidos grasos serie ®-6 en la
dieta con 900 mg kg a-TA se debié al efecto protector de la peroxidacion que ejercio la
vitamina E.

Wouters et al. (2001) al estudiar el contenido de lipidos, los lipidos por clase, el contenido
de &cidos grasos y de las vitaminas C y E durante diferentes etapas de la maduracion sexual,
observaron que la concentracion de vitamina C en los ovarios, inmaduros, madurando y
maduros era alta y superior a la informada por otros autores, lo que atribuyeron a diferencias
en la dieta. El andlisis de sus resultados los llevo a sugerir que la vitamina E se utiliza durante
el desarrollo del huevo y la eclosion. Cahu et al. (1995) consideraron que las altas
concentraciones de vitamina C encontradas en los huevos de Fenneropenaeus indicus,
inducen una mejor eclosion ya que en esta etapa la vitamina juega un papel beneficioso para
el desarrollo embrionario, debido a su participacion en la hidroxilacion de la lisina y la
prolina durante el proceso de sintesis de colageno. Los autores encontraron un incremento en
la concentracidn de vitamina E en el ovario durante la maduracion sexual de L. vannamei por
lo que le atribuyeron un papel importante en el proceso de maduracién. La reduccién en los
ovarios después del desove y la recuperacion de los niveles en los nauplios aporta mas
evidencias de la importancia de la vitamina en el desarrollo larval y enfatizan la importancia
de esta vitamina como constituyente de las membranas celulares. Aunque hasta este momento
el andlisis de ambas vitaminas se baso en funciones independientes, los autores consideran
que puede haber un efecto sinérgico entre ambas en su papel como antioxidantes que se
justifica por la disminucion de los niveles de acido ascorbico y aumento de los de a-tocoferol
en nauplios, justificado por la recuperacion que ejerce el acido ascorbico en la regeneracion
de a-tocoferol después de la oxidacion.

Darvishpour et al. (2012), al estudiar los efectos individuales y combinados de las vitaminas
A, E y C en postlarvas de L. vannamei alimentadas con Artemia spp. enriquecida, no
encontraron una mejor respuesta en el tratamiento combinado en cuanto a crecimiento y

sobrevivencia, ni después del estrés salino. Aunque las tres vitaminas individualmente
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mostraron efectos positivos en alguno de los parametros, especialmente la vitamina E en el
crecimiento y la sobrevivencia de las postlarvas.

Como puede observarse al analizar las investigaciones relacionadas con las interacciones
entre las vitaminas C y E, aun persisten lagunas en cuanto a la cantidad relativa recomendada
para observar los efectos cooperativos entre ambas, aunque si queda claro que
individualmente son esenciales para los camarones en cuanto a crecimiento, sobrevivencia y
comportamiento reproductivo. Otro aspecto importante a considerar es el nivel de &cidos

grasos poli y altamente insaturados que contenga la dieta.

Tabla 2. Interacciones entre las vitaminas Cy E

Especie Fuente Niveles de Efectos Parametros Referencia
vitaminas | ambas vitaminas | observados evaluados
E/C empleados en
las dietas
Fenneropenaeus DL-a- HE-600 mg kg* | Aumento del Lipidos, 4cidos | Cahu et al.
indicus tocoferil LE-0 mg.kg™; a-tocoferil grasos (1995)
hembras acetato/AA | HC-2500 acetato en poliinsaturados,
reproductoras encapsula- | LC-1000 huevos y nimero de
do 30 mg aceite de | 6rganos, mejor | huevos por
higado de eclosion con la | desove
bacalao concentracion
mas alta de
AA
Fenneropenaeus Etapas de la lipidos, lipidos Woulters et al.
indicus maduracion por clase, acidos | (2001b)
hembras sexual grasos,
reproductoras vitaminas C y E.
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Especie Fuente Niveles de Efectos Parametros Referencia
vitaminas | ambas vitaminas observados evaluados
E/C empleados en
las dietas
Litopenaeus 150 mg.kgt de | Mejor anion superoxido, Molina et al.
vannamei, vitamina E con respuesta actividad (2002)
juveniles 500 de vitamina | inmunitaria fenoloxidasa
Cy50 mg kgt | frentea actividad
de vitamina E desafio con antibacteriana
con 50 de VMB proteinas totales,
vitamina C + 75 conteo de
de B-glucanos. hemocitos
L. vannamei Acetato de | 2% de aceite de | Crecimiento Estado oxidativo Ruff et al.
PL 19 o- pescado, 200 Niveles de las | AGPI serie -6 (2002)
tocoferol mg kg™' de a- vitaminas en
AA tocoferol y 100 | los tejidos. No
mg kg ' de se encontrd
acido ascdrbico | correlacion.
mostré el mejor
resultado.
L. vannamei vitamina T2: AE con No hubo Longitud total, Darvishpour et
postlarvae E/palmita- | vitamina C diferenciasen | TCE, S%, Estrés al. (2012)
to de T3: AE convit. | la longitud salino
ascorbilo EyT4: AE con | total, mayor
vitaminas A, E pesoy TCE en
yC T3; después
del estrés
salino la mejor
SRenT3.
Marsupenaeus DL-a- vitamina C 0, Aumento de la | Comportamiento Nguyen et al.
japonicus tocoferol 500y 1000 mg | velocidad de reproductivo, (2012)
hembras [AA kg?; vitamina E | metamorfosis | calidad de las larvas

0, 300 y 600

de nauplio a

y concentracion de
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zoea 1. Efecto | las vitaminas en el
cooperativo cuerpo
entre ambas

vitaminas.

Abreviaturas
AA: acido ascorbico; AE: Artemia enriquecida; AGPI: acidos grasos poliinsaturados; HC: dietas altas en
vitamina C; HE: dieta alta en vitamina E; LC: dietas bajas en vitamina C; LE: dieta baja en vitamina E; S%:

sobrevivencia; TCS: Tasa de crecimiento especifica; VMB: virus de la mancha blanca
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Conclusiones

La literatura existente demuestra la esencialidad de la vitamina C para los camarones
peneidos. Su efecto en el crecimiento, la maduracion, la inmunoestimulacion y el estrés y las
interrelaciones de las vitaminas C y E varian con las especies, la forma y proporcién de
suministrar ambas vitaminas, entre otras causas. Futuras investigaciones deben realizarse en
cada uno de estos aspectos para una mayor comprension de los mecanismos que regulan estos

comportamientos.
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Resumen

Los Centropomidos son especies tropicales-subtropicales, su distribucion se encuentra restringida al continente
americano. Son importantes recreativa y comercialmente; principalmente por las pesquerias riverefias
(riberefias)?. Los Centropomidos son eurihalinos, de rapido crecimiento, se adaptan al cautiverio, consumo de
alimento inerte y su carne es de gran calidad nutricional, estas caracteristicas las hacen candidatas para la
acuicultura. De las 12 especies que componen el género s6lo cuatro han sido de interés por los investigadores;
las de mayor tamafio (Centropomus undecimalis, C. parallelus, C. viridis y C. poeyi), principalmente en el
establecimiento de los protocolos de reproduccidn y cria larvaria. Por otra parte, sélo en C. undecimalis y C.
parallelus se ha profundizado en los aspectos nutricionales, los cuales se han enfocado en determinar los
requerimientos de proteina dietética y la blsqueda de fuentes de proteina alternas a la harina de pescado en la
formulacién de alimentos balanceado. En el presente trabajo se hace una revision general del estado del

desarrollo acuicola actual de los Centropémidos.

Palabras claves: Centropémidos, nutricion, salinidad.
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Introduccion

La acuicultura es el sector productor de alimentos con el crecimiento mas alto y el cultivo de
peces es una de las actividades que estd en constante incremento (FAO, 2018). Los
Centropomidos son importantes recreativa y comercialmente importantes para las pesquerias
(Caballero-Chavez, 2012; Maldonado-Garcia et al., 2005; Motta et al., 2016; Muller &
Taylor, 2012). Son especies candidatas para la acuacultura, debido a su alto valor nutricional,
rapido crecimiento, adaptacion al cautiverio y al consumo de alimento inerte (Tucker et al.,
1985; Tucker, 1987a). El género Centropomus esta conformado por 12 especies, seis se
encuentran en el Atlantico Occidental (C. undecimalis, C. mexicanus, C. paralellus, C. poeyi,
C. pectinatus y C. ensiferus) y el resto en el Pacifico Oriental (C. viridis, C. unionensis, C.
robalito, C. medius, C. armatus y C. nigrescens) (Rivas, 1986), s6lo a C. undecimalis y C.
parellelus se les ha puesto gran interés en desarrollar su tecnologia de cultivo (Alvarez-
Lajonchére & Tsuzuki, 2008), pero principalmente a C. undecimalis (Alvarez-Lajonchére &
Taylor, 2003; Alvarez-Lajonchere & Ibarra-Castro, 2013). En la ultima década C. viridis y
C. poeyi han sido de interés por los investigadores, principalmente en el establecimiento de
los protocolos de reproduccion y cria larvaria (Ibarra-Castro et al., 2017; Vidal Lopez et al.,
2019). Por otra parte, en C. nigrescens y C. ensiferus solo se ha tratado de establecer la mejor
condicidn de cultivo en funcion de la condicién de salinidad (Nonell, 1995; Suarez-Bautista
& Rodriguez-Forero, 2015).

Sin embargo, el estado actual del desarrollo acuicola de los Centropémidos se ha enfocado
en establecer los protocolos de reproduccion y cria larvaria, dejando de lado el desarrollo
nutricional. En este trabajo se realiza una revision general del estado actual del desarrollo de

la tecnologia de cultivo de los Centropémidos, considerando todos los aspectos relacionados.

Ecologia de los Centropomidos

Los Centropomidos son peces tropicales-subtropicales, catalogados como estenotermos, la
temperatura minima letal reportada es de 15°C (Gilmore et al., 1978), presentan una

reproduccion de tipo hermafrodita protandrica (Freitas & Abilhoa, 2017; Gassman et al.,
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2016; Taylor et al., 2000; Vidal-Lépez et al., 2019), por lo tanto, las hembras son mayores

que los machos (Tabla 1). La reproduccion se lleva a cabo en zonas de alta salinidad, en

estuarios o0 en la costa (Peters et al., 1998), los periodos de reproduccién se encuentra

principalmente influenciados por la temperatura del agua y la presencia de lluvias. La

temperatura afecta la reproduccion en forma latitudinal (Tabla 1) y la presencia/ausencia de

lluvias puede desfasar la temporada de reproduccién (Andrade et al., 2013 ;Loran-Nufiez et

al., 2012). La lluvia transporta materia organica, limos y arcillas del continente hacia la costa

(Loran-Ndfez et al., 2012), lo que origina un aumento en la concentracion de clorofila a

(productividad primaria) (Andrade et al., 2013), condicion que da lugar a la aparicion de una

trama tréfica, lo que asegura la supervivencia de las larvas y juveniles de los Centropémidos
(Aliaume et al., 2000).

Tabla 1. Temperatura del agua, talla de madurez, relacién macho: hembra y temporada de

reproduccion de los Centropémidos.

Especie Picos de | Talla de madurez | Relacion Temperatura | Autor

reproduccion (cm) A3:9) (°C)
C. ensiferus febrero-abril Q=260LT 1:3.3 - Gassman et al. (2016)
(Venezuela) Agosto- 8=215LT

septiembre
C. undecimalis Febrero Q@=736LT 15:1 - Gassman et al. (2016)
(Venezuela) 8=593LT
C. pecnitatus Junio-agosto 240 LT 1:1.4 <26 Freitas &  Abilhoa
(Brasil) (2017)
C. medius Septiembre -1 $=39.0 1:1.6 >22 (Maldonado-Garcia et
(México) noviembre 4=33.0 al. (2005)
C. poeyi Junio-agosto Q=789LT 1:2.1 28-31 Loran-Nifiez et al.
(México) 4=727LT (2012)
C. undecimalis | Junio-agosto Q=81.6LT 1:0.9 28-31 Loran-Nifiez et al.
(México) 3=773LT (2012)
C. undecimalis | Julio-septiembre - 11 25-30 Taylor et al. (1998)
(EUA)
C. undecimalis Mayo-julio Q =434-560 LS - >22-23 Peters et al. (1998)
(EUA) d =330-348 LS
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C. undecimalis | Julio-agosto Q=80.0LF 1:0.68 28-30 Perera-Garcia et
(México) 3 =60.0LF (2011)

al.,

LS = Longitud estandar.
LF = Longitud furcal.
LT = Longitud total.

Los Centropomidos, durante la etapa juvenil habitan rios, marismas, pastos marinos y zonas
de manglar, donde la temperatura puede variar de 16-35.6°C, la salinidad de 0-30 ups y las
condiciones de oxigeno disuelto pueden ser andxicas hasta muy oxigenadas (Aliaume et al.,
1997; Gilmore et al., 1983; McMichael et al., 1989). Los Centropdmidos presentan habitos
carnivoros y son catalogados como depredadores generalistas, durante las primeras fases de
desarrollo (juveniles tempranos) se alimentan del zooplancton (principalmente copépodos),
posteriormente en etapas mayores prefieren peces y crustaceos (Aliaume et al., 1997; Blewett
et al., 2006; Contente et al., 2009; Dutka-Gianelli, 2014; Flores-Ortega et al., 2015; Gilmore
et al., 1983; McMichael et al., 1989; Tonini et al., 2004).

Reproduccion en cautiverio de Centropémidos

La reproduccidn del género Centropomus en condiciones de laboratorio se ha limitado a unas
cuantas especies, las de mayor tamafio: C. undecimalis (Cruz-Botto et al., 2018; Ibarra-
Castro et al., 2011), C. parallelus (Alvarez-Lajonchére et al., 2002), C. poeyi (Vidal Lopez
et al., 2019) y C. viridis (Ibarra-Castro et al., 2017). La reproduccion en cautiverio se
caracteriza por llevarse a cabo en condiciones estables de salinidad (agua marina),
temperatura (27-29°C) y fotoperiodo (natural). Sin embargo, aunque la maduracion sexual y
desarrollo gonadal ocurren, la fase de maduracion final de los ovocitos en la gonada femenina
no finaliza, esto evita que se lleve a cabo el desove natural. Los mecanismos endocrinos que
permiten el desarrollo gonadal y los desoves naturales dependen de la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) por el hipotadlamo, la GnRH estimula la
liberacion de las gonadotropina (GtH | y II) por la glandula pituitaria; la hormona
estimuladora folicular (FSH o GtH 1) estimula la secrecion de la hormona 173-estradiol (E2)

en la gonada (Figura 1), la cual da inicio a la vitelogénesis; la hormona luteinizante (LH o
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GtH I1) regula la maduracién final de ovocitos (FOM) (Mylonas & Zohar, 2000). En los
peces en cautiverio la ausencia en la liberacion de la LH por la pituitaria no permite la FOM
y evita el desove natural (Mylonas et al., 1997). Los peces del género Centropomus que han
sido reproducidos en cautiverio necesitaron de la aplicacion de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRHa), hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRHa) y
gonadotropina coridnica humana (hCG) para poder llegar a la fase de maduracion final de
ovocitos (FOM) y estimular el desove (Tabla 2).

FSH

MIS (DHP or 20B-S)
MPF (cdc2 kinase and cyclin B)

Estradiol-17p

MIS

Vitellogenins
Choriogenins

Figura 1. (a) Vison general de la cadena endocrina, eje cerebro-pituitaria-gonada en hembra de

Central GV Migrating Peripheral Breakdown Ovulation

peces durante la fase de vitelogenensis. (b) Vision general del eje cerebro-pituitaria-gonada durante

la maduracion final de ovocitos y ovulacion. Tomado de Yaron & Levavi-Sivan (2011).

Las estrategias de reproduccion en los peces del género Centropomus en condiciones de
cautiverio varian en funcion del estudio. Los reproductores pueden ser capturado del medio
en temporada de reproduccion (Cerqueira & Tsuzuki, 2009) o con anticipacion y mantenerlos
como reproductores de planta, sin embargo, lo anterior involucra una previa alimentacion
antes de la temporada de reproduccion (Alvarez-Lajonchére et al., 2002; Ibarra-Castro et al.,
2011; Ibarra-Castro et al., 2017). En cautiverio la alimentacion es un factor limitante en la

fecundidad de los peces (Scott, 1962), las estrategias de alimentacion de los reproductores
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son raramente descritas en las publicaciones, solamente Ibarra-Castro et al. (2011) han
descrito el regimen alimenticio que utilizaron en C. undecimalis, el cual consistio en una
combiacion de alimento comercial, suplementos vitaminicos, &cidos grasos esenciales y

pescado fresco.

Tabla 2. Hormonas estimuladoras de la maduracion final de ovocitos y dosis en la reproduccion del

género Centropomus.

Hormona Dosis Especie Autor

LHRHa 50 ug kgt C. parallelus Alvarez-Lajoncherei et al. (2002)
GnRHa 121 pg kgt C. undecimalis Ibarra-Castro et al. (2011)
LHRHa 130 mg kg C. viridis Ibarra-Castro et al. (2017)

hCG 0.5-1ug? C. undecimalis Tucker (1987)

LHRHa 200 pg fisht C. poeyi Vidal Lopez et al. (2019)

Uno de los principales desafios que podria enfrentar la reproduccién de Centropémidos
obtenidos en cautiverio (F1) es la disponibilidad de un lote de hembras, debido a su tipo de
reproduccion hermafrodita protdndrica. Sin embargo, en la Ultima década se ha puesto
especial interés en la evaluacion de la hormona esteroide sexual femenina 17p-estradiol (E2)
sobre la reversion sexual de los Centropdmidos en los que se ha logrado llevar a cabo su
reproduccion, a excepcién de C. viris. Los estudios se han enfocado en evaluar la dosis
efectiva y tiempo 6ptimo de aplicacion, los resultados han sido exitosos, se ha obtenido hasta

un 100% de reversion sexual en C. parallelus, C. poeyi y C. undecimalis (Tabla 3).

Tabla 3. Dosis y tiempo de aplicacion de la hormona 17B-estradiol en la feminizacion de los

Centropémidos.

Especie Dosis de 17p-estradiol Reversion | Peso | Tiempo | Autor
(%) (9) (dias)
C. undecimalis | 50 mg kg* en alimento 93 46.8 21 Vidal-lépez et al. (2012)
C. parallelus 25 mg kg en alimento 100 339 |45 Carvalho et al. (2014)
C. undecimalis | 0.5 mg kg*en implante 100 383.0 | 90 Passini et al. (2016)
C. poeyi 50 mg kg en alimento 100 30.1 60 Vidal Lopez et al. (2019)
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Estrategias de alimentacion durante la cria larvaria en Centropémidos

La alimentacion es el principal problema del cultivo en cautiverio de las larvas de peces,
debido al tamafio de particula del alimento y calidad nutricional. El uso de organismos vivos
es comunmente utilizado en los primeros dias de cultivo de larvas de peces después de
consumir por completo las reservas del saco vitelino, en ese momento los aminoacidos libres
juegan un papel importante durante la transicion de la alimentacion enddgena a exdgena,
debido a que son utilizados como sustratos energeticos y sintesis de proteina al mismo tiempo
(Fyhn, 1989). La artemia y los rotiferos son cominmente utilizados como alimento vivo,
pero nutricionalmente son deficiente en &cidos grasos polinsaturados como el acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA), por la tanto, se enriquecen con
una emulsion de acidos grasos polinsaturados de origen de pescado o son alimentados con
microalgas ricas en estos acidos grasos (Leger et al., 1986). Los &cidos grasos polinsaturados
son importantes para un adecuado desarrollo, respuesta inmune y supervivencia en las larvas
de peces (Sargent et al., 1997).

En cautiverio, las larvas de C. undecimalis eclosionan a las 48 horas después de la
fertilizacion y 36 horas después de la eclosion el saco vitelino es completamente absorbido,
en ese momento las larvas ya presentan boca e intestino funcionales (Ibarra-Castro et al.,
2011). En C. parallelus la apertura de la boca es a las 72 horas después de la eclosion y el
saco vitelino es absorbido completamente a las 120 horas de después de la eclosion (Alvarez-
Lajonchere et al., 2002). Las larvas de C. undecimalis durante los primeros dias de
alimentacion exdgena presentan una elevada actividad enzimética de proteasas alcalinas
(tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa y carboxipeptidasa A), en el dia 25-35
después de la eclosion la actividad de las proteasas acidas empieza a elevarse, por lo que se
considera que ya cuenta con un estomago funcional (Jimenez-Martinez et al., 2012), en ese
momento son considerados juveniles temprano y ya pueden consumir una dieta artificial
(Soligo et al., 2011).

Durante el inicio de la alimentacion exdgena, la densidad de presas o alimento vivo por
mililitro es uno de los puntos méas importantes en la alimentacion debido al canibalismo que

se presenta entra las larvas de peces, una densidad apropiada mejora la supervivencia de éstas
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(Houde, 1975). Sin embargo, no existe una referencia universal que establezca las densidades
optimas, debido a que cada especie presenta comportamientos de alimentacion distintas a
otras, en C. undecimalis se utiliz6 una densidad de 40 huevos por litro en un tanque de 5,000
litros y un esquema de alimentacion que incluyé una combinacion de alimento vivo y
artificial (contenido proteico > 50 %), que permitié obtener una supervivencia de 50.7 % de
las larvas eclosionadas y 17 % hasta la etapa juvenil (Figura 2) (Ibarra-Castro et al., 2011).
Por otra parte, Alvarez-Lajoncherei et al. (2002) en C. parallelus utilizaron una densidad de
siembra de huevos de 19.2 huevos por litro en un tanque de 100 litros, 3 dias después de la
eclosion utilizando un régimen alimenticio que incluyd Nannochloropsis oculata,
Brachionus plicatilis, B. rotundiformis (enriquecido con vitaminas y &cidos grasos) y
Artemia en diferentes concentraciones durante los primeros 36 dias de cultivo, obteniendo
una supervivencia del 90 % en eclosion y 25.5 % hasta la etapa juvenil en un tanque de 4,000

litros.

Nannochloropsis oculata (2-4 x 10° cells ml'l}

Isockrysis sp. (0.8-2.5 x 10° cella mL™)

" Brachionus rorundiformis (N° ml"‘)

10-20 15-30
Artemia nauplia (N° ml'l)
i

Artemia metanauplii (N° ml™Y)

05-3
Screened NRD 3/5 (100-200 pm) NRD 3/5 NRD G8
[ e A
rrrrrrrrrrr1rrrr1r 1t T 17 1T T T T T T T T1
0 10 20 30 40

Rearing period (days post-hatching)
Figura 2. Régimen alimenticio de larvas y juveniles tempranos de C. undecimalis (Ibarra-Castro et
al., 2011).

El tiempo de transformacion de larva a juvenil es relativamente similar entre las especies
donde se ha establecido el protocolo de reproduccidn en cautiverio, en C. undecimalis en 45
dias (22.5 mm) después de la eclosion alcanzan la etapa de juvenil (Alvarez-Lajoncherei &
Tsuzuki, 2008; Ibarra-Castro et al., 2011), en C. parallelus la metamorfosis completa se lleva
a cabo a los 41 dias (10 mm) (Cerqueira & Tsuzuki, 2009) y en C. viridis al dia 42 (24.5 mm)

son considerados juveniles (Ibarra-Castro et al., 2017). La alimentacion natural o viva a partir
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de este momento se sustituye completamente por alimentacion artificial y los organismos

pasan a la etapa de nursery o guarderia.

Requerimiento nutricional en juveniles de Centropomidos

De las 12 especies que componen el género Centropomus, sélo C. undecimalis y C. parallelus
han sido objeto de estudio por los nutricionistas, principalmente en determinar sus
requerimientos de proteina dietética (Tabla 4). Souza et al. (2011) estableci6 en C. parallelus
un requerimiento de proteina dietética de 49%. En C. undecimalis a diferencia de C.
parallelus, el requerimiento de proteina dietética ha sido estudiado en funcién de la condicion
de salinidad del cultivo. El requerimiento mas bajo se registré en 12 ups (53.3%), el segundo
menor fue en condiciones marinas (55%), sin embargo, existen dos autores que registraron
diferentes resultados en salinidades cercanas a 0 ups (Tabla 3). Tucker (1987a) reporta un
requerimiento de 53.4% en 0 ups y Concha-Frias et al. (2018) un 60% en 5 ups, las tasa de
crecimiento especifico son similares en ambos estudios. Las diferencias posiblemente se
deban a la dureza del agua. Tucker (1987a) reporta una dureza de 269 mg L™ de CaCOs
durante el cultivo, a pesar de que Concha-Frias et al. (2018) no reporta valores de dureza, la
geologia de la peninsula de Yucatan, México, es karstica, lo concentracion de la dureza del
agua oscila entre valores de 400 a 850 mg L* de CaCOs (Avila et al., 2004). Michelotti et al.
(2018) reportaron que concentraciones iguales o superiores de dureza de 500 mg L™ de
CaCO3 en el agua dulce comprometen el crecimiento en C. undecimalis. Por otra parte, los
dos estudios reportaron un crecimiento similar (TEC), probablemente en el estudio de
Concha-Frias et al. (2018) los peces compensaron el gasto energético resultado de la
osmorregulacion del calcio, consumiendo mas alimento y proteina, el FCA fue mayor en este

estudio respecto a lo reportado por Tucker (1987a) (Tabla 3).
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Especie Salinidad | Peso inicial | Requerimiento FCA | TEC | Autor
(ups) (9) de proteina (%) (%)

C. undecimalis | O 18 53.8 0.74 | 2.00 | Tucker (1987)

C. undecimalis | 12 2.9 53.3 1.23 1.23 Gracia-Ldpez et al.
(2003)

C. parallelus 35 4.8 48.5 150 |0.80 Souza et al. (2011)

C. undecimalis | 36 3.15 55.0 1.09 | 2.44 | Concha-Friasetal.
(2018)

C. undecimalis | 5 3.15 60.0 1.21 | 218 | Concha-Friasetal.
(2018)

FCA = factor de conversion alimenticia; TEC = tasa especifica de crecimiento.

La salinidad es un factor medio ambiental que ejerce gran influencia sobre las respuestas

fisiolOgicas y energética en los peces. Beeuf & Payan (2001) catalogan a la salinidad como

un factor determinante sobre el crecimiento de los peces, afectandolos de manera positiva o

negativa. En los Centropdmidos, la salinidad juega un papel importante durante su ciclo de

vida, sin embargo, existe poca informacion sobre la historia de vida de cada uno de los

integrantes del género Centropomus, la especie mas estudiada desde el punto de vista

ecologico ha sido C. undecimalis, principalmente en Florida, EUA. Gilmore et al. (1983)

reportaron en C. undecimalis una relacion positiva entre su crecimiento y la salinidad (Figura

3).
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Figura 3. Relacion entre la longitud estdndar media del pez y la salinidad en C. undecimalis.

Tomado de Gilmore et al. (1983).

Por otra parte, el crecimiento del género Centropomus en funcion de la condicion de salinidad

ha sido objeto de estudio por varios investigadores. El principal objetivo de llevar a cabo

estos estudios es determinar la mejor condicion de cultivo, pero los resultados de crecimiento

en funcion de la salinidad muestran discrepancia dentro de la misma especie, posiblemente

por la alta heterogeneidad en el origen y la etapa de vida de los peces utilizados en cada

estudio (Tabla 4).
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Tabla 4. Mejor crecimiento del género Centropomus en funcidn de la condicién de la salinidad de

cultivo.
Especie Salinidad (ups) | Talla /Peso inicial Origen Autor
C. undecimalis | O 3yllg Cautiverio Tucker (1987)
C. nigrescens 0,18y 36 2.55-12.1¢ Silvestre Nonell (1995)
C. parallelus 5y 20 14-27¢g Silvestres Rocha et al. (2005)
C. parallelus 15 0.35g-26.4mm Cautiverio Tsuzuki et al. (2007)
C. undecimalis | 25y 35 3.4-3.7mm Cautiverio Rhody et al. (2010)
C. ensiferus 0,10y 20 98¢ Silvestre Suarez-Bautista & Rodriguez-
Forero (2015)
C. undecimalis 36 3.15¢g Cautiverio Concha-Frias et al. (2018)

Los estudios que han evaluado el efecto de la salinidad sobre el metabolismo de los
Centropomidos reportan que en salinidades cercanas a 0 ups C. undecimalis y C. parallelus
prefieren catabolizar proteinas a diferencia de salinidades intermedias y marinas donde
prefieren usar como sustrato catabdlico proteinas y lipidos (Gracia-Lopez et al., 2006; Rocha
etal., 2005). El uso preferente de proteina como sustratos catabdlicos en salinidades cercanas
a 0 ups se relaciona con el uso de aminoacidos como osmolitos intracelulares como
consecuencia de la perdida de iones en un ambiente hiposmotico en funcion al pez (Assem
& Hanke, 1982; Lasserre & Gilles, 1971), esto provoca una perdida excesiva de iones y
genera una mayor canalizacion de energia al proceso de osmorregulacion y no al crecimiento.
En salinidades de ambientes marinos (35 ups), el género Centropomus prefieren usar
proteinas y lipidos como sustratos catabolicos, como respuesta de un mayor costo en
mantener un equilibrio en la concentracion de osmolitos intracelulares en el proceso de
osmorregulacion en un ambiente hiperosmoéticos en relacion al pez (Gracia-Lopez et al.,
2006; Rochaet al., 2005). Gracia-Lopez et al. (2006) reportaron en C. undecimalis una menor
inversion energética en el procesamiento del alimento en 12 ups respecto de 0, 25 y 35 ups.
En salinidades intermedias el pez se encuentra en una condicion isosmética, en esta condicion
los peces canalizan la mayor parte de la energia en crecimiento (Woo & Kelly, 1995).

Por otra parte, pocos son los estudios que se han dedicado en buscar fuentes de proteinas
alternas a la harina de pescado para la formulacion de balanceados en Centropémidos. Lemus

et al. (2017) determind a través de la digestibilidad in vitro e in vivo, que la harina de
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subproductos avicolas y harina protiblen pueden ser utilizados como fuentes de proteina
alterna en la formulacion de balanceados en C. undecimalis. Silvdo & Nunes (2017) sustituyo
el 20% de la proteina utilizada en la formulacién alimento balanceado para C. undecimalis
con de harina de subproductos avicolas y obtuvieron una mejor tasa de crecimiento respecto
de la dieta basal (1.57 vs 1.35%).

Conclusiones

La literatura existente sobre los requerimientos nutricionales en los Centropémidos que han
sido seleccionados en el desarrollo de una tecnologia acuicola es muy escasa en cada una de
sus etapas (reproduccion, cria larvaria y engorada). Sin embargo, los protocolos de
reproduccion y cria larvaria ya se han establecido. Por lo tanto, es importante atender los
requerimientos nutricionales en la etapa de engorda, en C. undecimails y C. parellelus s6lo
se ha determinado el requerimiento de proteina dietética (>50%). No obstante, es necesario
evaluar el uso de carbohidratos y lipidos como fuente de energia digestible con la finalidad
de reducir el uso de proteina en la formulacién de balanceados, asi como buscar fuentes de
proteina alternas a la harina de pescado. Por otra parte, es importante evaluar el uso de
proteinas, lipidos y carbohidratos dietéticos en funcion de la condicién de salinidad y no

generalizar los requerimientos nutricionales.
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Resumen

El lanzamiento de nuevos e innovadores productos alimenticios para la industria acuicola, ha sido incesante. El
aparecimiento de dietas especiales para diferentes sistemas de produccion, dietas funcionales, dietas de alta
energia, dietas que minimizan problemas sanitarios son ejemplos de como se han revolucionado el sector
acuicola. Los sistemas convencionales de produccién se caracterizan principalmente por la necesidad de
grandes cantidades de agua, aumento de la contaminacion de los afluentes de descarga, y otros factores
ambientales adversos. La basqueda de nuevas posibilidades de produccidn que sean amigables con el ambiente,
incluyentes socialmente y rentables, son cada vez mas indispensables. Por su perfil sostenible, la tecnologia
biofloc (BFT) gana cada vez mas espacio, principalmente en lugares donde la escasez de agua es una limitante.
Producir mas con menor volumen de agua, y al menor costo ambiental posible, es el objetivo de esta tecnologia.
Adicionalmente, ayuda a reducir los costos de produccion, principalmente los relacionados con la alimentacién.
Se analiza en esta revision la informacion sobre los avances relacionados con los diferentes usos de la harina

de biofloc para el cultivo de la tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

Palabras clave: tecnologia biofloc, tilapia, nutricién, medio ambiente
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Introduccion

La harina de pescado, por alta calidad nutricional y palatabilidad, es una de las fuentes de
proteina mas demandadas en la industria de produccion acuicola. Sin embargo, la creciente
demanda de harina de pescado, impulsada por el crecimiento continuo de la acuicultura en
respuesta a la expansion del mercado de productos pesqueros, asi como la inestabilidad de
los suministros, han llevado a un aumento considerable en el precio de esta fuente de
proteinas en los ultimos afios (FAO, 2016). Para garantizar la sostenibilidad econdmica, del
medio ambiente y controlar los costos, es necesario desarrollar nuevas tecnologias, que
incluyan fuentes alternativas de proteinas para la alimentacion de la acuicultura (Kuhn et al.,
2010; Gasco et al., 2018).

En México, la produccion de tilapia aumentd significativamente en los dltimos afios
(CONAPESCA, 2018). Sin embargo, la creciente actividad, asi como su intensificacion,
requieren una mayor cantidad de insumos y materias primas. Por lo tanto, encontrar fuentes
alternativas de proteinas para el reemplazo parcial o total de la harina de pescado en los
alimentos para tilapias se ha convertido en una parte fundamental de la investigacion sobre
la produccidén y el suministro de dietas comerciales econémicamente viables (Poot y Gasca
2016, Silva 2019).

El lanzamiento de nuevos e innovadores productos alimenticios para la industria acuicola, ha
sido incesante. El surgimiento de dietas especiales para diferentes sistemas de produccion,
dietas funcionales, dietas de alta energia (salmoén y trucha), dietas que minimizan problemas
sanitarios, son algunos de los ejemplos de cdmo se ha revolucionado el sector. Sin embargo,
la posibilidad de formular dietas sin dependencia de ingredientes de origen marino, sin lugar
a duda fue un parteaguas para la nutricién acuicola (Silva, 2018).

Varios estudios han evaluado el potencial para el reemplazo de la harina de pescado con otros
subproductos animales o vegetales en dietas para tilapia (Furuya et al., 2001, Pezzato et al.,
2002, Sklan et al., 2004, Olvera- Novoa et al., 2006, 2008, Poot et al., 2012). El uso de
proteina de origen vegetal en lugar de harina de pescado en algunos alimentos para la

acuicultura ha sido todo un éxito. Sin embargo, factores anti nutricionales, baja palatabilidad
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y deficiencia de aminoacidos y acidos grasos esenciales pueden limitar su utilizacion en
dietas. La investigacion sobre los ingredientes potenciales de origen microbiano ha sido
escasa hasta ahora.

Algunas investigaciones han demostrado el potencial de la harina de biofloc como sustituto
de la harina de pescado en dietas (Bossier y Ekasari, 2017, Prabu et al., 2017, Prabu et al.,
2018, Silva 2019). Esta harina microbiana, formada en ambientes de cria sUper intensiva de
peces y camarones puede proporcionar proteinas y otros nutrientes en la alimentacion de

diversos grupos de animales (Kuhn et al., 2010, Dantas Jr et al., 2014).

Los flculos microbianos o simplemente biofloc, se desarrollan para evitar o anular el cambio
de agua en los sistemas de cultivo super intensivos por accion de bacterias que acttan en la
mejora de la calidad del agua y por la unién de algas, hongos, pequefios invertebrados,
materia organica y particulas inorgénicas. Posee un contenido de proteina bruta que varia
entre 24 y 40%, 1 a 7% de lipidos totales, representando una fuente mas de alimento,
simultaneamente con el alimento ofertado. Estas y otras caracteristicas tornan la harina de
biofloc una fuente potencia para sustituir parcial o totalmente la harina de pescado en la
industria de produccién de tilapia (Silva 2019, Jatoba et al., 2019).

Esta revision pretende analizar la informacion sobre los avances relacionados con los
diferentes usos de la harina de biofloc para el cultivo de la tilapia nil6tica (Oreochromis

niloticus).
Historia del BFT
Los precursores

Los primeros trabajos con la tecnologia biofloc (BFT), iniciaron a finales de los 70°s en Tahiti
con los investigadores de COP/IFREMER en conjunto con Ralston Purina de EE.UU. Los
primeros resultados de estas investigaciones fueron en las especies de camarones L. vannamei
y F. stilirostrys donde obtuvieron rendimientos de 2.3 Kg/m? con densidades de 108
camarones/m? y tasas de 10 % de recambio durante todo el proceso de engorda (Gaxiola y
Cuzon 2015). Otro trabajo clave en los estudios del BFT fue el de Azam et al., 1983, en el
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que se hace un acercamiento al papel y la dinamica que cumplen los microorganismos en un

sistema acuatico natural.

Los investigadores plantearon el aprovechamiento por el “microcosmos acuatico”, también
en este documento se comprobd que las bacterias fijan carbono como fuente de energia y que
aprovechan el nitrogeno para la sintesis de proteinas; bajo este supuesto el denominado
‘microbial loop’, término acufiado en el articulo en cuestion, incluye el papel desempefiado
por las bacterias en relacion con el carbono y los ciclos de nutrientes (Collazos-Lasso y Arias-
Castellanos, 2015).

En los 90°s la produccion acuicola mundial sufri6 un colapso, en diversos paises se
identificaron enfermedades relacionadas principalmente con bacterias y virus, este ultimo fue
el protagonista de una de las mayores crisis del sector camaronicola. Hoy se sabe que el mal
manejo (del agua y alimento principalmente) fueron la causa de este colapso. Asi que, en
diversos paises se empezaran a desarrollar técnicas para minimizar la mortalidad de los

organismos cultivados (Silva, 2017).

En este periodo, en Israel, el Dr. Avnimelech y colaboradores, publicaran articulos
abordando temas como la produccion con minimo o cero recambios de agua a través de la
manipulacion de microorganismos utilizando fuentes de carbono (azucares simples) para
degradacion del nitrogeno en sistemas de produccién, siendo la tilapia su principal modelo
bioldgico.

Paralelamente en Estados Unidos, el Dr. Hopkins y colaboradores (Waddell Mariculture
Center, Bluffton, Carolina der Sur, EUA), buscaban contrarrestar los problemas con el mejor
uso del agua de cultivo (minimo o cero recambios) y ademéas de utilizar los fléculos
bacterianos como fuente de alimento adicional, mejorando los indices zootécnicos y
consecuentemente reduciendo gastos en la produccién. EI modelo biolégico principal
estudiado por ese equipo de investigadores fue el camardn blanco (Litopenaeus vannamei).
Hoy casi 30 afios después son considerados los principales trabajos relacionados a la tematica

del biofloc.
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Biofloc en América latina

En mediados de los afios 2000, en Brasil, el Dr. Wasielesky y su equipo de trabajo
(Universidad Federal de Rio Grande, Estacdo Marinha de Aquicultura) encabezaron las
investigaciones con la tecnologia biofloc en América Latina. Wasielesky y su equipo, fueron
pioneros en Brasil con el BFT, empezaron a investigar a fondo la tecnologia, adaptando la
misma a las caracteristicas locales. EI modelo biol6gico principal estudiado por el equipo de
Wasielesky fue y es el camardn blanco (Silva, 2017). En Meéxico, el equipo de la Dra.
Gabriela Gaxiola, en la UNAM, Campus Sisal Yucatan, trabajan con la linea de investigacion
del BFT, donde sus trabajos se centran en el uso del BFT en la engorda y reproduccion de

diferentes especies de camarones marinos.

Formacion de agregados microbianos y ruta de los compuestos nitrogenados en cultivos

biofloc

La BFT esta formada por particulas organicas disueltas en el agua o adheridas al estangue.
Estas particulas engloban material organico particulado (residuo de alimento, heces del
organismo, mucus de los peces), donde se desarrollan organismos microscopicos diversos
como microalgas, hongos, protozoarios, rotiferos, copépodos, ciliados, flagelados,
nematodos y en especial una gran diversidad de bacterias heterotroficas (figura 1) (Silva
2019).

Figura 1. floco microbiano con diatomeas, dinoflaglados y cianobactérias.
Foto: Leandro Cesar de Godoy
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Las bacterias desempefian un importante papel en los sistemas acuicolas, haciendo
imprescindible una comprension adecuada de las diferencias y funciones entre bacterias
heterotréficas y autotroficas para el disefio y manejo de muchas operaciones. Las bacterias
heterotroficas se especializan en la transformacion de materia organica. Estos organismos
convierten el carbono organico disuelto en carbono particulado, haciéndolo potencialmente
disponible para niveles troficos superiores. A diferencia de las heterotréficas, las bacterias
autotroficas obtienen energia a partir de la luz (fotoautotroficas) y de la oxidacion de

compuestos inorganicos, tales como el amoniaco (quimioautotroficos) (Manan et al., 2017).

El ecosistema microbiano en ambientes acuicolas es generalmente dominado por organismos
heterotréficos compitiendo por sustratos orgéanicos, como fuentes de carbono y energia
(azlcar, almiddn y celulosa). Sin embargo, los sistemas de cultivo autotrofico y heterotréfico

son complementarios (Avnimelech, 1999, Azim et al., 2008).

Las bacterias heterotréficas producen dioxido de carbono (CO2) como producto final de su
metabolismo, el cual provee una fuente de carbono para las autotréficas que, al crecer,
producen biomasa que serd consumida eventualmente por las heterotréficas. Uno de los
mayores problemas de calidad del agua en sistemas acuicolas intensivos es la acumulacion
de formas toxicas de nitrdgeno inorganico en el agua (amonio, nitrito y nitrato). Para que esto
no ocurra, han sido estudiadas y adoptadas técnicas de manejo en las ultimas décadas para el
mejor funcionamiento del sistema, como por ejemplo la relacién C: N ideal para el desarrollo

de las comunidades microbianas (Avnimelech, 2007).

Varios procesos microbianos pueden ser utilizados para reducir los niveles de amoniaco y
nitrito en los ambientes de cultivo (Avnimelech, 2007). Estos procesos incluyen la
nitrificacion, la denitrificacion, la mineralizacion, fotosintesis y el crecimiento de bacterias

heterotréficas (Avnimelech, 2009).

Los microorganismos nitrificantes son responsables de la oxidacion del amoniaco hacia
nitrito y, posteriormente, hacia nitrato. Estos son principalmente autétrofos obligatorios, que
consumen dioxido de carbono como fuente primaria de carbono, y aerdbicos obligatorios,

pues requieren oxigeno para crecer (Da Silva et al., 2013).
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La conversion bioldgica del amoniaco en nitrito es desarrollada por bacterias que oxidan el
amoniaco — bacterias amonio oxidantes (AOB), que incluyen bacterias del género
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus, y Nitrosovibrio; y la subsiguiente
oxidacion, del nitrito a nitrato, es realizada por bacterias que oxidan el nitrito — (Nitrito-
Oxidantes NOB), que son del género Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospina, esas Ultimas
tienen un crecimiento lento comparado con las AOB, llevando a una acumulacion de nitrito
en el sistema (Avnimelech, 2009, Da Silva et al., 2013).

Las bacterias heterotroficas no requieren ser introducidas pues aparecen de forma natural a
través de esporas repartidas en el aire o en los propios cuerpos de los animales o superficies
de los materiales introducidos. Aparecen si existe en el sistema algun residuo organico del
que alimentarse. Las colonias de bacterias heterotroficas se desarrollan a gran velocidad por
simple divisién. El proceso heterotrofico se basa en la remocion del nitrégeno amoniacal y
su reincorporacion en biomasa bacteriana, pudiendo ser mejorado por la adicién de carbono
en la forma de carbohidrato. La fuente de carbohidrato méas popular es la melaza de cafia de
azucar en la proporcién de 12:1 (C: N — carbono: nitrogeno) (Da Silva et al., 2013).

En cuanto al nitrato, éste puede ser convertido en gas nitrégeno a través de la accion de
bacterias denitrificadoras y volatilizadas a la atmosfera. La denitrificacion representa la
forma de mayor pérdida de nitrogeno de los estanques. Los principales factores que influyen
en la tasa de nitrificacion son las concentraciones de amoniaco Yy nitrito, la relacién carbono
/ nitrégeno, el oxigeno disuelto, el pH, la temperatura y la alcalinidad (Avnimelech, 1999,
Azim et al., 2008, Da Silva et al., 2013).

Composicion microbiana y su aporte nutrimental

Los bioflocs son agregados (flocs) de algas, bacterias, protozoos y otros tipos de materia
organica en particulas, como heces y residuos de alimentos. Cada floculo se mantiene unido
en una matriz suelta de moco que es secretada por bacterias, unida por microorganismos
filamentosos, 0 mediante atraccion electrostatica. La comunidad biofloc también incluye
organismos que son herbivoros de floculos, como algin zooplancton (rotiferos, copépodos)
y nematodos. En donde las bacterias heterotréficas son quizas las mas importantes del
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sistema, son las que transforman los residuos nitrogenados de las especies cultivadas en
biomasa bacteriana y llevar a cabo asi el reciclaje de nutrientes manteniendo asi una buena

calidad del agua y proporcionando una fuente de alimento.

Ademas, las bacterias heterotroficas inhiben la proliferacion de patégenos, incluso, algunas
de estas bacterias tienen un efecto probidtico (Bacillus spp.) que beneficia en el crecimiento

y desarrollo de las especies a cultivar (Ferreira et al., 2015; Pérez-Fuentes et al., 2018)

El interés en acuacultura de tener un biofloc microbiano, es porque nos proporciona un valor
agregado, ademas de las ventajas mencionadas anteriormente, nos proporciona un medio rico
en nutrientes facilmente digeribles por las especies a cultivar y contiene ademas productos

ricos en energia (poly-B-hydroxybutyrate), producto del metabolismo de las bacterias.

Entre los parametros fisicoquimicos utilizados para evaluar la comunidad microbiana en los
flocs son el contenido de proteina, la determinacion de acidos grasos, y la medicién de poly-
B-hydroxybutyrate. Para la identificacion de especies de interés, se utilizan técnicas
moleculares (FISH, PCR, DGGE), con la finalidad de evaluar la madurez y estabilidad de la
comunidad microbiana (De Schryver et al., 2008). Sin embargo, la composicion y
abundancia de la comunidad bacteriana se ve afectada por las condiciones ambientales
presentes en los cultivos de biofloc. Algunos factores que influyen son las especies en cultivo,
calidad del agua, nutrientes, pero principalmente la relacion C:N tiene un importante impacto
en el desarrollo bacteriano (bacterias suspendidas y bacterias unidas al sustrato) (Yu et al.,
2016). La utilizacion de una fuente de carbono en particular podria afectar la composicion
nutricional de biofloc, la morfoestructura de biofloc y la comunidad microbiana de biofloc
(Wei, et al., 2016).

Con lo que respecta al valor nutricional del biofloc, el contenido de proteina en peso seco de
biofloc varia del 25 al 50 por ciento, generalmente entre 30 y 45 por ciento, contenido de
grasa de 0.5 a 15 por ciento, con la mayoria de las estimaciones entre 1 y 5 por ciento. A
pesar que en estudios realizados indican que es deficiente en aminoacidos metionina y lisina,
los bioflocs son buenas fuentes de vitaminas y minerales, especialmente fosforo (Hargreaves,

2013; Pérez-Fuentes et al., 2018). Debido a su calidad nutricional, se ha propuesto biofloc
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seco como ingrediente para reemplazar harina de pescado o harina de soya en alimentos
acuicolas. En dietas formuladas a base de harina de biofloc (hasta un 30 por ciento de biofloc
seco) para alimentar camarones arrojaron resultados prometedores. Sin embargo, una
limitante para utilizar el biofloc seco es que las cantidades disponibles son limitadas, ademas
que la rentabilidad de producir y secar solidos de biofloc en una escala comercial es

cuestionable (Hargreaves, 2013).
Desarrollo de tilapia en cultivos con biofloc

El uso eficiente del agua dulce en los sistemas de alimentacion es una necesidad urgente ante
el impacto del cambio climatico sobre los sistemas de produccion de alimentos. En este
sentido, se deben desarrollar, promover y adoptar estrategias orientadas a la conservacion y
aprovechamiento eficiente del agua dulce en la produccion de tilapia diferentes a las técnicas
tradicionales. La intensificacion sostenible es una de las metas principales en el desarrollo de

la acuacultura.

El uso del biofloc es una tecnologia que ha venido presentando grandes ventajas en
comparacion a las tecnologias tradicionales. Una de las principales ventajas esta relacionada
con la poca cantidad de agua que se requiere y con poco impacto ambiental, mayor reciclaje
de nitrégeno, sintesis de biomasa bacteriana y el suministro de alimento altamente nutritivo
(Lima et al., 2018). Con relacién al consumo de agua por kg de tilapia producida es de 0.071
m3 (Perez-Fuentes et al., 2016), mientras que con la técnica de produccion de acuacultura
tradicional se utilizan en promedio unos 17 m® de agua/kg de produccion (Gallardo-Colli et
al., 2019), aun el consumo de agua es menor cuando se recicla o re(isa varias veces dentro
del mismo sistema de produccion. En este sentido una ventaja adicional es que en condiciones
de biofloc utilizando agua de relso y bajo un esquema de produccion intensivo se pueden
obtener resultados similares a los obtenidos con biofloc sin retso de agua (Gallardo-Colli et
al., 2019). Estos autores reportan pesos finales de 163 gr y 159 gr para peces producidos con

biofloc y usando biofloc y agua de redso respectivamente.
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Otro aspecto relevante en la produccion de tilapia con biofloc estd relacionado con el
consumo de proteina microbiana mejorando la conversion alimenticia, incluyendo actividad

enzimética y hematoldgica e inmunoldgica de los peces (Long et al., 2015).

Se obtiene resultados altamente satisfactorios en la produccion de alevines de tilapia en
sistema de biofloc. Estudios realizados por Lovera et al., (2017) concluyen que los alevines
producidos bajo condiciones de diferentes relaciones de C:N pueden alcanzar un crecimiento

rapido de entre 20-22 gr.
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La harina de biofloc como alimento para peces

Una problematica que los acuicultores han tenido que hacer frente es a la disyuntiva de
producir sus propios alimentos, ante lo cual también confrontan diversos problemas. En
algunos casos los acuicultores optan por las proteinas vegetales que minimizan el costo del
insumo y mejoran la produccion general. En los Gltimos afios, se han resaltado diversas hojas,
frutos y semillas como excelentes complementos que brindan resultados muy positivos en

los cultivos de especies piscicolas (Arcienegas 2014, y Toledo-Pérez 2000).

Sin embargo, esa aparente alta disponibilidad de alimentos de origen vegetal para alimento

de animales, principalmente leguminosas, con un buen contenido y balance de proteina y
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energia, no pueden ser utilizados en todo su potencial por el efecto limitante que imponen

los denominados factores antinutricionales (FAN) (Acufia et al., 2009).

La accion de los FAN no sélo consiste en interferir con el aprovechamiento de los nutrientes,
sino que en varios casos promueve pérdidas importantes de proteina enddgena y en algunos
casos produce dafios al organismo del animal que los consume. En la alimentacion
convencional de animales y desde una perspectiva puramente bioldgica, se ha sefialado que
el desperdicio de proteina potencialmente utilizable que produce su uso atenta contra la
sustentabilidad de la produccion debido a las considerables pérdidas de N y en consecuencia,
al negativo impacto ambiental que causan los desechos animales. Sin embargo, debiera
considerarse que este fenémeno tiene su origen en la intensidad del modelo de produccién al
que se les pretende incorporar y s6lo en una menor proporcion, en su cualidad natural (Acufia
et al., 2009).

Para resolver la problematica alimenticia en cultivos de tilapia del Nilo, se han desarrollado
diferentes alternativas para complementar la alimentacion de los ejemplares de dicho cultivo.
Investigando acerca de la flexibilidad alimenticia de la especie, se ha observado que
microalgas, coloides, zooplancton, polimeros organicos, cationes y células muertas son
consumidas en especies cultivadas como una buena fuente proteinica con la capacidad de
reducir los costos alimenticios en un 25%. (Avnilmelech 2006; De Schryver et al, 2008;
Ekasari et al., 2010).

Sin embargo; en la produccion de tilapia, los recambios de agua son constantes debido a la
acumulacién de material solido disuelto en el agua, puesto que este, puede ser causa de
enfermedades y mala salud de los organismos. Al hacer estos recambios, se eliminan
materiales organicos y cuerpos en suspension sin posibilidad de que los organismos dentro
del cultivo puedan alimentarse. Otra problematica frecuente son los bajos niveles de oxigeno
o los altos niveles de nitritos, nitratos y amoniaco que pueden presentarse en determinado
momento. Estos niveles son dependientes de los numeros de recambios, densidades, factores
ambientales y medidas de sanidad implementados en la produccion. Ademas, la incidencia
de enfermedades representa una potencial amenaza a la produccién y rentabilidad de un

cultivo y es por esto por lo que, en los ultimos afios, se han buscado alternativas con el fin de
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mejorar las condiciones del agua, alimentacion y prevencion de enfermedades (Lastra et al,
2016).

La técnica biofloc es una excelente alternativa de cultivo, que consiste en aprovechar residuos
de materia organica, alimento y compuestos inorganicos toxicos (los cuales conllevan al
deterioro de la calidad del agua y al poco aprovechamiento del alimento natural), a través de
microorganismos presentes en los medios acuaticos, dando condiciones de dominancia a
comunidades bacterianas quimio / foto autdtrofos y heterétrofas, resolviendo asi
sustancialmente los problemas de saturacion de nutrientes a partir de su reciclaje. Sin
embargo, esta técnica de produccion genera materia organica y residuos que carecen de algln
uso y; generalmente, termina siendo desechado (Avnimelech, 2009).

Con el objetivo de aprovechar los residuos de una produccion con sistema biofloc, se ha
desarrollado la harina de biofloc con el cual, se han realizado varios trabajos de investigacion.
La harina de biofloc es el resultado de la recoleccidn y posterior deshidratacion de los
residuos solidos suspendidos obtenidos del agua de un cultivo con sistema biofloc, algunos
de los residuos organicos contienen un alto porcentaje proteinico con potencial para un uso

alimenticio que permita sustituir de la harina de pescado o soya (Rodriguez et al, 2018).

Pocos estudios han utilizado la harina de biofloc como ingrediente en dietas acuicolas. La
inclusion de harina de biofloc como ingrediente en dietas para camardn, incrementaron el
rendimiento del crecimiento de L. vannamei (Ju et al., 2008: Kuhn et al., 2009, 2010). La
aplicacion de biofloc mejord la conversion de alimento y retencion de proteinas que indica
indirectamente que el consumo de biofloc contribuye al crecimiento de organismos

cultivados (Avnimelech, 2009; Hari et al., 2004; Wasieliesky y col. 2006; Xu et al., 2012).

De acuerdo con Xu ef al., (2012), los bioflocs afectan positivamente el aparato digestivo y
actividad enzimatica de los organismos acuaticos. Anand ef al., (2014) concluyeron que la
actividad digestiva de los animales era mejorada cuando la dieta artificial se
suplementabacon biofloculos. Para tilapia los resultados son bastante alentadores. Los
biofloculos pueden contener hasta un 30% de proteina cruda en su composicion y alrededor
del 2% de lipidos (Azim y Little, 2008; Ballester et al., 2010; Luo et al., 2014; Xu y Pan,
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2012). La tilapia utiliza muy bien el biofloc como fuente de alimento, y el biofloc puede
alcanzar hasta un 50% de los requerimientos proteicos de tilapia. (Avnimelech, 2007; Azim
y Little, 2008).

La harina de biofloc presenta alto contenido de cenizas, que puede estar relacionado con la
abundancia de 6xidos insolubles en &cido y silicatos mixtos (Tacon et al., 2002). Los
minerales acumulados y metales también pueden contribuir a la alta cantidad de ceniza.
Biofloc puede ser una buena fuente de minerales y oligoelementos (Tacon et al., 2002; Ju et

al., 2012) y puede contribuir al crecimiento animal (Avnimelech, 2006).

Estudios anteriores han informado un aumento en la tasa de crecimiento, bienestar y
supervivencia de peces criados en sistemas basados en floculos microbianos (Tacon et al.,
2002); sin embargo, los estudios que han usado fl6culos como ingredientes en las dietas de
acuicultura estan limitados. Kuhny col. (2009) reemplazé el 37% de la harina de pescado en
la alimentacion de camarones, logrando un rendimiento similar al de las dietas que contenia
niveles de reemplazo mas bajos. En otro estudio Kuhn y col. (2010) no encontro efectos
nocivos sobre el crecimiento de los camarones alimentados con dietas que contenian
inclusion de biofloc del 10 al 30%, independientemente de la sustitucion de harina de pescado
(0 - 67%).

Cientificos concluyen que una dieta con 20% de harina de biofloc puede mejorar el
crecimiento de tilapia y camardn significativamente (Himaja 2016, Dantas et al. 2016, Prabu
et al., 2018). Sin embargo, Bauer et al. (2012) declar6 que la harina de pescado en la dieta

de post larva de L. vannamei podria ser reemplazada por harina de biofloc hasta 30%.

La inclusién de 20% produjo un mejor aumento de peso y FCR mas bajo comparado con
otros trabajos donde el nivel maximo de inclusion fue 40% de inclusién. Este resultado esta
de acuerdo con Ajiboye et al., (2012) y Kissling y Askbrandit (1993) que observaron
reduccion en la tasa de crecimiento de los peces a niveles mas altos de suplementacion
microbiana. Los productos microbianos a niveles més altos tienden a reducir la palatabilidad

y digestibilidad del alimento.
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Conclusion

La harina de Biofloc representa un ingrediente importante y alternativo para el desarrollo de
la alimentacion para peces, en particular reduciendo la dependencia de la harina de pescado,
asi como el impacto ambiental. Estos resultados mostraron la posibilidad del uso de fuentes
alternas a la harina de pescado como fuente de proteina en dietas de juveniles de la tilapia.
El efecto positivo de las dietas demuestra claramente que la harina de biofloc es un

ingrediente alternativo viable y puede usarse en la dieta hasta el 20% de inclusion.
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Resumen

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son conocidas por sus ya demostradas actividades antibacterianas,
antivirales, y antifungicas. Esto, ha provocado un aumento sobre su investigacién y posible aplicacién como
agente terapéutico en el sector acuicola con la finalidad de minimizar las pérdidas econémicas ocasionadas por
enfermedades emergentes. Sin embargo, hoy en dia los estudios realizados sobre este tema en camardn son
incipientes. Durante los Ultimos 5 afios nuestro grupo de investigacion ha evaluado la efectividad de
nanoparticulas de plata, sintetizadas a base de extractos de algas marinas mexicanas, como agente
antimicrobiano suplementado en dietas para el control de la Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreética
Aguda (AHPND) producida por cepas de Vibrio parahaemolyticus. En este trabajo se presenta una revision de
las investigaciones sobre el uso de AgNPs en dietas para camarén incluyendo los avances generados por nuestro
grupo en cuanto a: 1) sintesis, 2) evaluacidn in vitro, 3) estandarizacion de la inclusion de AgNPs en dietas
peletizadas y evaluacién de su estabilidad, y 4) Efecto del consumo de estos alimentos en: sobrevivencia de
camarones desafiados, microbioma fecal, histologia, toxicidad, bioacumulacién y depuracién en diferentes

tejidos.

Palabras clave: Nanoparticulas, macroalgas, camaroén, anti-Vibrio
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Introduccion

En México el 71 % de la produccién de camaron es por acuacultura, la industria del cultivo
de camardén es una de las actividades econdmico-productivas del sector acuicola mas
importantes del pais, en 2018 la produccion de camardn por esta via fue de 170,000 toneladas
dejando una derrama econdmica de 452 millones de dolares, despuntando Sinaloa y Sonora
como los principales estados productores  (https://www. jornada.com.mx/ ultimas/
politica/2019/02/14  /industria-del- camaronfundamental -para-economia-de-mexico-
2788.html). Dentro de la produccion mundial, México se encuentra enlistado en el séptimo
lugar, posicionandose dentro de los principales exportadores a mercados internacionales
importantes como: Estados Unidos de América, Vietnam y Francia (CONAPESCA, 2017).

Uno de los principales problemas que enfrenta el cultivo de camarédn son las enfermedades
emergentes ocasionadas por bacterias, virus, parasitos y hongos, siendo las de origen
bacteriano la principal causa de mortalidad. (Aguirre-Guzman et al. 2004). Las bacterias del
género Vibrio son la causa de enfermedades graves tales como: vibriosis y la Enfermedad de
la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND) denominada anteriormente como Sindrome
de Mortalidad Temprana (EMS), en la cual los microorganismos se introducen via oral
colonizando rapidamente el tracto digestivo y durante la fase aguda de la enfermedad, estas
bacterias producen una toxina que provoca disfuncion o lisis del hepatopancreas, causando
mortalidades del 90 % de la produccidn, lo cual representa pérdidas invaluables a la industria
acuicola (Gomez-Gil et al. 2014; Yang et al. 2014).

El uso de antibidticos para controlar las cepas de Vibrio en la acuacultura de camardn se
encuentra restringido en la mayoria de los paises (Krishnamoorthy et al. 2014; OIE, 2014),
debido a que en los Gltimos afios el uso desmedido de antibidticos sintéticos para contrarrestar
estas y otras enfermedades ha causado cambios en las comunidades bacterianas, las cuales a
su vez han desarrollado resistencia a estos compuestos haciendo cada vez mas dificil el
tratamiento de dichas enfermedades. Por esta razon, el desarrollo e investigacion de

antimicrobianos alternativos “verdes” o amigables con el medio ambiente, que se administren
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en muy pequerfias cantidades, de precio accesible, faciles de producir ademas de no generar
resistencia en los microorganismos, ha tomado auge durante la Gltima década. Dentro de este
contrastante desarrollo, se ha recurrido al uso de la nanotecnologia, la cual puede ofrecernos
precisamente compuestos con las caracteristicas antes mencionadas, esto mediante la nano-
estructuracion de compuestos naturales (Rai et al. 2009; Swain et al. 2014; Chinnappan et
al. 2015; Sivaramasamy and Zhiwei 2016a). El uso de nanoparticulas (sintetizadas a partir
de recursos marinos) como un aditivo antibacteriano en los alimentos para camaron podria
ser una forma de alternativa viable. Sin embargo, el uso de las nanoparticulas en la
acuacultura es poco usual debido a que su introduccidn es reciente y por ello existen algunas
interrogantes sobre su utilizacion, una de ellas es su toxicidad. Ademas, existen pocos
estudios que determinen cuales son las dosis que funcionan efectivamente para el control de
enfermedades y en los cuales se defina la mejor forma de administracion, asi como su tasa
de acumulacion y depuracion, ademas de los cambios en los consorcios bacterianos dentro

del tracto gastrointestinal de los organismos ocasionados por su consumo.

Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) con extractos de macroalgas

Las algas marinas son consideradas una rica fuente de metabolitos biol6gicamente activos
con propiedades antiflngicas, antibacteriales y antivirales; ademas entre sus aplicaciones sus
extractos se han destacado como excelentes agentes reductores y formadores de
nanoparticulas altamente estables (Singaravelu et al. 2007; Ponnuchamy and Jacob 2016).
Actualmente, se han reportado al menos 38 trabajos de investigacion donde se reporta la
sintesis verde de nanoparticulas de oro o plata utilizando diferentes tipos de extractos
acuosos, hidroetanolicos y de acetato de etilo, realizados a partir de algas verdes (24 %), rojas
(21 %) y cafés (55 %), las nanoparticulas sintetizadas se han reportado con rangos de tamafio
que van desde los 2 a los 96 nm (ver Figura 1 y Tabla 1). Como ventajas, estos autores
resaltan su alta tasa de sintesis, ademas de una excelente estabilidad coloidal incluso mejor
que las nanoparticulas sintetizadas con otros compuestos reductores de origen fitoquimico;

estos autores concluyen que el poder reductor para formar las nanoparticulas metélicas es
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atribuido a los polisacaridos sulfatados, alcaloides, esteroides, fenoles, saponinas,
flavonoides y grupos funcionales derivados de estos compuestos presentes en las algas (ver
tabla 1).

Algas verdes
(Chlorophyta)
24%

Algas cafés
(Phaeophyta)
55%

Algas rojas
(Rhodophyta)
21%

Figura 1. Relacion en porcentaje (%) de publicaciones sobre sintesis de nanoparticulas de plata y oro

utilizando extractos de algas verdes, rojas y cafés
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Tabla 1. Nanoparticulas metdlicas sintetizadas a partir de algas verdes, rojas y cafés

. Tamafio o .
Alga Tipo ) Forma Agente reductor Aplicacion Referencia
nm
Algas verdes (Chlorophyta)
. Compuestos fendlicos, aminasy Degradacion foto
Ulva lactuca Plata 48.59  Esférica . . " (Kumar et al. 2013a)
anillos arométicos catalitica
. . . Actividad
Ulva lactuca Plata 10a30 Esférica Fitoquimicos . . (Raja et al. 2012)
antibacteriana
. . Extracto crudo de acetato de Actividad (Rajesh and Raja
Ulva fasciata Plata 40.05 Esférica . . .
etilo antibacteriana 2012)
. . . Actividad
Urospora spp. Plata 20230 Esférica Fitoquimicos . . (Suriya et al. 2012)
antibacteriana
. . Nano- 3
Codium capitatum Plata 3a44 . Proteinas - (Kannan et al. 2013)
cluster
) Actividad (Yousefzadi et al.
Enteromorpha flexuosa  Plata 2a32 Circular - ) .
antibacteriana 2014)
) . Esféricay . . . (Murugan et al.
Caulerpa scalpeliformis  Plata - . Aminodcidos y proteinas Mosquicida
cubica 2015a)
) ) Control de (Murugan et al.
Ulva lactuca Plata - Cubica Polifenoles .
Malaria 2015h)
Platay g o , o
Esféricay  Polisacéridos, proteinas y Actividad Maldonado- Mufiiz
Ulva clatratha cloruro 9.50 o . . .
polimérfica compuestos fendlicos antibacteriana etal 2019
de plata
Algas rojas (Rhodophyta)
o - . Actividad
Acanthophora spicifera  Plata 48 Esférica Compuestos fendlicos . . (Kumar et al. 2012c)
antibacteriana
o ) - . . Actividad
Gracillaria corticata Plata 18a46 Esférica Polifenoles y taninos . (Kumar et al. 2013b)
antiflngica
o - Compuestos aromaticos alcanos ~ Actividad
Gelidiella acerosa Plata 22 Esférica ) . (Satish et al. 2017)
y aminas antifungica
. G thy Sel
. . . . i Degradacion foto (Ganapathy Selvam
Hypnea musciformis Plata 2ab55.8 Cubica Péptidos ciclicos " and Sivakumar
catalitica
2015)
) . . Oxidacion In situ de grupos Actividad
Hypnea musciformis Plata 40a65 Esférica . . o (Roni et al. 2015)
hidroxilo larvicida
38a . Residuos amino y péptidos de ~ Actividad (Abdel-Raouf et al.
Galaxauraelongata Oro Esférica . . .
77.1 proteinas antibacteriana 2013)
Pterocladiella . i Actividad (EI Kassas and Attia
. Plata 114 Esférica Proteinas .
capillacea anticancer 2014)
. L . Grupos funcionales hidroxi-y  Actividad (El-Kassas and El-
Corallina officinalis Oro 14.6 Esférica . .
amino anticancer Sheekh 2014)
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Algas cafés (Phaeophyta)

Sargassum wightii

Sargassum wightii

Sargassum wightii

Sargassum longifolium

Padina tetrastromatica

Sargassum ilicifolium

Sargassum tenerrimum

Sargassum myriocystum

Sargassum polycystum

Turbinariaconodies

Stoemchospermum

marginatum
Cystophora

moniliformis

Padina gymnospora

Sargassum cinereum

Silvetia compressa

Ecklonia arborea

Cystoseira osmundacea

Silvetia compressa

Oro

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

Oro

Oro

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

Plata

8al2

8az27

15a20

30

20

33a44

20

10a23

50 a 100

96

18.7a
93.7

75

20a40

45a75

la35

la25

la4s5

10a35

Esférica

Esférica

Esférica

Cubica

Esférica

Esférica

Esférica

Esférica

Esférica

Esférica

Esférica,
triangular y

hexagonal

Esférica

Esférica

Esféricay
polimérfica
Esféricay
polimérfica
Esféricay

polimérfica

Esféricay

polimoérfica

Grupos alcohdlicos y &cidos

carboxilicos

Polifenoles, proteinas/enzimas

y/o polisacaridos
Proteinas

Compuestos aromaticos,

alcanos o amidas

Grupos hidroxilo-, metoxi-,

cetonas y polisacéridos
Polisacaridos extracelulares

Grupos carboxilicos, amino,
fosfato e hidroxilo
Polifenoles, polisacéridos y

aminas primarias

Terpenoides, polifenoles y

compuestos fenélicos

Polisacaridos, proteinas y

polifenoles de extracto acuoso

Polisacaridos, proteinas y

polifenoles de extracto acuoso

Polisacaridos, proteinas y

polifenoles de extracto acuoso

Polisacaridos, proteinas y
polifenoles de extracto

etandlico

Actividad
antibacteriana
Actividad
antibacteriana
Actividad

anticancer

Actividad
antibacteriana y
citotdxica in vivo
Actividad

antibacteriana

Actividad
anticancer
Actividad

antibacteriana

Actividad

antibacteriana

Actividad
antibacteriana
Actividad
antibacteriana
Actividad
antibacteriana
Actividad
antibacteriana
Actividad

antibacteriana

Actividad

antibacteriana
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(Singaravelu et al.
2007)

(Govindaraju et al.
2009)

(Shanmugam et al.
2014)

(Saraniya Devi et al.
2013)

(Jegadeeswaran et
al. 2012)

(Kumar et al. 2012a)

(Kumar et al. 2012b)

(Stalin Dhas et al.
2012)

(Thangaraju et al.
2012)

(Rajeshkumar et al.
2013)

(Arockiya Aarthi
Rajathi et al. 2012)

(Prasad et al. 2013)

(Singh et al. 2013)

(Mohandass et al.
2013)

(Maldonado-Mufiiz
et al. 2016)

(Maldonado-Mufiiz
et al. 2016)

(Maldonado-Mudiiz
et al. 2016)

(Maldonado-Mufiiz
et al. 2016)
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Polisacaridos, proteinas y

. Esféricay . Actividad (Maldonado-Mufiiz
Ecklonia arborea Plata 10a70 L polifenoles de extracto ) .
polimérfica . antibacteriana et al. 2016)
etandlico
» Polisacéridos, proteinas y o
Pterygophora Esféricay . Actividad (Maldonado-Muiiiz
o Plata 10a70 o polifenoles de extracto . .
califérnica polimérfica . antibacteriana et al. 2016)
etandlico

Maldonado-Mufiiz et al. 2016 reportan la produccion de AgNPs sintetizadas con una
metodologia “verde” (Luna et al. 2015) utilizando como agente reductor extractos acuosos e
hidroetandlicos (al 50 %) de macroalgas mexicanas, una de ellas obtenida por técnica cultivo
a larga escala (Ulva clatratha) previamente reportada por Pefia-Rodriguez et al. 2011 y seis
mas colectadas del medio natural en la zona de Baja California (Silvetia compressa,
Cystoseira osmundacea, Eisenia arborea, Pterygophora califérnica, Macrocystis pyrifera 'y
Egregia menziesii); de las 14 reacciones propuestas en este trabajo, se obtuvieron 7 estables:
3 con extractos hidroetandlicos (Silvetia, Eisenia y Pterygophora) y 4 con extractos acuosos
(Ulva, Silvetia, Eisenia y Pterygophora), para este caso las AgNPs producidas con extractos
acuosos fueron visualmente mas estables ya que presentaron un mejor efecto reductor basado
en produccion de color (café- rojizo), menor turbidez y no presentaron precipitacion durante
las 24 horas posteriores a la sintesis, ademas se obtuvieron distribuciones de tamafio de
particulas menores que las realizadas con extractos hidroetanélicos (Tabla 1); finalmente, en
todos los casos las AgNPs sintetizadas fueron de forma esférica y polimdrfica (Tabla 1,
Figura 2). Las AgNPs sintetizadas por nuestro grupo de investigacién coinciden con los
valores de distribucion reportados previamente por otros autores, asi como también con las
moléculas responsables del poder reductor y estabilizante, sin embargo, es la primera vez que
se reporta sintesis de AgNPs con especies de algas colectadas en México; en el caso de las
AgNPs sintetizadas con Ulva clatratha es la primera vez que se utilizan extractos de alga
obtenida en un sistema de produccidén a gran escala, para este caso el origen del alga
representa una ventaja sobre las especies colectadas del medio natural ya que su composicion

puede presentar una menor variacion debido a los cambios estacionales y zona de colecta,

Maldonado-Mufiiz, M., Nieto-Lépez Martha Guadalupe, Cruz-Sudrez, L.E. 2019. Nanoparticulas de Plata como Aditivo en Alimentos para Control de Enfermedades Causadas por
Vibrio en L. vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6épez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y
M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Leén, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-
607-27-1268-3, pp. 168-199,



175

ademas debido a que su produccion es constante se puede garantizar el escalamiento para la

obtencion de estas AgNPs.

Figura 2. Imagenes de Microscopia de Transmisién Electrénica de nanoparticulas de plata sintetizadas
con extractos acuosos e hidroetanoélicos de macroalgas mexicanas. a) Silvetia compressa etanélico, b)
Ecklonia arborea etanélico, ¢) Cystoseira osmundacea etanélico, d) Ulva clatratha acuoso, €)

Pterygophora califérnica acuoso, f) Silvetia compressa acuoso, g) Ecklonia arborea acuoso
Actividad anti-Vibrio in vitro de nanoparticulas

Actualmente, se han reportado estudios que han demostrado la eficacia antibacteriana de
AgNPs sintetizadas con diversos agentes reductores entre ellos extractos de plantas,
bacterias, membranas poliméricas, ademéas de plata coloidal contra cepas de Vibrio de
importancia humana y acuicola, lo cual sugiere que el uso de AgNPs podria ser un
tratamiento efectivo contra las enfermedades ocasionadas por estas cepas. Dentro de estos
trabajos, se reporta un amplio rango de zonas de inhibicién que va desde los 2.1 hasta a los
21.25 mm obtenidos con dosis de 8.5-10 pg por disco, entre las especies de Vibrio probadas
se encuentran cepas, tales como: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio chloreae

(ver referencias y datos en Tabla 2).
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Por otra parte, se ha demostrado que las cepas de Vibrio causantes de AHPND+ son
susceptibles al tratamiento con AgNPs, un estudio reciente reportado por Sivaramasamy y
colaboradores en 2017, demuestra la actividad antibacteriana de AgNPs sintetizadas a partir
de una membrana polimérica de carboxycelulosa contra cepas de Vibrio harveyi y
parahaemolyticus AHPND+, donde una dosis de 10 pg ml  provoca una inhibicion de
10£1.8 y 11+2.1 mm respectivamente. Nuestro grupo de investigacion (Maldonado-Mufiiz
et al. 2019) reporta que las AgNPs sintetizadas con extractos de macroalgas también poseen
actividad antimicrobiana contra cepas de Vibrio parahaemolyticus AHPND+ obteniendo
zonas de inhibicién similares (11.3-12.32 mm) a las obtenidas por Sivaramasamy y

colaboradores en 2017 incluso a una dosis de prueba menor que la reportada (1 pg por disco).

Como complemento de esta investigacion se evalud la actividad antibacteriana por difusion
en disco Kirby-Bauer de 7 AgNPs sintetizadas con extractos acuosos e hidroetanolicos de
macroalgas mexicanas contra cepas de V. parahaemolyticus: M9-04, M6-05, M5-28
(AHPND+) y CAIM 170, y para V. harveyi CAIM 1792, V. campbelli CAIM 333 y V.
vulnificus CAIM 611; ademas, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) mediante microdilucién en placa utilizando

AgNO3 como control positivo (Figura 3y 4).

El método de difusion en disco mostré que las AgNPs de Ulva acuosas (p<0.001) y el control
(AgNO3) (p<0.001) son los tratamientos que obtuvieron mayor zona de inhibicién para las
cepas evaluadas con valores promedio de 12.41 y 11.14 mm respectivamente. La cepa M5-
28 con 11.84 mm de inhibicion promedio (p<0.001) mostré ser la de mayor susceptibilidad,
en medio sélido, a todos los tratamientos evaluados (Figura 3).

Los valores de CMI y CMB mostraron que las AgNPs de Ulva acuosas (p<0.001)
nuevamente fueron las mas efectivas con valores promedio de 4.37% y 8.43% ug mL?
(p<0.001) para CMI/CMB respectivamente, y las AgNPs de Silvetia hidroetandlicas fueron
las que presentaron menor efectividad con valores de 10.26°y 20.53¢ ug mL™ (p<0.001) para
CMI/CMB respectivamente. La cepa CAIM333 fue la mas susceptible en medio liquido con
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valores promedio de 4.75% y 8.75% ug mL* para CMI/CMB respectivamente. Se concluyo
que para este caso las AgNPs sintetizadas con el extracto acuoso de la macroalga Ulva
clathrata presentan la mejor actividad antibacteriana contra cepas de Vibrio in vitro. Los
valores de MIC y MBC obtenidos para las AgNPs fueron inferiores a los reportados por
Petrus et al. 2011 donde se evalud Ag coloidal contra otras cepas de Vibrio y reportaron un
MIC de 9.64 ug mL* y un MBC >100 pg mL ™.,

Maldonado-Mufiiz, M., Nieto-Lépez Martha Guadalupe, Cruz-Sudrez, L.E. 2019. Nanoparticulas de Plata como Aditivo en Alimentos para Control de Enfermedades Causadas por
Vibrio en L. vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6épez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y
M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Leén, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-
607-27-1268-3, pp. 168-199,



178

Tabla 2. Actividad anti-Vibrio in vitro de nanoparticulas de plata

Concentracion Cepas de Vibrio / mm de
Agente reductor Composicién . o mm de inhibicion Referencia
utilizada inhibicion
Algas
Ulva clatratha Plata y cloruro de plata 1 pg por disco Vibrio parahaemolyticus (AHPND +) Maldonado-Mufiiz et al 2019
M9-04 12.32+0.08 mm
M6-05 11.76 £0.20 mm
M5-28 11.3+ 0.1 mm
Bacterias
) . o 50 pL de 1 mM (8.5 pg por o ) .
Brevibacterium frigoritolerans Plata disco) Vibrio parahaemolyticus 25+ 1.0 mm (Singh et al. 2015)
) N 50 pL de 1 mM (8.5 pg por o . (Sivaramasamy and Zhiwei
Bacillus subtilis Plata . Vibrio parahaemolyticus 21.25+ 255 mm
disco) 2016a)
Vibrio harveyi 19.27 £ 1.36 mm
Bacillus licheniformis Plata - Vibrio parahaemolyticus 20 mg ml%, 3mm (Shanthi et al. 2016)
30 mg ml%, 4 mm
50 mg ml%, 6 mm
100 mg ml* 8 mm
Plantas
Camellia Sinensis Plata 10 pg por disco Vibrio chloreae 13-15nm (Geoprincy et al. 2011)
o . 50 pL de 1 mM (8.5 pg por o )
Proposis chillensis Plata disco) Vibrio parahamolitycus 19+2.8mm (Kandasamy et al. 2012)
Vibrio harveyi 16 + 2.7 mm
Vibrio chloreae 22 +3.5mm
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Azadirachta indica Plata 10pl pg por disco
Otros

Membrana de carboxycelulosa Plata 10 pg mi-1

Plata coloidal Plata coloidal 15 ppm

Vibrio chloreae

Vibrio parahamolitycus AHPND +
Vibrio harveyi AHPND +

Vibrio parahamolitycus AHPND +

14 nm

11+2.1mm
10+1.8 mm

3.0 mg ml*-12.0

45mgml-!-13.8
6.0 mg ml*-16.8
8.0 mg mI*-18.8
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(Renugadevi and Venus
Aswini 2012)

(Sivaramasamy et al. 2017)

(Morales-Covarrubias et al.
2016)
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Figura 3. Actividad antibacteriana de AgNPs sintetizadas con extractos de macroalgas mexicanas
mediante difusion en disco Kirby-Bauer, mm de inhibicion + desviacion estandar obtenidos a 1 pg de

AgNPs/disco (H: extracto hidroetandlico; A: extracto acuoso).
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Figura 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB)
mediante microdilucién en placa de AgNPs sintetizadas con extractos de macroalgas mexicanas (H:

extracto hidroetandlico; A: extracto acuoso).
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Uso de alimentos adicionados con nanoparticulas para control de enfermedades

La nanotecnologia cuenta con aplicaciones la industria de la acuacultura tales como:
tratamiento de aguas, esterilizacion de estanques, y recientemente como aditivo en alimentos
para el control de enfermedades (Vijayan et al. 2016; Meneses Marquez et al. 2018). En los
paises asiaticos (India y China) se ha aumentado el uso de nanoparticulas en esta industria
(FAO, 2010; Meneses Marquez et al. 2018) pero en México, los estudios realizados sobre
este tema son incipientes. Los primeros estudios reportados del uso de AgNPs (sintetizadas
a base de fitoextractos o bacterias) administradas via dietaria en camardn se centraron en el
aprovechamiento de su potencial antimicrobiano para el control de enfermedades
ocasionadas por especies de Vibrio (Vaseeharan et al. 2010; Kandasamy et al. 2012; Morales-
Covarrubias et al. 2016; Sivaramasamy and Zhiwei 2016; Alvarez-Cirerol et al. 2019). Las
AgNPs se han evaluado en especies de importancia econémica como: Litopenaeus
vannamei, Feneropenaeus indicus y Penaeus monodon desafiados con cepas de Vibrio

parahaemolyticus, cholerae o harveyi (Tabla 3).

Recientemente, Maldonado Mufiiz et al. 2019 confirmaron que la via dietaria es una forma
segura y adecuada de administrar AgNPs para evaluar su efecto en los camarones debido a
su buena estabilidad y adherencia, reportando por primera vez la medicién de pérdidas de la
Ag de las NPs por lixiviacion en agua marina resultando inferiores al 5%, en este estudio
también reporta que la actividad anti-Vibrio de las AgNPs no se pierde al adicionarlas en
alimentos peletizados para camardn y concluye que su consumo a dosis bajas (menores a 100
AgNPs mg kg™ de alimento) durante 7 dias aumenta significativamente la sobrevivencia
hasta en un 78 % en organismos Litopenaeus vannamei desafiados por bafio con Vibrio
parahaemolyticus AHPND* (Figura 5), coincidiendo con sobrevivencias reportadas por
estudios previos en un rango desde un 70 hasta un 90% (ver referencias en Tabla 3). Por otra
parte, existen hallazgos donde se concluye que la plata en forma coloidal tambien tiene un
efecto protector contra Vibrio parahaemolyticus AHPND+, ya que Morales-Covarruvias y

colaboradores en 2016 reportan una sobrevivencia del 90 % en organismos L. vannamei
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desafiados Vibrio parahaemolyticus AHPND+ previamente alimentados con dietas

adicionadas plata coloidal comercial.
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Figura 5. Grafica Log de sobrevivencia Kaplan-Meier y comparacién de medias Holm-Sidak

(P<0.001) organismos L. vannamei desafiados con Vibrio parahaemolyticus (09-04) AHPND+

previamente alimentados con dietas adicionadas con 0, 10 y 100 ppm de AgNPs sintetizadas a
base de Ulva (Maldonado Mufdiz et al. 2016).
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Tabla 5. Evaluacién de alimentos adicionados con nanoparticulas para control de enfermedades
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Tipo de nanoparticulas

Especie en la que se

evaluaron

Dosis administrada en alimento

Infeccion

Sobrevivencia

Referencia

AgNPs (extracto acuoso de

Vibrio parahaemolyticus

Maldonado Mufiiz et al

causante de AHPND*

Litopenaeus vannamei 100 mg kg de alimento (7 dias) 78 %
Ulva) causante de AHPND* 2019
AgNPs (extracto de Prosopis 0.1 mg de AgNPs en 10 mg de V. cholerae, V. harveyi, y V.
o Penaeus monodon . ) 60 % (Kandasamy et al. 2012)
chilensis L) alimento parahaemolyticus
AgNPs (Camellia sinensis) Feneropenaeus indicus | 5y 10 mg AgNPs (5 dias) Vibrio harveyi 70% (Vaseeharan et al. 2010)
AgNPs (extracto de Rumex | Litopenaeus vannamei | A. franciscana como vector 50 o . (Alvarez-Cirerol et al.
Vibrio parahaemolyticus 87.5%
dentatus) PL-15 ug/mL de AgNPs 2019)
. . . . 0.1 mg de AgNPs en 10 mg de o . (Sivaramasamy and
AgNPs Bacillus subtilis Litopenaeus vannamei ] Vibrio parahaemolyticus 85.5 % o
alimento Zhiwei 2016a)
. . . . Vibrio parahaemolyticus (Morales-Covarrubias et
Plata coloidal Litopenaeus vannamei 0.5 ml g de alimento 90 %

al. 2016)
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Toxicidad, bioacumulacién y cinética de depuracion de nanoparticulas administradas

via dietaria

En este tema, algunos investigadores han estudiado la bioacumulacion y transferencia de
metales nobles y pesados, incluida la plata idnica, radiomarcada o compleja en zooplancton,
peces y crustaceos con el proposito de establecer el estado actual de acumulacion,
distribucion y migracion dentro de la cadena trofica de metales producto de la contaminacion
en el ecosistema o por la migracion ocasionada por el consumo de dietas contaminadas
(Metian et al. 2010; Wang 2013; Lacave et al. 2017). Sin embargo, en camaron se carece de
estudios enfocados a proporcionar informacion sobre la acumulacion de los productos
antibacterianos de nueva generacion fabricados con nanotecnologia para promover su uso a

dosis apropiadas que tengan un impacto minimo en los sistemas biol6gicos.

Se han documentado y adoptado diferentes directrices de ensayos para determinar
experimentalmente la bioacumulacién en peces e invertebrados. Las que se aplican con
caracter mas general son la Directriz 305 de la OECD (OECD, 2012) y la guia normalizada
ASTM (ASTM 2002), los principios de las ambas directrices son similares y describen un
procedimiento normalizado para la evaluacién del potencial de bioacumulaciéon vy
bioconcentracidn de cualquier sustancia quimica en peces tras su exposicion a través del agua
o de la dieta, bajo condiciones definidas bajo un régimen de administracion. Generalmente,
se trata de un ensayo con peces que consta de dos fases: una de exposicion a la sustancia de
estudio (absorcion) y otra de post-exposicion (depuracion). Durante la depuracién, los peces
se transfieren a un medio exento de la sustancia a prueba. La concentracion de ésta en el pez
debera determinarse en distintos tiempos de muestreo durante cada una de las fases de

ensayo.

Maldonado-Muiiiz et al. en 2019 reportaron un estudio basado en las recomendaciones de la
OECD llevado a cabo en juveniles de Litopenaeus vannamei y mencionaron en términos de
toxicidad que el consumo a corto plazo (7 dias) de alimentos peletizados suplementados con
dosis nominales de Ag (AgNPs) (10, 100, 1 000 o 10 000 ppm), no afecta la sobrevivencia,
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crecimiento o tasa de conversion alimenticia de los camarones; sin embargo, su consumo en
altas concentraciones dietarias (1 000 y 10 000 ppm) disminuye significativamente el indice
hepatosomatico. Este efecto negativo sobre el HPI, seguido del dafio histolégico, se ha
reportado en truchas después de ocho semanas de exposicidn en agua con AgNPs comerciales
a concentraciones de 3 300 y 1 000 mg de Ag L™ (Monfared and Soltani 2013).

En términos de bioacumulacion y depuracion mencionaron que el consumo a corto plazo de
AgNPs produjo una bioacumulacion significativa de Ag dependiente de la dosis en el
hepatopancreas seguido de la cuticula, mientras que la bioacumulacion en el musculo no fue
significativa; por otra parte, mencionaron que la asimilacion y depuracién de Ag es llevada a
cabo en mayor parte por el hepatopancreas, esto debido a que la glandula del hepatopancreas
de los crustéaceos es considerado un érgano blanco para la acumulacion de muchos tipos de
sustancias; ademas de realizar funciones importantes como secretar enzimas digestivas,
servir como el sitio principal para la adsorcion de alimentos y almacenar reservas
metabolicas, este drgano también contiene vesiculas con proteinas de union a metales que le
permiten secuestrar metales pesados y otros tipos de sustancias. Finalmente, la depuracion
de Ag acumulada en hepatopancreas y branquias fue de 89 y 99 % respectivamente, después

de 14 dias de depuracion (alimentacion con dieta control).
Efecto de nanoparticulas sobre histologia de camaron

Actualmente, no han sido reportados estudios de toxicidad de AgNPs administradas via
dietaria en términos histoldgicos para camardn. Los estudios realizados en otros
invertebrados (Daphnia magna) y en peces (Danio rerio y Rainbow trout) expuestos por via
acuosa en agua dulce han mostrado un amplio rango de dosis, que van desde 5 ng hasta 100
mg ml,* definidas como tdxicas las cuales a su vez son dependientes de la especie de prueba
y dosis administradas (Bianchini and Wood 2002; Bilberg et al. 2012; Monfared and Soltani
2013; Mackevica et al. 2015; Yazdanparast et al. 2016). La diversidad en los resultados de
toxicidad de AgNPs reportados para diferentes organismos es atribuido a diferentes factores
ambientales (pH, salinidad), via de exposicién (agua, alimento), y caracteristicas fisicas que

Maldonado-Mufiiz, M., Nieto-Lépez Martha Guadalupe, Cruz-Sudrez, L.E. 2019. Nanoparticulas de Plata como Aditivo en Alimentos para Control de Enfermedades Causadas por
Vibrio en L. vannamei. En: Cruz-Suérez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-L6épez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado, J., Gaxiola Cortes, M.G. y
M.Olvera-Novoa (Eds), Revisiones en Nutricién de Organismos Acuéticos, Universidad Auténoma de Nuevo Leén, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México, ISBN 978-
607-27-1268-3, pp. 168-199,



186

afectan su biodisponibilidad (liberacion de iones, tamafio, forma, carga, recubrimiento de las
NPs, solubilidad) (Scown et al. 2010; Yang et al. 2012; Macken et al. 2012).

Nuestro grupo de investigacion report6 por primera vez la toxicidad en términos de histologia
en organismos L. vannamei después del consumo a largo plazo (20 dias) de dietas adicionadas
con AgNPs a concentraciones nominales de 0, 10, 100 y 1000 ppm. En las condiciones
evaluadas no se afectd la sobrevivencia, el crecimiento, ni el indice hepatosomatico del
camaron L. vannamei. Las dosis altas de hasta 1000 ppm ocasionaron dafios histolégicos
significativos en el HP (ver Figura 6). En base a estos resultados se concluy6 que el uso de
éstas AgNPs debe restringirse a dosis entre 10 y 100 ppm (Maldonado-Muifiiz et al. 2015).
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Figura 6. Microfotografia de HP de camaron L. vannamei después de 20 dias de alimentacion

con dietas suplementadas con AgNPs.

Influencia del consumo de dietas con AgNPs sintetizadas con extractos de macroalgas

sobre la biodiversidad de la microbiota fecal de L. vannamei

La metagendmica ha surgido en la Gltima década como una prometedora herramienta que
provee informacion sobre la diversidad del microbioma para obtener una comprensién mas
profunda sobre roles bacterianos en la salud de los organismos (Martinez-Porchas and
Vargas-Albores 2017). EI microbioma intestinal desempefia un papel integral en la salud del

huésped al estimular el desarrollo del sistema inmune, ayudando en el aprovechamiento de
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nutrientes y superando a los patdgenos oportunistas (Tarnecki et al. 2017). Actualmente, se
han reportado estudios donde se confirma que la dieta tiene una influencia directa en la
diversidad de la microbiota intestinal del huésped y por consecuencia en la del medio
ambiente (Claesson et al. 2012; Cornejo-Granados et al. 2017; Tarnecki et al. 2017). Por otra
parte, estudios confirman que el microbioma fecal es un reflejo directo del microbioma
intestinal, resultando como una forma de andlisis no invasiva para los organismos (Sugita et
al. 1987; Oetama et al. 2016; Zhou et al. 2017) . Sugita y colaboradores (1987) compararon
la microflora fecal de peces dorados Y tilapia con la de sus contenidos intestinales y no
encontraron diferencias significativas en los recuentos de los principales grupos de bacterias
entre los dos tipos de muestras de las dos especies de peces. Con esto concluyeron que las
muestras fecales son buenos indicadores de la microflora intestinal del pez.

En el area de la acuacultura es una practica comun el uso de productos que ayuden a mejorar
la resistencia contra enfermedades y que a su vez aumenten el rendimiento de produccion;
dentro de ellos destacan moléculas de origen natural o sintético con poder antimicrobiano y
recientemente los probidticos y las particulas nanoestructuradas (Narrowe et al. 2015;
Sivaramasamy and Zhiwei 2016; Sivaramasamy et al. 2017), estos productos son con
frecuencia afiadidos directamente en el agua o suministrados via alimentaria (Merrifield et
al. 2013; Martinez-Porchas and Vargas-Albores 2017; Vargas-Albores et al. 2017).
Actualmente, existe informacién sobre la modificacion y/o restauracion en el microbioma
intestinal una vez que moléculas con actividad antibacteriana (p ej. triclosan), nanoparticulas
y probidticos son administrados via dietaria en peces (Narrowe et al. 2015; Vargas-Albores
etal. 2017; Adamovsky et al. 2018). Sin embargo, la modificacion de la microbiota intestinal
en camaron debido al consumo nanoparticulas no ha sido reportado previamente.

Aunque existen estudios en otros organismos en lo que se ha demostrado que el consumo de
nanoparticulas de plata puede modificar la microbiota intestinal y que esto depende del
tamario de la nanoparticula, de su forma, del revestimiento y de su composicion y dosis (Qiu
et al. 2018) por ejemplo en el 2014, Han y colaboradores en 2014, utilizan larvas de
Drosophila melanogaster como modelo de invertebrados para probar el efecto del consumo

de AgNP y demuestran que hubo una reduccion notable en la diversidad de la microbiota
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intestinal de las larvas de Drosophila tratadas con Ag NP (500 y 450mg ml ) con un aumento
en el predominio de Lactobacillus brevis y una disminucion en Acetobacter en comparacion
con el control. Por otro lado Wilding et al. (2016), indican que en contraste con los
antibidticos de amplio espectro que causan cambios drasticos en el microbioma, la
dosificacion oral repetida de AgNP (10 mg kg™ de peso corporal por dia) durante 28 dias no
alter6 la estructura o diversidad del microbioma intestinal indigena de murinos
independientemente del tamafio (20 y 110 nm) o revestimiento (PVP y citrato) de las
nanoparticulas, lo cual también puede ser una ventaja ya que los cambios en el microbioma
se han relacionado con la iniciacion /progresion de muchas enfermedades (Qiu et al. 2018).
Nuestro grupo de investigacion, realizd un estudio preliminar en colaboracion con el Dr.
Bruno Gomez-Gil del CIAD Mazatlan, con la finalidad de conocer la modificacion y
restauracion del microbioma intestinal a través del analisis de la microbiota fecal del camarén
después de suministrar alimentos adicionados con AgNPs; el experimento consistio en 3
fases una de aclimatacién (solo dieta control sin AgNPs, 7 dias), una de exposicion (dietas
con AgNPs a 0, 10 y 100 ppm, 7 dias) y finalmente una fase de restauracion (regreso a dieta
control, 7 dias), al final de cada fase se colectaron muestras individuales de heces de 10
camarones por tratamiento (1.06£0.56 g peso promedio) y se evaluaron las comunidades
microbianas fecales utilizando la secuencia de los fragmentos del gen 16S rRNA.

En este estudio se encontré que el consumo de AgNPs via dietaria durante la fase de
exposicion disminuyd ligeramente la diversidad del microbioma fecal en todos los
tratamientos incluyendo el control (O ppm) por lo que es probable que las AgNPs en las dosis
de 10 y 100 ppm se lixiviaron en el agua afectando la microbiota en todos los organismos en
general; sin embargo, aungue se observl esa tendencia resultd ser no significativa para
ningan tratamiento. Por otra parte, también se mostrd que al dejar de suministrar las dietas
adicionadas con AgNPs la diversidad regresé a los valores iniciales originales (Figura 7a).
Al realizar un andlisis estadistico alternativo sobre los diferentes blogues de muestreo
tomando en cuenta la presencia o ausencia de las AgNPs, se encontraron cambios
significativos en las proporciones a nivel orden en Vibrionales, Alteromonadales y
Burkholderiales (Figura 7Db).
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El grupo de bacterias Vibrionales han sido reportadas previamente como bacterias gran
negativas mas abundantes en el intestino de especies de camardn como: Litopenaeus
vannamei, Peneaus monodon y Fenneropenaeus chinensis, dentro de este grupo de bacterias
gram-negativas han sido reportadas como cepas altamente patdgenas para camarén Vibrio
parahaemolyticus, sin embargo en su mayoria son endégenas y no virulentas con roles
funcionales (Wang et al. 2014; Cardona et al. 2016). EI grupo Alteromonadales, ha sido
reportado como otro de los grupos de bacterias mas abundantes de la flora intestinal nativa
en camarodn utilizado frecuentemente como indicador de “buena salud” en organismos tanto
silvestres como en maternidades (Wang et al. 2014; Zheng et al. 2017). Finalmente, los
microorganismos del orden Burkholderiales han sido reportados como proteobacterias gram
negativas de metabolismo aerobio frecuentemente asiladas de suelo y agua en granjas de

peces e intervienen en los ciclos de fijacion del carbono y del nitrogeno (Sheu et al. 2016).
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Conclusiones

La produccion de AgNPs con extractos de algas marinas ha tomado auge en los Gltimos afios
debido a las caracteristicas fisico-quimicas mejoradas con respecto a las sintetizadas
quimicamente o con otros extractos fitoquimicos; debido a su actividad antibacteriana, para
algunos autores resultan ser una estrategia prometedora en la acuacultura contra
enfermedades emergentes especialmente las ocasionadas por cepas de Vibrio, debido a que
presentan una serie de ventajas con respecto a los antibidticos y probidticos; ya que el uso de
antibioticos puede tener consecuencias negativas para humanos y salud ambiental, debido a
que promueven la transferencia de genes de resistencia y en el caso de los probioticos, aunque
resultan ser prometedores su uso tiene algunos riesgos asociados a la introduccion de especies

no nativas del ecosistema marino.

La aplicacion de AgNPs producidas a partir de Ulva clathrata en alimentos peletizados a
dosis adecuadas (menores a 100 ppm) resulta ser inocuo en términos de toxicidad, histologia
y bioacumulacién para los organismos que las consumen, el uso de estas podria ser un
tratamiento efectivo contra enfermedad bacterianas en el cultivo de camardn y por resultado

obtener mejores rendimientos de produccion.

Por otro lado, los cambios en la microbiota inducidos por el uso de las AgNPs puede ser
beneficioso para los camarones, pero un riesgo que también puede ocurrir es que estos
cambios afecten a las comunidades microbianas con funciones importantes para estos

crustaceos y el ambiente que los rodea.

Aunque actualmente se cuenta con informacion que respalda los buenos resultados obtenidos
en experimentos realizados a nivel laboratorio en medio controlado, es necesario estudios
futuros ya que es criticamente importante comprender el efecto de su uso directamente en
granjas de camardn enfatizando los beneficios obtenidos y desafios, asi como perspectivas a

largo plazo tomando en cuenta las interacciones con el medio ambiente.
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Resumen

Hoy en dia la acuacultura solventa una gran cantidad del pescado para consumo humano; de acuerdo a
prondsticos a futuro la acuacultura seguira creciendo, por tal motivo se tiene que solventar la fuente de proteina
para alimentar a los peces cultivados en la acuacultura, ya que actualmente los alimentos comerciales su fuente
de proteina es la harina de pescado, dicha fuente de proteina se esta encareciendo, lo que provoca el incremento
del precio. Actualmente se estan realizando estudios en la busqueda de fuentes alternas de proteina provenientes
de cereales o insectos, algunas de estas fuentes alternas no pueden reemplazar completamente a la harina de
pescado debido a que contienen algunos antinutrientes lo que provoca que los peces no asimilen completamente
los aminodacidos e inclusive impidan la absorcién de otros nutrientes. Una manera de probar si los peces
realmente estan absorbiendo los nutrientes es haciendo una respirometria la cual consta de medir el oxigeno
disuelto inicial y el oxigeno final después de cierto tiempo, durante este tiempo el pez se encuentra
completamente aislado en la camara respirometrica. Ademas del oxigeno disuelto también se obtienen otros
factores relacionado con el metabolismo del pez los cuales son la tasa metabdlica estandar (SMR), el alcance

metabolico aerébico (AMS), tasa maxima metabolica (MMR) y consumo de oxigeno (MOy).

Palabras clave: metabolismo, pez, alimentacion
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Abstract: Nowadays aquaculture solves a large amount of fish for human consumption;
According to future forecasts, aquaculture will continue to grow, for this reason the source
of protein has to be solved to feed the fish grown in aquaculture, since commercial food is
currently the source of protein is fishmeal, said source of protein is becoming more
expensive, which causes the price increase. Studies are currently being carried out in the
search for alternative protein sources from cereals or insects, some of these alternative
sources cannot completely replace fishmeal because they contain some antinutrients, which
causes fish to not fully assimilate amino acids and they even prevent the absorption of other
nutrients. One way to test if the fish is really absorbing nutrients is to perform a respirometry
which consists of measuring the initial dissolved oxygen and the final oxygen after a certain
time, during this time the fish is completely isolated in the respiratory chamber. In addition
to dissolved oxygen, other factors related to fish metabolism are also obtained, which are the
standard metabolic rate (SMR), aerobic metabolic range (AMS), maximum metabolic rate

(MMR) and oxygen consumption (MO2).
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Introduccion

La acuacultura puede ser definida como la crianza o cultivo de organismos acuéticos
utilizando técnicas disefiadas para aumentar la produccion de dichos organismos maés alla de
la capacidad natural del entorno (Justino et al., 2016), aunado a lo anterior la acuicultura a
nivel mundial contribuye con el 47% del pescado para consumo humano(Dayson et al.,
2016). También la acuiculturaes la industria de produccion animal con la tasa de crecimiento
mas alta en los ultimos 20 afios (Dantas et al., 2017), en 2016 la produccién acuicola global
fue de 110.2 millones de toneladas, a nivel econémico significo 243.5 mil millones de dolares
(FAO, 2018). Otro aspecto importante de la acuicultura es que se considera ampliamente
como una opcion para combatir el hambre y la pobreza en los paises en desarrollo (Lithgow
etal., 2017). Una de las actividades mas importantes en la acuicultura es la nutricién, por lo
tanto, el 40% de los costos totales de produccion son inversiones en alimentos para peces; Si
esta tarea tiene ineficiencias, sera una pérdida, especialmente para los acuicultores intensivos
(Zhou et al., 2017).

Un elemento de gran importancia en los sistemas bioldgicos es el nitrogeno, este es un
componente fundamental de los aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos. El catabolismo
de estos compuestos que contienen nitrdgeno libera amoniaco, que es tdxico y debe de
eliminarse. Los peces al consumir los aminoacidos presente en el alimentos los digieren para
obtener proteinas, la cantidad de aminoacidos que consume el pez para el crecimiento y
desarrollo exceden de los que necesita, por tal motivo se degrada ya que este exceso no se
puede almacenar, por Ultimo la mayoria de los amino&cidos se catabolizan en el higado (Ip
y Chew, 2018a).

Medicion del metabolismo en peces

El metabolismo de los peces dulceacuicolas puede variar dependiendo de las variables fisicas
y quimicas del agua, en el caso del pH el rango 6ptimo es 6.5 — 9.0, este rango puede variar
dependiendo de los compuestos carbonatados presentes en el agua (Mohammadi et al.,

2019). En el caso de la temperatura los rangos 6ptimos pueden variar dependiendo de la
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especie que se esta cultivando pero este puede ser de 24°C — 30°C (Li, 2017) y el Oxigeno
Disuelto (OD) se considera de 6 mg/L (Meng et al., 2019). En el caso del OD como lo
menciona (Abdel-Tawwab et al., 2019; Wang et al., 2019) la tasa del consumo de oxigeno
se puede usar como un parametro basico para evaluar las actividades metabolicas y a su vez
el cortisol es el principal corticosteroide que comunmente se utiliza como indicador de estrés
en peces. Ademas la concentracion de OD en los estanques de peces puede variar debido a
muchos factores, como la fotosintesis, la difusion del O2, la solubilidad del O2 en el agua de
los estanques todo esto se debe de tomar en cuenta para evitar una hipoxia (Abdel-Tawwab
et al., 2019). También la concentracion de OD esta fuertemente determinada por los procesos
de tratamiento de agua, como intercambio de agua, biofiltracion, aireacién, oxigenacion,
velocidad de flujo (YYang et al., 2019). También en los peces se pueden presentar el estrés
oxidativo que resulta cuando los oxidantes exceden a los antioxidantes lo cual conducen al
desequilibrio redox y dafio a biomoléculas. Los principales procesos que rigen los niveles de
oxidantes en los sistemas bioldgicos son la tasa de produccion y eliminacion (Okoye et al.,
2019). Continuando con la idea en bajas concentraciones de oxigeno el excremento del pez
juega un papel de mayor importancia debido al deterioro de dicho excremento ya que
conforme el agua se va deteriorando afectara seriamente el rendimiento y la calidad de los
organismos acuaticos. Si la falta de oxigeno llega a tiempos muy prolongados el agua tendra
una gran cantidad de sustancias toxicas que podrian causar enfermedades o incluso muerte
de peces (Ren et al., 2018; Ta 'y Wei, 2018). En otras palabras la concentracion apropiada de
oxigeno disuelto promueve el crecimiento bioldgico, acorta el ciclo de reproduccién y mejora
la eficiencia del sistema mejorando la economia, otra cuestion de gran importancia son los
microrganismos presentes en el agua lo cuales deben de tener una relacion simbidtica con la
especia cultivada ya que algunos de estos microrganismos son aerébicos o anaerdbicos, lo
cual implica que si hay un desequilibrio propiciara un consumo extra de OD (Ta y Wei,
2018). La importancia del OD es tal que el nivel de OD debe ser superior a 5 mg/L durante
16 h de las 24 h, el tiempo restante no sebe de ser inferior a 3 mg/L, ya que si este es inferior
a 3 mg/L tendra un gran impacto en la alimentacién, digestion y por ende en la salud de los
peces (Huan et al., 2018).
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Hay casos en que los peces pueden adoptar la respiracion de aire como una respuesta
adaptativa para vivir en habitats acuéticos donde el PO> disuelto es bajo. En ocasiones varios
de estos tiene branquias degeneradas pero compensadas con 6rganos respiratorios accesorios,
para reducir la perdida de O absorbido por los 6rganos que respiran aire al agua hipoxica;
esto podria modificar el crecimiento y las excreciones de amoniaco (Ip y Chew, 2018b). En
cuanto a las enfermedades o infecciones que se presentan en los peces que se encuentran en
estado de estrés y choques térmicos, presentan bajo consumo de OD y amoniaco alto (Cheng-
Sheng et al., 2015).

El consumo de oxigeno puede ser utilizado para medir la tasa de respiracion del pez, por tal
motivo la tasa de respiracion se usa comunmente como una medida para la tasa metabdlica
(Magnhagen et al., 2018). Para esto se utiliza una metodologia llamada respirometria, la cual
es una herramienta comunmente utilizada para medir las tasas de consumo de oxigeno (MO)
y estimar el rendimiento metabdlico de un pez en reposo, durante la exposicion a estresores
0 mientras se realizan diferentes actividades locomotoras. De aqui los pardmetros de gran
importancia son la tasa méaxima metabolica (MMR) esta representa la cantidad méxima de
energia que se puede metabolizar aerébicamente por un pez y puede ser estimada midiendo
el MOz de los peces durante o después de una actividad exhaustiva; otro parametro el cual
se puede obtener es la tasa metabdlica estandar, dicho parametro es la minima cantidad de
energia requerida para mantener el funcionamiento de pez. La diferencia entre el MO2max Y
MO2wmin es el total para la actividad aerobica en otras palabras la capacidad del metabolismo
aerobico (Christensen et al., 2018; Rummer et al., 2016). También se toma en consideracion
la tasa metabolica estandar (SMR) y el alcance metabdlico aerdbico (AMS), el primero es la
tasa metabdlica en reposo, en otras palabras es el costo o la cantidad de oxigeno que requiere
el pez para solventar las funciones de crecimiento y reproduccién; el segundo expresa la tasa
metabolica cuando el pez se encuentra a su maxima velocidad de nado (Murray et al., 2017;
Rosewarne et al., 2016). (J. Ma et al., 2019) hacen la mencion de también tomar en cuenta
la tasa de excrecion de dioxido de carbono (CR) y el cociente respiratorio (RQ), ya que
también estan asociados con cambios en la tasa metabdlica. Este tipo de experimentos
también tiene variaciones como es el periodo de descanso, es decir el tiempo en el cual el pez

esta dentro de la cAmara, este puede variar de 1 a 48 h de duracion con el objetivo de que el
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