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El lenguado de CalifornigPgralichthys californicus) es una especie con alto potencial acuicola
para el Noroeste de México, por su alto valor decad® y la buena aceptacién del consumidor.
Sin embargo, su cultivo larvario presenta limitae® debido a la falta de conocimiento especifico
sobre su capacidad digestiva y protocolos de @eatktcuados durante su etapa larval. Los lipidos
constituyen el segundo nutriente de importancikaemwtricion larval, no obstante son escasos los
estudios evaluando la digestion de lipidos. E®ptw, que los objetivos del presente trabajo fueron
caracterizar la actividad de la lipasa dependidatéas sales biliares (LDSB) y la fosfolipasa A
(FLA>) en el tracto digestivo del lenguado de Califognevaluar el efecto del tipo de lipido en el
crecimiento, supervivencia y la actividad enzinggtioon el fin de obtener informacion adecuada
para formular dietas y desarrollar estrategiadideeatacion acorde a la capacidad digestiva de la
larva. Dos tipos de lipidos fueron evaluados comrigaecedores del alimento vivo (rotiferos y
Artemia) durante los primeros 42 dias después de la éald®)DE); uno de origen marino
(Algamac-3000) y otro de origen terrestre (ace#tdimhza). Se tomaron muestras para las pruebas
enzimaticas cada dos dias hasta el dia 18 despuasedlosion y cada 4 dias hasta los 42 DDE.
Se registro la longitud total (LT) y el peso seB&) de los animales. Al final del bioensayo (42
DDE), se evalu¢ la calidad de la larva con aumerdstico de la temperatura de 18 a 32NG.

se encontraron diferencias significativas (P>0dl)e tratamientos en cuanto al crecimiento en
LT. Sin embargo, se encontré un crecimiento sigaiivamente mayor en PS y supervivencia en
las larvas del tratamiento con lipidos de origerrima24.24+1.80 mg y 21.23+0.39 % en
comparacion con las de origen terrestre 9.36+1 % &172+4.79 %, respectivamente. Se encontrd
actividad de la LDSB y FLAdesde los 3 DDE antes del inicio de la alimenta@®ogena. La
actividad de la LDSB en ambos tratamientos se mrargin diferencias significativas hasta los 30
DDE donde se registré un aumento significativo ketragamiento marino, mientras que en el
tratamiento terrestre se retraso hasta los 34 BMEmMbargo regreso a valores comparables con
el tratamiento marino para los 42 DDE. En cuanta actividad de la FLAno se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientosadte el bioensayo. Lo anterior sugiere que existe
un efecto negativo temporal del tipo de lipido@adtividad de la LDSB pero no en la FELAsI
mismo, en la prueba de calidad de larvas, se obsgue las larvas del tratamiento terrestre
resultaron con un indice de estrés mayor (29.9%6)4n comparacion con las del tratamiento
marino (3.75+2.65). Esto sugiere que el aceiténdz no proporciond los acidos grasos esenciales
(LC-PUFAs n-3) necesarios para un desarrollo l&amwarespuesta al estrés adecuados, por lo cual
no es apropiado como enriquecedor del alimento ewcel cultivo larvario del lenguado de
California, ya que los valores son significativameeimferiores en crecimiento, supervivencia y
capacidad de respuesta al estrés con respectdipidios de origen marino.

Palabras claveParalichthys californicus, Lipidos, Actividad enzimética, Cultivo larvario,
Lipasa dependiente de sales biliares, Fosfolipasa.A
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The effect of lipid type on lipid digestive enzynthsing the larval stage of the California
halibut (Paralichthys californicus)
Abstract approved by:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera

The California halibutRaralichthys californicus) is a flounder species with a high potential for
aquaculture in the Northwest of México, due tamtsrket value and consumer preference for their
color, texture and flavor. However, the developn@multure techniques for this species has been
limited due to the lack of knowledge, among otlaetdrs, of the digestive capacity and appropriate
weaning protocols during their larval period. Lipidre the second most important nutrients in
larval nutrition, but studies on lipid digestioreacarce. Thus, the objectives of this study were t
characterize two important lipid digestion enzymtibag, bile salt-dependent lipase (BSDL) and
phospholipase A(PLA>) activities in the digestive tract of Californialibbut and evaluated the
effect of lipid type on growth, survival and enzyroactivity during the larval period, in order to
increase our knowledge to formulate diets and agvigeding strategies according to the digestive
capacity of larvae. Two type of lipids were evatthtais enrichments of live feed (rotifers and
Artemia) and used as food during the first 42 days atching (DAH); one from a marine source
(Algamac-3000) and one from a terrestrial souriexg¢ked oil). Larvae were collected for enzyme
assays every two days until 18 DAH and every faysduntil 42 DAH. Total length (TL) and dry
weight (DW) were measured every sampling date. talthlly, at the end of experiment the
guality of the larvae was assessed by gradualleasing the water temperature from 18 °C to 32
°C. No significant differences in larval final TLene found between treatments. However, growth
in terms of DW and survival were significantly heghn larvae fed live-feed enriched with marine
lipids, 24.24+1.80 mg y 21.23+0.39 %, comparedtse enriched with flaxseed oil 9.36+1.34 mg
y 3.72+4.79 %. BSDL and PLAactivity were detected before exogenous feedimgnsenced (3
DAH). BSDL activity was similar in both treatmenistil 30 DAH, when a significantly higher
peak in total activity in the marine treatment waserved, while the terrestrial treatment peak in
activity was observed until 34 DHA. Nonethelessivéty returned to comparable values in both
treatments by 42 DHA. No significant differenceseviound in PLA activity between treatments.
This suggests that there is a temporary negatfeetedf lipid type in BSDL activity, but not in the
PLA>. The larval quality tests revealed that larvaetfedterrestrial oils had a higher stress index
(29.92 +14.66) than those fed the marine oils (Z55). This suggests that flaxseed oil did not
provide essential fatty acids (LC-PUFAs n-3) reedifor larval development and appropriate
stress response and thus is not a suitable ennmtHipal for live prey in California halibut larval
culture, as the values of final DW, survival ancess response were significantly lower with
respect to the marine lipid source.

Keywords: Paralichthys californicus, Lipids, Enzymatic activity, Larval culture, Bile salt-
dependent lipase, PhospholipaseA
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Capitulo 1

1. Introduccién

1.1. Generalidades

El consumo global de productos acuicolas se hanmentado en las Gltimas décadas, pasando de
45 millones de toneladas métricas a inicios deafiss 70, a 131 millones de toneladas para el
2011, de las cuales casi el 50% provino de la attura (Delgadat al., 2003; FAO, 2012). Este
aumento en la produccion acuicola ha venido &aegisel incremento de la demanda de productos
acuicolas resultante del crecimiento poblacionalféayet al., 2010) y del déficit ocasionado por

el colapso o la reduccion de la produccion pesqguenadial (Paulyet al., 2005).

Duarteet al., (2009) mencionan que la acuicultura marina TE Una opcion viable para la
produccién de proteina animal en la demanda faei@imentos. A pesar de esto, son los sistemas
de agua dulce los que generan mas del 41% dedaqguion acuicola mundial y cubren menos del
1% de la superficie del planeta. El 84% de la pcotiun de peces se desarrolla en sistemas de agua

dulce, el 10.1% en agua salobre y Unicamente & 8®el mar (Gjedrert al., 2012).

La acuicultura en Latinoamérica representa el 3&ttotal a nivel mundial (FAO, 2012) siendo
Chile, principalmente con el salmén, el mayor paidu de la regidn (Johnson, 2004).
Recientemente, se han realizado esfuerzos pantiebale otros peces marinos a escala comercial
como la Cobia Rachycentron canadum) en Brasil (Sampaiet al., 2010), el Pargo Manchado
(Lutjanusguttatus) en Costa Rica (Fuentes, 2011) y el engorde aeadefia azulThunnus thynnus)

en Baja California, México (Del Mora y Vaca, 2009).

En México, varios grupos de trabajo tanto publicoso privados se encuentran investigando y
desarrollando técnicas de produccion de distintkpea@es de peces marinos como la Totoaba
(Totoaba macdonaldi), el botete $ohoeroides annulatus), el pargo flamencad_(tjanus gutattus),
la cabrilla areneraParalabrax maculatofasciatus) el lenguado de CaliforniaPéralichthys

californicus), la corvina blancaAtractoscion nobilis), la corvina doradaStiaenops ocellatus), el
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huachinango L{utjanus peru), el robalo Centropomus sp) y el jurel Seriola lalandi) (Avilés y
Castelld, 2004; Garcia-Ortega y Lazo, 2004; Zarzesdé al., 2006).

Estos intentos no han tenido el éxito esperadpage por el alto costo de inversion y de operacion
gue tienen los sistemas marinos. A esto se le sumal abastecimiento constante y en cantidades
suficientes de alevines aun es limitado, princigelte por la falta de conocimiento de las
condiciones ambientales Optimas para el cultivo, l@® requerimientos nutricionales, de
conocimiento sobre el desarrollo ontogénico y desialogia digestiva, en forma particular, de la
etapa larval, que es el momento mas critico (Plgn@snha, 1999; Lazo, 2000a; Zambonino-
Infante y Cahu, 2001; Rgnnes&idl., 2013).

Durante el cultivo larvario y especialmente en peses marinos, es esencial el suministro de
alimento vivo, principalmente rotiferosfytemia en alguna fase de este periodo (van der Meeren
et al., 2008; Conceicaet al., 2010). Estos organismos son utilizados comUnenpotque su
produccién es posible en los laboratorios, adesiasnovimiento desencadena en las larvas un
comportamiento de busqueda y captura (Cahu y Zambddnfante, 2001). Sin embargo, estos
alimentos tienen limitaciones, ya que son defigenén nutrientes como los acidos grasos
esenciales (AGE) (Watanabieal ., 1983) y su produccion implica una inversiénrdraiestructura

y mano de obra especializada, o que incrementedst®s de operacion (Kanazawa, 2000).

Existe un gran interés dentro del sector acuicalano por el desarrollo de microdietas formuladas
que sustituyan parcial o totalmente el uso de presas en la alimentacion larval y que sean
adecuadas para la fisiologia digestiva de la 1@Bahu y Zambonino-Infante, 2001; Bonaleto

al., 2011). Para lograrlo, resulta indispensable cenale manera detallada el desarrollo del
sistema digestivo y de sus glandulas accesoriaspa® la actividad enzimatica y la capacidad

digestiva de la larva.

1.2. Cultivo de peces planos

El desarrollo del cultivo de peces planos se haexido en una alternativa de produccion para la
acuicultura en los dltimos afios (Brown, 2002; Satawa003; Suquedt al., 2009), debido a la
excelente calidad de la carne y sabor, alto presio creciente demanda (Lobsisal., 1992). El

desarrollo de la tecnologia para la producciénsiiesepeces inicié a mediados de la década de los
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afos 70 con el lenguado Japoriéar élichthys olivaceus) (Kikuchi y Takeda, 2001), una especie
de gran importancia comercial en paises como Clioga del Sur y Japon debido a que el sabor
de su carne es muy apreciado. La produccion deuite esta especie para el 2010 fue alrededor
de 45,000 toneladas con un valor de méas de 486nmedlde ddlares (USA) (Howell y Yamashita,
2005; FAO, 2013). El lenguado del Atlantidsippoglossus hippoglossus) inicié su cultivo en la
década de los afios 80, y aunque se considera g|l@rga son fragiles y pequefas (Berg, 1997),
para el 2005 la produccion acuicola fue de 1,448l&mlas, de las cuales Noruega produjo el 80%
(Suquetet al., 2009).

El rodaballo Europeo o turboBdophthalmus maximus) es otra especie de pez plano importante,
para el aflo 2010 alcanzo6 una produccion de 11@@dadas, con una capacidad de expansion de
hasta 16,500 toneladas para el 2012. El preciol eneecado es fluctuante pero se mantiene
alrededor de los 8 euros/kg, con un precio maxim@3leuros/kg; Espafia es el mayor productor

con un 84% de la produccion mundial (Bjgrndal ysgéd, 2010).

El lenguado SenegaléSo{ea senegalense) se ha convertido en otra opcion para el mariculya
gue su ciclo de produccion se ha cerrado de fortitasa, o que permite producir animales de
tamafio comercial bajo condiciones intensivas. $mba¥go, su cultivo no se encuentra tan
diseminado por la falta de alevines producidos coialenente (Cafavate, 2005). Entre otras
especies de peces planos con potencial acuicgbaesie mencionar el sd@dlea solea) debido a

gue su demanda es constante y su pesqueria haadiec{imslandtt al., 2003).

En América, las especies como el lenguado de véRanalichthys dentatus) y el halibut o fletan
del Pacifico Kippoglossus stenolepis) tienen importancia tanto a nivel comercial corapattivo,

por lo que se ha estudiado su biologia para conodesarrollar su cultivo a nivel comercial. El
lenguado de verano se encuentra de manera natueatesta atlantica desde Maine hasta Florida,
USA, mientras que el halibut del Pacifico, se cap@n la zona Norte del Océano Pacifico y es
muy apreciado en Canada y Estados Unidosdiiali, 1994; Bengtson, 1999; Browehal., 2013).

En las Ultimas décadas, Chile ha introducido e Isgulo el cultivo de varias especies de peces
planos, entre la cuales se encuentra el rodalfltoakimus), el lenguado JaponéB. (olivaceus)

y el halibut del AtlanticoH]. hippoglossus) (Alvial y Manriquez, 1999). Ademas de estas eigsec
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también se ha desarrollado el cultivo del lengufido (Paralichthys adspersus) como una
alternativa para desarrollar la acuicultura mapnapia de la zona, tomando la informacién ya
existente en relacion con el cultivo de otros pgdasos y la generada para esta especie (Silva y
Oliva, 2010). Estas especies se cultivan tantastensas de recirculacion en tierra como en jaulas

marinas.

Entre los mayores productores de peces planoxsermnan los paises asiaticos, China, Corea del
Sur y Japon con mas del 92% de las 148,808 toreefadducidas a nivel mundial, les siguen los
paises europeos, Espafia, Noruega, Francia, PormRigamarca, Reino Unido, Islandia, Bélgica
y Escocia, que aportan el 7.7%. Mientras que enrisaéEstados Unidos, Canada y Chile
producen menos del 0.3% del total de peces planosebhmundial (Caro, 2010; FAO, 2012).

En los Ultimos afios, como una medida para dismlayiresion sobre los recursos pesqueros de
una especie de lenguado con importancia comeodal ¥ suplir la demanda del mercado grupos
de investigacién en la Universidad de Californiatagos Unidos y del CICESE en, Baja
California, México, han realizado investigacionibas/ aplicada relacionada con el desarrollo de
los protocolos de cultivo y engorde del lenguaddCdéfornia Paralichthys californicus), con
especial énfasis en la etapa larval (Heetkd., 2003;Conklinet al., 2003; Lazo y Bardn, 2005).
Como se menciono anteriormente, ésta etapa sedeoasina fase critica de la produccién debido
al escaso desarrollo del tracto digestivo al momelet la eclosién y a la escasa informacion
relacionada con los requerimientos nutricionaleamnhe este periodo, en este sentido, es necesario
caracterizar las enzimas digestivas del tractorgiagtstinal de las larvas, para entender su
capacidad digestiva durante la ontogenia de senssstigestivo. Estos conocimientos contribuiran

a la obtencion de alevines de calidad y en cargsladecuadas para sustentar el desarrollo de su

cultivo comercial en la region.

1.3. Lenguado de California

El Lenguado de CaliforniaPéralichthys californicus) (Figura 1) pertenece a la familia
Paralichthydae, se distribuye desde Long Beach,hivgion, Estados Unidos hasta Bahia
Magdalena en Baja California Sur, México (Allen38% Esta especie es un recurso pesquero de

importancia en la costa de California, Estados biiglen el Pacifico norte mexicano (Haadter
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al., 1975), ademas, es un recurso importante endeapageportiva (Love y Brooks, 1990), la
demanda de este lenguado esta asociada con lembecehlidad y exquisito sabor (Fiscleeal.
1995). En México, el 95% de las capturas de peleemp ocurre en el noroeste (CONAPESCA,
2010), con un promedio anual de 3,000 toneladas &8s afios 2006 y 2011, donde la especie

mas importante es el lenguado de California (I.\2811).

Figura 1.Lenguado de California Paralichthys californicus; Ayres 1859) (Robertson, 2006.
http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Paralichhys+californicus&b=FB4228&I=spanish)

La talla de primera madurez sexual del lenguad@aldornia varia de acuerdo al sexo. En los
machos es de 23 cm de longitud total (LT) promedam una edad de entre dos y tres afos,
mientras que en las hembras es a los tres o @faisy con una LT promedio de 47 cm LT, y tienen
la caracteristica de ser desovadores parcialese(lyo\Brooks, 1990). Tienen patrones de
movimiento desde la costa hasta el océano durampa juvenil y en primavera los organismo
adultos maduros sexualmente migran de aguas praduratia la costa (5-18 m) para llevar a cabo
el desove que ocurre entre los meses de febregosta (Allen, 1990). Bajo condiciones de

cautiverio puede desovar de manera natural o iddy@addelkt al., 1990).

Los huevos son pelagicos, tienen forma esféric®-800 micras de diametro), el vitelo es
homogéneo y tienen un pequefio gldbulo de aceita,(@91). Dependiendo principalmente de la
temperatura del agua, entre los 27 y 42 dias dssgeéla eclosion, empieza a ocurrir la
metamorfosis en las larvas, en esta etapa de auniiman su caracteristico comportamiento de
asentamiento y la simetria de su cuerpo cambiandefarma bilateral a una forma asimétrica,
aplanada y eliptica y su comportamiento cambiaetfEgiro a benténico, posandose en el sustrato
sobre uno de los lados de su cuerpo (Taebél, 1996; Juarez-Casillas, 2009).



1.4. Ontogenia del sistema digestivo en larvas deges marinos

Es conocido que durante el primer mes de vida, asiate las larvas de peces marinos
experimentan una serie de cambios morfolégicossiplfigicos de los érganos digestivos,
relacionados con el aumento de su funcionalidadory su maduracion (Dabrowski, 1984,
Kolkovski, 2001), por lo que se considera que lgacalad digestiva de las larvas en el inicio de
su alimentacion exdégena es limitada (Zamboninonbefg Cahu, 2001; Yufera y Darias, 2007).

Estudios previos en diferentes peces marinos indijicee al momento de la eclosion el sistema
digestivo de las larvas esta inmaduro, 6rganos amstomago, y las glandulas accesorias higado
y pancreas tienen poca o nula funcionalidad, ycposiguiente la cantidad y el tipo de enzimas
digestivas presentes en la larva son relativameajies (Gisberet al., 2004; Lazoet al., 2007,
Suzeret al., 2007; Yanget al., 2010). El estudio de la ontogenia del sistengestivo permite
conocer los aspectos basicos de la anatomia yohalalad digestiva en cada momento del
desarrollo larval, con lo cual se puede conoceafzacidad digestiva de las distintas especies de

interés comercial.

La alimentacién de las larvas previo a la apertieda boca es exclusivamente enddgena, los
nutrientes provienen de las reservas del sacangtdla apertura de la boca y la total absorcion
del vitelo ocurren de manera sincronizada y esdamanicia la alimentacion exoégena (Yufera y
Darias, 2007). Varios factores como la temperatfhaye la tasa de absorcion del vitelo (Pelo

al., 1991).

En el sol senegalés.(senegalensis) (Ribeiroet al., 1999) y la urtaRagrus auriga) (Sanchez-
Amayaet al., 2007) la diferenciacion del tracto digestivociaial segundo dia después de la
eclosion (DDE) cuando se da la apertura de la padano, entonces se pueden distinguir cinco
regiones: la cavidad buco-faringea, es6fago, egiormipiente e intestino anterior y posterior,
mientras que en la corvina blandréctoscion nobilis) (Galavizet al., 2011) y en el besugo

(Pagrus pagrus) (Dariaset al. 2007) la diferenciacion inicia en el tercer DDE.

En el lenguado de California (P. californicus), éssudios sobre la ontogenia del sistema digestivo

han mostrado que al momento de la eclosion elatrdajestivo es un tubo recto y poco
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diferenciado. Hasta el tercer DDE es cuando sa dpértura de la boca y del ano, lo que coincide
con la diferenciacién del tubo digestivo y la primalimentacion exdégena. El pancreas endocrino
y exocrino es visible desde la eclosion y un diasade la alimentacion exdgena ya se detectan los
granulos de zimdgenos (i.e., precursores de enziigastivas), los cuales aumentan una vez que
se inicia la alimentacion exdgena. La diferenciaaiél estbmago ocurre entre los dias 27 y 30
DDE, cuando aumentan las glandulas gastricas yesem observar tres regiones histoldgicas bien
diferenciadas: cardiaca, fundica y pilorica, estanento también coincide con el inicio de la
migracion ocular y la metamorfosis (Gisbetrtal., 2004; Zacarias-Soto, 2007; Juarez-Casillas;
2009).

1.5. Alimentacidn y nutricion de larvas de peces mnos

El aporte de los nutrientes adecuados duranteilasias etapas del desarrollo larval es primordial
para garantizar un éptimo crecimiento de los aresg| debido a la reducida capacidad digestiva
de las larvas para digerir y absorber las protdiras aminodcidos), lipidos (i.e., acidos grasos)
carbohidratos provenientes de las microdietas, msmmento es critico para su supervivencia
(produccion de enzimas y regulacion hormonal) (l.&@00a; Kolkovski, 2001; Zambonino-
Infante y Cahu, 2007; Rgnnes&ial., 2007).

El conocimiento de la composicion quimica del ahitoevivo (i.e., zooplancton) es de gran utilidad
durante el cultivo larvario, ya que el uso de dietwe no satisfagan los requerimientos
nutrimentales (i.e., aminodacidos, &cidos grasdasmihas y minerales) provoca un desarrollo
reducido o anormal (i.e., deformidades del esqogllet que trae consigo una baja tasa de
supervivencia (Torrentara y Tacon, 1989; CiveraeCedoet al., 2004; Fernandez al., 2008).

Las proteinas se consideran el nutriente principadh dieta de las larvas y son las mas estudiadas,
ya que aportan los aminoacidos necesarios paransosia rapida tasa de crecimiento y son
sustratos importantes para la obtencion de enargiabdlica en los primeros dias del desarrollo
larval (Rgnnestadt al., 2003, 2007). Con el fin de suministrar a lasdarun alimento de mejor
calidad favoreciendo asi el crecimiento y supendieede las larvas, Arag&bal., (2004) lograron
enriqguecer el pool de aminoacidos libres (AAL) deferos y metanauplios dgtemia utilizando

microalgas y microdietas formuladas.
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Los lipidos constituyen el segundo nutriente deanawgportancia en la nutricion de peces, e forma
particular durante la etapa larvaria. Son compgestganicos de origen bioldgico, solubles en
solventes orgéanicos (i.e., benceno, éter, cloradommetanol), y casi o completamente insolubles
en agua. Se pueden clasificar en lipidos sapohlésalos que poseen acidos grasos, AGS), los
cuales ante un agente alcalino se hidrolizan yywen ésteres de acidos grasos, entre este grupo
estan los triacilglicéridos, ceras y fosfoglicésdbos no saponificables (no poseen acidos grasos)
no experimentan la reaccion de hidrdlisis por elnag alcalino, en este grupo podemos encontrar

las prostaglandinas, terpenoides, esteroides,teodégHiggs y Dong, 2000; Sargesttal., 2002).

Otra clasificacion comun para los lipidos, se basasu polaridad. Los lipidos neutrales son
aquellos que carecen de polaridad y son casi tetakrhidrofobicos (i.e., triglicéridos), mientras
gue los lipidos polares o anfipaticos son los gqueepn una region hidroéfila y otra hidrofobica (i.e.
fosfolipidos), lo que le confiere la propiedad aelgr mezclarse con solventes polares como el

agua y formar emulsiones.

Los AGs presentes en los lipidos saponificablesegrosun grupo carboxilo y una cadena
hidrocarbonada larga que termina en un grupo mé&#sitns AGs pueden contener de 4 a 36 &tomos
de carbono vy, los mas abundantes son los que tiEhign18. Los AGs se pueden clasificar en
saturados cuando no poseen enlaces dobles en&tmines de carbono, lo que los hace sélidos a
una temperatura ambiente (i.e., 25°C) y los insas que poseen uno (monoinsaturados) 0 mas
(poliinsaturados) enlaces dobles a lo largo deatkea hidrocarbonada, lo que provoca que sean
menos rigidos por la disposicion espacial menogeata de las cadenas hidrocarbonadas (Higgs
y Dong, 2000; Tocher, 2003).

Al igual que otros vertebrados, los peces no pusd#atizar acidos grasos de 18 carbonos 0 mas,
con dos 0 mas enlaces dobles, ya que carecen elediasas delta 12 y 15 desaturasas. Es por esto
gue los acidos grasos poliinsaturados de cadega tpre tienen mas de 18 carbonos, con uno o
dos enlaces dobles (PUFAs, por sus siglas en ngldss altamente insaturados con mas de 20
carbonos y con tres 0 méas enlaces dobles (LC-PUbgkssus siglas en inglés), se requieren en la
dieta para un crecimiento y desarrollo adecuadasyéptet al., 1997; 1999a, Bekt al., 2003).

Los PUFAs y LC-PUFASs son llamados acidos grasoscisles (AGE).
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Los AGE son principalmente el &cido docosahexaeno{®HA, C22:6n-3), &cido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) y el 4&cido addmuco (ARA, C20:4n-6) y, son importantes
para el mantenimiento de la estructura y funcioladenembranas celulares, son componentes del
sistema nervioso y para el desarrollo de la vissdm precursores de activadores biologicos del
metabolismo, (i.e., eicosanoides y hormonas), @pan en la pigmentacidn en los peces planos y
en la respuesta a estresores como la temperdfiar@azawa, 1997; Estéves al., 1999; Sargent

et al., 1999a; Tocher, 2003; Vizcaino-Ochaal., 2010). Sargerdt al., (1999b) mencionan que
naturalmente los rotiferos y Matemia son naturalmente deficientes en AGE, especialnumta
serie n-3, por lo cual deben ser enriquecidos pEdionde emulsiones generalmente de aceite de
pescado ricas en LC-PUFAs n-3, para luego ser ssin@idos a los organismos con el fin de
satisfacer los requerimientos esenciales y aumentaupervivencia y crecimiento (Watanabe,
1988; Koveret al., 1990; Bellet al., 2003).

Un tipo de lipidos muy importante durante el deskrrde larvas de peces son los fosfolipidos
(Kanazawa, 1993; Coutteatial., 1997), ya que la base fosfoglicérida que loaatariza no puede
ser sintetizada por la mayoria de los peces y ecpar las larvas. Los fosfolipidos marinos
contienen un alto porcentaje de LC-PUFAs y son idengdos adecuados para iniciar la
alimentacién de las larvas de peces marinos (Stegahn, 2002), ya que tienen un alto contenido
de fostatidilcolina (FC), fosfatidilinositol (Fljpsfatidiletanolamina (FE) y fosfatidilserina (FS),
los cuales en conjunto con los AGE cumplen fundovitales (i.e., biosintesis de membranas
celulares, segundos mensajeros en la transducei@efihles celulares, mantenimiento y sintesis
de neurotransmisores, mejoran la absorcion y toatesple los lipidos neutrales, participan en el
desarrollo del esqueleto, la maduracion del sistéigestivo y, aumentan la palatabilidad de los
alimentos) (Tocheet al., 2008; Cahwet al., 2009). El nivel de inclusion y el tipo de fosfotios

en las dietas afecta el desarrollo larval, aumelatael crecimiento, supervivencia y evitan el
desarrollo de deformidades éseas (Cethal., 2009).

Tradicionalmente, el aceite de pescado es la pahduente de PUFAs y LC-PUFAs para la
alimentacion de larvas de peces marinos (Izquiet®6). Sin embargo, la alta demanda de este
recurso limitado que se obtiene principalmenteagebkca, se ha vuelto un impedimento clave para
el crecimiento y sustentabilidad de este sectoelefuturo, debido al alto costo y una menor

disponibilidad de esta materia prima en los Ultirades (Jackson, 2007; Tacon y Met&ral.,
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2008; Turchiniet al., 2009; Eryatin et al., 2013). Lo anterior, ha generado que se busquenesie
alternativas de PUFAs y LC-PUFAs para la sustitugiarcial o total del aceite de pescado de la
alimentacion de peces marinos (Turcldnal., 2009; Eryatin et al., 2013). En el caso de aceites
de origen terrestre, el aceite de linaza es ectqoéene la mayor proporcién de PUFAs n-3 y n-6
con 53.3 y 12.7 % del porcentaje total de AGs (NR@ 1), por lo cual lo convierte en una

alternativa para la sustitucion del aceite de pisca

A la fecha, la formulacion y fabricacion de diepesa larvas de peces marinos solo ha logrado
sustituir parcialmente el uso de alimento vivoandtapas tempranas del desarrollo y son especie-
especificas (Cahu y Zambonino-Infante, 2001; Raadesal., 2013). La falta de conocimiento
sobre las fuentes de nutrientes mas digestiblaegeforde la proteina y del lipido), de los
requerimientos especificos de cada especie y daplacidad digestiva de las larvas, dificulta el
desarrollo de dietas adecuadas que reemplaceméottd el alimento vivo y que, incrementen la
supervivencia y la calidad de las larvas (Latoal., 2000a; Civera-Cerecedd al., 2004,
Conceicacet al., 2010; Hamreet al., 2013).

Por lo anterior, es indispensable estudiar y emtecdimo se desarrolla el sistema digestivo de cada
especie y conocer su capacidad digestiva en la ¢dayal, a través de la caracterizacion de las
enzimas digestivas durante la ontogenia, ademasgoesario conocer en qué momento y en qué
cantidad presentan actividad, para asi suministsarutrientes adecuados a través de la dieta para
promover su digestion, absorcion y asimilacion.aBsformacion es fundamental para poder
formular microdietas especificas adecuadas a lacidgd digestiva de las larvas con el fin de

producir larvas de mejor calidad.

1.6. Pruebas de calidad de larva

Cuando se realiza un experimento donde se evalversds tipos de nutrientes a traves de la dieta,
las variables de respuesta comiunmente utilizadasalizadas son el peso y la longitud. Sin
embargo, existen ocasiones en las que estas \ewiablienen la resolucion necesaria para evaluar
los efectos de los cambios en la composicién ddidt, por o que no es posible establecer
diferencias significativas entre los tratamientos,obstante, esta indiferencia no garantiza que

fisiologicamente los organismos se encuentren enctmdiciones Optimas para sobrellevar
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situaciones de estrés. Es por esto, que se harralkesh varias pruebas complementarias para
medir la calidad de las larvas luego de un bioems@jes como la exposicion a condiciones de
hipersalinidad (Kjarsviket al., 2003, exposicion al aire (Krauét al., 1993), aumento de la
temperatura y condiciones de hipoxia (Kanazawa,790 incluso pruebas combinadas de
salinidad y nado contracorriente (Couttetal., 1995). Todas estas pruebas han resultado exitosa

para diferenciar la calidad de las larvas.

1.7. Digestion en larvas de peces marinos

En los peces, el proceso de digestion de los atosese lleva a cabo por procesos mecanicos,
guimicos y por una bateria de enzimas digestivag ditersas, las cuales son producidas en
distintos 6rganos como el estdbmago, pancreas, higéas paredes celulares del intestino. Estas
enzimas se encargan de digerir los macronutrigriibsrar moléculas mas simples para su mejor
absorcion y posterior utilizacidn como sustratogosmprocesos metabolicos (Zambonino-Infante
y Cahu, 2001).

En particular, la digestion de las proteinas seali@ cabo por varios tipos distintos de enzimas
digestivas caracteristicas de cada region delotdigestivo. Por ejemplo, en el estbmago, donde
inicia la digestion, la pepsina es secretada poglandulas gastricas y actia en un medio de pH
acido. Por su parte, la tripsina, quimiotripsinelastasa, son producidas por el pancreas y vertidas
al lumen intestinal donde acttan a un pH alcaliwontintan la digestion iniciada por la pepsina,
liberando mayormente polipéptidos y aminoacidoeesib Por ultimo se encuentran las enzimas
adheridas al borde de cepillo de los enterociedsrdestino y algunas enzimas citosolicas, las
cuales degradan los polipéptidos en aminoacidasnriBstadt al., 2003; Zambonino-Infante y
Cahu, 2007).

Las lipasas son las enzimas encargadas de lleabaala digestion de los lipidos presentes en la
dieta. La digestion de los lipidos y su posterimsaacion permiten al organismo obtener AGs ricos
en energia y AGE (Murrast al., 2003). La lipasa dependiente de sales bilidtB$B) es la mas
importante en los peces teledsteos (Gjellesvik2 1B®ehne-Reitast al., 2001). Adicionalmente

se puede mencionar la lipasa neutra o no espedfganas lipasas pancreaticas y las fosfolipasas

(Izquierdoet al., 2000). La LDSB es secreta por el pancreas gtheaacon las sales biliares que
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provienen de la vesicula biliar. Las sales bilim@®plen ademas con la funcion de emulsificar las
grasas (colesterol, vitaminas A, D y E) para auaresu superficie para facilitar la accion digestiva
de las enzimas (Higgs y Dong, 2000) y también formécelas que favorecen la absorcion de los
productos de la digestion. En las larvas de peasos se ha identificado la presencia de esta
enzima desde el inicio de la alimentacion exogétadz-Casanova al., 2004; Faulk y Holt,
2009).

La fosfolipasa A (FLA?) es la encargada de catalizar la hidrolisis dilaenéster en la posicion
sn- 2 de los fosfolipidos (FL) haciéndolos disptaitara su absorcion y posterior utilizacion en
el metabolismo y es dependiente del iod*@dan den Bosch, 1982). A pesar de que esta enzima
ha sido poco estudiada en los peces marinos (Mukaal., 2012), se ha reportado en especies
como el besugoPagrus major) (lijima et al., 1997), el rodaballo Scophthalmus maximus)
(Hoehne-Reitaet al., 2003) la lubina (Zambonino-Infante y Cahu, 1996) lyacalao del Atlantico
(Gadus morhua) (Seeleet al., 2011). De las diecinueve enzimas reportadas dorided de FLA

(tipo secretora y citosolica) la FLAB es la Unica del tipo secretora que es produsnida pancreas

y esta encargada de la digestion de los fosfolfpitturakami y Kudo, 2002).

Zacarias-Sotet al., (2006) caracterizaron las proteasas alcalinas {qtripsina, tripsina y leucin
aminopeptidasa) y la LDSB en el lenguado de CalifofP. californicus), y detectaron la actividad

de estas enzimas desde el inicio de la alimentaex@gena. Sin embargo, la actividad de las
proteasas acidas se detect0 hasta la formaci@stighago al dia 35 DDE (Zacarias-Soto, 2007).
Resultados similares fueron reportados por Alvenzalezt al. (2006) en otro estudio con la
misma especie, con excepcion de la actividad dertdeasas acidas que fueron estudiadas con un
método equivocado, por lo que reportan haberkectido a los 18 DDE y, sugieren que el destete
(el cambio de alimento vivo por alimento formulade)puede iniciar desde los 18 DDE. Por su
parte Zacarias-So# al., (2006) proponen que el destete se haga hasta @ dM®E, cuando la

larva cuenta con una capacidad enzimatica mas etanpghpaz de digerir mejor las microdietas.

A la fecha, de todas las enzimas que digierenpadas, para el lenguado de California solo se ha
reportado la actividad de la LDSB y no se ha irigasp la actividad de la FLAAAsi mismo, se
conoce poco sobre el efecto del tipo de lipidoesddractividad de las enzimas digestivas en las

larvas de peces marinos. Es por esto, que el estatiefecto del tipo de lipidos (i.e., origen mari
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vs. terrestre) utilizados como enriquecedores litakato vivo sobre la actividad de las enzimas

lipidicas seria de gran utilidad para elucidar @silge uso durante el cultivo larvario.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio eduavda capacidad de las larvas del lenguado de
California para digerir los lipidos de la dietanyiguecer el conocimiento de la fisiologia digestiv
de esta especie, con el fin de formular dietasdesoa la capacidad digestiva de sus larvas, y que
permita reducir o eliminar el uso de alimento viltwante el cultivo larvario.
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Capitulo 2

2. Hipétesis y objetivos

2.1 Hipdtesis

El consumo de alimento vivo (rotiferosAytemia) enriquecido con aceite de origen terrestre
(linaza) no disminuira la actividad de las lipaghgestivas del lenguado de CaliforniB. (

californicus) durante su etapa larval.

2.2. Objetivo general

Caracterizar la actividad de las lipasas en eltdraigestivo del lenguado de CaliforniB. (

californicus) durante la etapa larval y evaluar el efecto del tip lipido sobre estas.

2.3. Objetivos especificos

2.3.1. Caracterizar la actividad de la lipasa dependiggtesales biliares (LDSB) del tracto

digestivo en el lenguado de California ¢alifornicus) durante la etapa larval.

2.3.2.Caracterizar la actividad de la fosfolipasa(RLA>) del tracto digestivo en el lenguado de

California . californicus) durante la etapa larval.

2.3.3.Evaluar el efecto del tipo de lipido enriquecegiara rotiferos YArtemia en la actividad de

la LDSB y la FLA en el lenguado de CaliforniR.(californicus) durante la etapa larval.
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Capitulo 3

3. Materiales y métodos

3.1. Obtencién de las larvas

Las larvas se obtuvieron de huevos desovados derenaatural por reproductores estabulados en
el Laboratorio de cultivo de peces marinos del (GEEBaja California, México. La recoleccion
de los huevos se hizo por medio de un recolectdnud®os que consta de un canal colector
semicircular de PVC de 15 cm de didmetro, coloaadéorma subsuperficial en posicion radial,
del centro hacia un extremo del tanque. Los hueebsenguado son pelagicos, por lo que son
colectados por el canal gracias al movimiento tarcdel agua en el interior del tanque y con la
salida del agua fueron trasladados fuera del tahgam un colector. La revision del colector se

realizé de cuatro o cinco veces al dia hasta obtendesove exitoso.

Una vez que los huevos fueron recolectados, seGewia muestra al microscopio para observar
su estado de desarrollo y viabilidad. Se desinfestacon formalina al 1% por una hora.

Posteriormente se enjuagaron con agua limpia yiseentraron en una probeta para separar los
huevos que flotaban y por lo tanto eran viablesgloe se sedimentaron y tenian una coloracion
blanquecina se consideraron no viables y se desoartSe tomo una alicuota de un ml para contar

y calcular el nimero total de huevos por ml.

3.2. Cultivo larval

El bioensayo se realizé en un sistema de recirdraerrado de agua de mar, el cual cuenta con
una bomba centrifuga de % de caballo de fuerztilinanbioldgico expandible de cuentas plasticas

(Polygeyser Modelo DF/3, USA), dos filtros de cahtode 1 y 5 um, una lampara UV (Modelo

QL-25, Pentairaquatics, USA) y un sistema autorodpara el control de temperatura con una
bomba de calor (Delta Star, Modelo DSHP-5, USA)aBhstecimiento de agua fue constante e
independiente para cada tanque (el agua de cadaeta® drend a un reservorio comun para
inmediatamente pasar por el sistema de filtraaéntrol de temperatura y regresar de nuevo a
cada tanque). El sistema de cultivo consistié thlm§ues de fibra de vidrio de color gris con una

capacidad de 150 L (n = 3 tanques experimentalecgua tratamiento). Los huevos fueron
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colocados a una densidad de 13 huevhgalrededor de 2000 huevos por tanque). Para mante
los pardmetros fisicoquimicos en los niveles opsingG@onklin et al., 2002), las variables
ambientales se midieron todos los dias antes dealadentacion. La temperatura se mantuvo a
18.0 £ 0.2 °C, el oxigeno disuelto a 6.8 + 0.4 my la salinidad a 33.93 + 0.25 UPS y una
iluminacion de 72 Lux. Cada tres dias se midionebmio total, nitritos, nitratos y la alcalinidad,
utilizando un kit comercial (Api Aquarium Pharmatie(it) y el pH con un potenciometro portatil
(Thermo Scientific, Orion Star A211)

3.3. Protocolo de alimentacion

Antes de suministrar el alimento vivo a las lareados tanques de cultivo y después de retirarlos
de los recipientes de enriquecimiento el alimeno ge lavd en un dispositivo de limpieza que
consistio de un recipiente de PVC en el que se6aloa malla interna de 45 y 100 um de apertura,
para rotiferos y metanauplios Aetemia respectivamente (Figura 2b). El lavado se hiz@oher

15 minutos con agua de mar filtrada y finalmente5minutos con agua dulce. Este proceso es
de gran importancia porque permite eliminar la fede la emulsion que puede favorecer el
crecimiento de bacterias en los tanques de cujtiton el agua dulce se buscaba reducir la carga

bacteriana del alimento vivo.

La primera alimentacion exdgena se realizé siguiesldprotocolo descrito por Zacarias-Soto
(2007). Se inici6 a los ocho DDE con cinco rotifer@rachionus plicatilis) por ml,
incrementandose hasta 7 rotiferos/ml a los 12 Dd3kg densidad se mantuvo hasta los 16 DDE.
A los 17 DDE se inicio el cambio gradual de rotitela metanauplios dértemia salina. El
suministro de rotiferos se disminuyé gradualmentana proporcion de 20% por dia hasta alcanzar
el 0% y simultaneamente se incremento el suminddArtemia hasta alcanzar el 100%. Después
del dia 21 DDE las larvas se alimentaron Unicamemé\rtemia a una proporcion inicial de 3-4
metanauplios/ml aumentandose hasta 7-8 metanatmpliakfinal del experimento a los 42 DDE.

El suministro de alimento vivo se realiz6 dos vesdedia (8:00 y 14:00 horas).
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3.4. Diseio experimental

Se aplicaron dos tratamientos: 1) Alimento vivaaguecido con una emulsion de origen marino,
Algamac 3000 (Bio-Mari.ne Inc) rica en LC-PUFAs n-3, el cual esado como parte del
protocolo para el cultivo larval del laboratoriokces marinos, por lo que puede ser considerado
también como el tratamiento control; y 2) Alimerteo enriquecido con una emulsién de origen
terrestre, aceite de linaza, Flax oil omega-3 (BpetOrganic Products) rico en PUFAs n-3. Para
evaluar el efecto de cada tipo de lipido, la faggeemental inicio a los 8 DDE, las larvas
confinadas en tres de las unidades experimengl@msentaron con rotiferos enriquecidos con el
aceite vegetal terrestre y las larvas de los otres tanques se alimentaron con rotiferos

enriguecidos con aceite de origen marino. Ambdartigentos se suministraron hasta los 42 DDE.

3.5. Cultivo del alimento vivo

El cultivo de rotiferos se llevé a cabo en el Laborio de Cultivo de Peces Marinos del CICESE.
El sistema de cultivo consistio en 3 tanques del5@8 capacidad mantenidos a una temperatura
de 26 °C, salinidad de 26 UPS y 800 Lux de ilumibrmaconstante. Los rotiferos fueron
alimentados con microalga visannocloropsis sp a una densidad de 20 millones de cel/ml y se

cosecharon con una malla de 60 um y se enjuagaroagua de mar desinfectada con luz UV.

Los quistes dértemia (SALT Creek Inc., Salt Lake City, UT, USA) se hathron en agua dulce,
colocandolos en un recipiente con aireacion cotesfaor una hora. Para desencapsular los quistes,
se colocaron en una solucién de hipoclorito desai una relacion 0.1 L de agua de mar con 0.1
L de hipoclorito de sodio al 75%, por cada 10 graeh® quistes, con agitacién constante hasta que
se observé una coloracion naranja (alrededor deddss minutos). De manera inmediata se
colocaron en una malla de 75 um y se lavaron coa dglce por 5 min. La incubacién de los
quistes se hizo en un tanque conico de 200 L padnd?ds, a una temperatura de 28 °C, con
iluminacion mayor a los 1000 lux y aireacion contggpara que se mantuvieran suspendidos en la
columna de agua. Una vez que los nauplios eclagsionae cosecharon y lavaron en una malla de

125 pm con agua de mar desinfectada con luz UVelan@ar los quistes no eclosionados.
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3.6. Enriquecimiento del alimento vivo con lipidosle origen marino

El enriquecimiento con Algamac 3000(Bio-Marine Inc.) se hizo con una concentraciérsde

mg Ly a una densidad de 300 nauplios deedia/ml y de 125 mgt para una densidad de 200-
500 rotiferos/ml, en recipientes de 45L (Figura 2ana temperatura de 28 °C, salinidad de 33
UPS y aireacion constante. El enriquecimiento akzdepor 12 horas antes de ser suministrado a

las larvas.

Figura 2. Sistema de enriquecimiento (a) y disposio de limpieza del alimento vivo (b).

3.7. Enriquecimiento del alimento vivo con lipidosle origen terrestre

Para el enriqguecimiento con el aceite terrestrprepard una emulsion compuesta de: 5 ml de
aceite de linaza (Spectrum Organic Products), 0.8eglecitina de soya (Gelcaps, Banner
Pharmacaps, Inc.) como emulsificante y 100 ml deafgstilada. Se mezclé en una licuadora por
un periodo de 2 a 3 minutos y se observo al miomieaina muestra de la emulsion para evaluar
si el tamafo de las micelas era lo suficientemeedgieiio (de 10 a 30 um) para ser consumido por
el alimento vivo. Adicionalmente, se hizo una pruebn rojo Sudan IV (Sigma Cat. S-8756) para
tefiir la emulsion y confirmar que era ingerida adgelamente por los organismos (Figura 3). Para
enriquecer el alimento vivo se agreg6 en una paorde 0.8 ml emulsién/L a una densidad de
500 rotiferos/ml y de 100 a 200 naupliosAdeemia/ml.
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Figura 3. Rotifero Brachionus plicatilis) enriquecido por 12 horas con una emulsién de atei
terrestre tefiido con rojo Sudan IV.

3.8. Crecimiento de las larvas en longitud y peso

Para registrar el crecimiento en longitud, se t@maBO larvas al azar de cada tanque, se
anestesiaron con metasulfonato de tricaina (MS&222D5% Yy se les midio la longitud total (LT),
desde la boca hasta el final de la notocordazatiio un estereoscopio con reticula ocular. Las
muestras se tomaron cada dos dias, de los 8 bast8 DDE, luego cada 4 dias de los 22 a los 42
DDE. Para el registro del peso seco de las laavlss 8 DDE se tomd una muestra inicial de 30
larvas y a los 42 DDE se tomd la muestra final @éfvas por tanque. Las larvas se colocaron en
una estufa a 60 °C por un minimo de 24 horas lasséazar peso seco constante que se calculd

como la diferencia entre el peso inicial menosesiogfinal.

3.9. Tasa de crecimiento especifico

Con el fin de caracterizar el desarrollo de lasdarde lenguado antes, durante y después de la
metamorfosis, el crecimiento en LT se dividio egt&pas: 1) antes de la metamorfosis que va de
los 8 a 18 DDE; 2) durante la metamorfosis de Bba B4 DDE y 3) posterior a la metamorfosis
de los 34 a los 42 DDE. En cada una de las etapaalsuld la tasa de crecimiento especifico
(TCE) utilizando la formula de Hardy y Barrows (200
1)
InLTf - InLTi

TCE = Tf - Ti
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Donde,

In LTf = logaritmo natural de la longitud total &h
In LTi = logaritmo natural de la longitud total aml
Tf = tiempo final de la etapa

Ti = tiempo inicial de la etapa

La tasa de crecimiento especifico también se cotmoe la tasa de crecimiento instantaneo diario,
la cual puede ser convertida al incremento en ptage del crecimiento por dia (%C/dia) por
medio de la siguiente formula de Hardy y Barron30@):
)
%C /dia = (et — 1) x 100

3.10. Toma de muestras para la preparacion del extcto enzimatico

Una vez registrada la longitud de las larvas, seqtlié a preparar las muestras para los analisis
enzimaticos. Para las larvas menores de 8 DDE ggapy un homogenizado de las larvas
completas, ya su pequefio tamafio dificulta la esithacdel tracto digestivo. Para las larvas de
mayor edad (8 DDE) se procedi6 a realizar la diéecdel tracto digestivo cortando la cavidad
abdominal. Para esto, las larvas se colocaron sobngorta-objetos previamente enfriado con
hielo, y con la ayuda de agujas de diseccion ywoastereoscopio se eliminaron la cabeza y la
parte posterior del cuerpo (Figura 4). Este prosesmealizé con el fin de reducir la interferencia

de enzimas e inhibidores presentes en los tejidssutares de las larvas.
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Figura 4. Forma de la diseccion realizada a las laas mayores de 8 DDE, las lineas rojas muestran la
direccidn del corte (larva de 30 DDE).

La tabla 1. especifica la cantidad de larvas (ly34DDE) y tractos digestivos (desde los 8 hasta
los 42 DDE) usados por cada dia de muestro, loesis& coloraron en un tubo de centrifuga
eppendorf de 1.5 ml, se homogenizaron en 100 phgde destilada durante un minuto con un
homogenizador (Kontes, USA), luego se agrego agsdilada fria hasta alcanzar 1 ml, se
centrifugé a 4 °C y 1800 Xg (4 000 rpm) por 30 nsy se extrajo el sobrenadante, se coloc6 en

otro tubo eppendorf limpio y se guardo a -80 °C.

Tabla 1. Numero de larvas y/o tractos digestivegatiionados por cada dia de muestreo para las
pruebas enzimaticas.

DDE 1 3 4 6 8 10 12 14 16 18 22 26 30 34 38 42
No.L 20 15 15 12 8 8 6 6 6 5 4 4 3 2 2 2

DDE = dias después de la eclosion y No. L = marde larvas.

3.11. Analisis de la actividad de la lipasa depergfite de sales biliares

Para cuantificar la actividad de las lipasas dejgetel de sales biliares (L-DSB) se siguio el
método descrito por Juarez-Casillas (2009) de douex Gjellesvik (1992) con algunas

modificaciones, en particular, se sustituyé el ratist del protocolo (4-nitrofenil-caproato a

0.35mM) por el 2-nitrofenil miristato (Sigma Cat28F7-1G) a 0.50mM, pero bajo las mismas
condiciones de reaccion; solucion amortiguador& gHle Tris a 0.5 M, taurocolato de sodio a 6
mM y cloruro de sodio (NaCl) a 100 mM.
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El método también se adapto para realizar las rioedis en un lector de placas Beckman Coulter
AD 200. Se agregaron 25 pl del extracto enzimé&iaada pozo y para iniciar la reaccion se
agregaron 200 ul del buffer ya mezclado con erattsstComo blanco de reaccién es agregd agua
destilada en lugar extracto enzimatico y para etrobpositivo se uso lipasa pancreatica porcina
a 1.0 mg/ml (Sigma Cat. L3126). Se registré la diemacia de la reaccion a una longitud de onda
de 400 nm, cada minuto por una hora a 30 °C deetiextyva. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

La actividad enzimatica se reporta como actividaal fpor larva (U Larvd) y actividad especifica
(U pg? proteina). Donde 1 U de actividad enzimética dinidecomo el incremento de 0.1
unidades de absorbancia por minuto (Leizal., 2000b). Los valores reportados son la media de

tres mediciones de muestras independientes.

La actividad total se determind usando la siguiéntaula,

®3)

1 _ {A Abs/min Vol total de H (ul) N Vol de reaccién (ul)

Ularva™ = * } No.Larvas
Coef Ext Vol de H utilizado (ul) Vol de H utilizado (ul) /

Donde,
A Abs/min: es el punto donde se registro la mayspdiancia de cada muestra

Coef Ext: 0.1 unidades de absorbancia por minuto

Vol total de H: es el volumen total de agua deddilgue se uso para homogenizar las larvas (1 ml)
Vol de H utilizado: es la cantidad de homogenizade se utilizé para la reaccion (25ul)

Vol de reaccion: es el volumen final de la reacZ2bpul)

No. Larvas: es el numero total de larvas utilizguas realizar el homogenizado

La actividad especifica se obtuvo al dividir laiédad total por larva entre la concentracion de
proteina soluble del homogenizado y se expresa @mgte proteina. La proteina soluble se

cuantificé utilizando el kit Quick Staf Bradford Protein Assay (Bio Rad, Cat.500-0201) con

albumina de huevo como estandar.
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3.12. Actividad de la fosfolipasa A

La actividad de la FLAse analiz6 con el kit comercial de Abcam (Cat188089) el cual utiliza
un analogo del diheptanoyl fosfatidilcolina quediama como sustrato para la mayoria de lasaFLA
(i.e., veneno de cobra y abeja, fluido pancreéatiom) excepcion de la FloAcitosdlica. Una vez
gue la FLA hidroliza el enlace thio-éster en la posicion sieg thioles libres son detectados
usando DTNB (5,5'-dithio-bis-(2-acido nitrobenzgicdSe midio la absorbancia de la reaccion a
414 nm cada minuto por una hora a 30 °C de temyvarah un lector de placas Beckman Coulter
AD 200.

La actividad enziméatica como actividad total pav#a(U Larval) se calculé con la siguiente
formula,
(4)
AA414/min 0.225 ml
F3
10.66 pormM  0.01 ml

FLA, = { * dilucion de la muestra} / No.Larvas

Donde,
AAs14mines el cambio en absorbancia por minuto
10.66 por mM es el coeficiente de extincion paia\B (5,5’-dithio-bis-(2-4cido nitrobenzoico))

La dilucion de la muestra es el total de homogeltiZa000ul) entre el volumen de homogenizado
utilizado por reaccion (25ul)

No. Larvas es el nimero total de larvas utilizguhrs realizar el homogenizado
La actividad especifica se obtuvo de igual manempara la LDSB, al dividir la actividad total

por larva entre la concentracion de proteina selpbl larva del homogenizado y se expres6 en U

uglde proteina.
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3.13. Andlisis quimico proximal

La calidad nutricional (i.e., proteina cruda, Igsdl de los rotiferos y metanaupliosAléemia se
evalud antes y después del enriquecimiento coddestipos de emulsiones. Para cuantificar el
contenido de la proteina cruda se utilizé el métodoro-Kjendahl (Ma y Zuazago, 1942). Los
lipidos totales se cuantificaron por el método deliret al., (1957) modificando el solvente para
la extraccion, al sustituir el cloroformo:metantl) por diclorometano:metanol (2:1) segln
Cequieret al., (2008).

3.14. Analisis de acidos grasos

Una vez que se extrajeron los lipidos, se procadi@ponificarlos con una soluciéon metandlica al
90% 0.3 N de KOH durante 30 minutos en bafio maéi@d %C. Posteriormente se agreg6 aguay
hexano y se eliminé la fase superior (hexano) goietenian los lipidos insaponificables.
Finalmente se adicion6 agua, hexano y se aciddfm® HCI 6 N para recuperar los lipidos
saponificables. La metilacion se llevé acabo iiido el trifloruro de boro (BFCHs OH al 14%

en metanol (Sigma Cat. B1252) en bafio maria ponihGtos a 60 °C, se extrajo la capa superior
de hexano con los esteres de acidos grasos, serséego una atmdésfera de Mse almacenaron

a -20 °C hasta su posterior analisis (Morris, 1986)

Para la identificacion y cuantificacion de los @sidjrasos por medio de cromatografia de gases se
siguio la metodologia descrita por Vizcaino-OchHioal., 2010. Brevemente, los esteres metilados
se disolvieron en hexano grado HPLC en una relad®mnl00 ug/ul y se analizaron en un
cromatografo de gases GC (Agilent 7890A) con unrook capilar (123-3232, DB-FFAP, de 30

m de longitud, 0.320 mm de diametro y 0.25 um deess de pelicula, Agilent J&W, GC
columns), con un detector de flamas ionizado y cgam trasportador se usé el nitrdgeno a un
flujo de 3 ml/min. Se utiliz6 un volumen de inyamtide 1 pl, con una dilucion de 100:1 (split
ratio). La rampa de temperatura fue la siguientéerhperatura inicial de 120 °C con aumentos de
9 °C por minuto hasta llegar a los 190 °C, 2) &éirmpde los 190 °C incremento a 3 °C por minuto
hasta alcanzar los 230 °C y 3) por ultimo se man&230 °C por 4 minutos.
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La identificacion de los acidos grasos se hizo @anpdo los tiempos de retencion de tres
estandares; 37 Component FAME Mix, Supelco (Sigraa £€7885-U), PUFA No.3 Menhaden
oil, Supelco (Sigma Cat. 47085) y PUFA No.1 Mar8wmurce, Supelco (Sigma Cat. 47033), con
los tiempos de retencion de los ésteres extraieloada una de las muestras. El porcentaje de cada
uno de los acidos grasos se calculd con basealdetacidos grasos identificados. Para estos
calculos se utilizo el programa Chem Station ver&d4.01 (Agilent, USA). Adicionalmente se
reportan las concentraciones de acidos grasossensgeo (gramos de acido graso por cada 100
gramos de alimento vivo en peso seco; g/100g) estlm la cantidad de lipidos saponificables
inyectados al cromatografo. Los acidos grasos iitsados se agruparon y clasificaron en
Saturados, Monoinsaturados, PUFAs n-6 y n-3 y LE&RYN-6 y n-3, de acuerdo al nimero de

carbonos y al grado de insaturacion (Sargealt, 2002).

3.15 Pruebas de calidad de larva

Con el objetivo de evaluar la calidad de las laald®al del experimento, se utilizé la prueba de
estrés segun Dheet al., (1992) que consiste en someter a las larvas atéseagudo, en este
trabajo se usé la temperatura, a 32 °C. Parassstmlocaron vasos de precipitado de 500 ml con
agua de mar del sistema de cultivo dentro de maaambién con agua (i.e., bafio maria), ademas
se utilizaron dos calentadores de 1000 watts pardaner la temperatura del agua constante dentro
de los recipientes (Figura 5). Cuando se alcant@n@eratura seleccionada, se colocaron 5 larvas
(42 DDE) de cada tanque (por duplicado) dentroata aecipiente. El tiempo de la prueba de

estrés fue de 120 minutos.

Durante el transcurso de esta prueba se genertablaadonde se registré cada cinco minutos el
numero de larvas muertas en cada uno de los rempié.e., 25 observaciones). Para esto, se anot6
un cero mientras no apareciera ninguna larva muestando se observo la primera larva muerta
se anotd un 1, a los cinco minutos siguientes auaedvolvid a revisar el mismo recipiente se
anotaba nuevamente un 1 si no habia muerto otta kan caso que se observaba otra larva muerta
se anotd un 2 y asi sucesivamente. Al finalizgprieeba se hizo la sumatoria de los valores
correspondientes a cada recipiente, con lo cuabe/o el indice de estrés que indica la letalidad
de la temperatura y la tasa de muerte, al incorprantas y qué tan rapido mueren las larvas a

través del tiempo de la prueba. Se considerarorcit@sios para decidir si el lenguado estaba
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muerto; 1) que no presentara movimiento del opérgujue al colocar el lenguado con su lado
ciego hacia arriba, este no regresara a su posmtural. Durante el ensayo se establecié un
tratamiento control (por duplicado) en el cual sstuvo la misma temperatura de cultivo (18 °C),

pero los lenguados fueron sometidos al mismo manedos demas organismos de la prueba.

Otro pardmetro para establecer la calidad de lasdaal final del cultivo larvario fue el de

considerar el éxito del destete (el cambio del @tito vivo a alimento formulado). Para esto, a los
43 DDE se inici6é el cambio de alimento vivo por daomulado. Paulatinamente se aumento (i.e.,
20% por dia) la cantidad de alimento formuladodastanzar un 100% y de la misma forma se
disminuyd el alimento vivo. A los 47 DDE (5 diastdensicion) se consideré que los lenguados

estaban destetados y, se contabilizé la supeniaveleccada tanque.

Figura 5. Disefio del experimento para evaluar calad de la larva del lenguado de California a 42
DDE alimentado con dos tipos de lipidos.
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3.16. Andlisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre las mediasdediores de peso seco, supervivencia, proteina
cruda, tasas de crecimiento de las larvas y paradocentajes y peso seco de acidos grasos del
alimento vivo se utilizé una prueba de andlisivaganza de una via (ANOVA) con un nivel de
significancia de K 0.05. Las diferencias significativas se contrastaron una prueljaos hoc de
Tuckey. Para los valores de actividad enzimatidangitud total se aplic6 una ANCOVA para
comparar las pendientes, con una significancia ¢e0OR05. Adicionalmente para la actividad
enzimatica se utilizd una prueba de analisis denaa de dos vias (tipo de lipido enriquecedor y
edad de la larva) con un nivel de significanciaPde 0.05. Para el indice de estrés se aplico la
prueba de t-student. Los valores expresados eremaje fueron transformados con la funcion
arcoseno para que cumplieran con los supuesto8NiBVA. Para realizar todos los analisis se
empled el programa STATISTICA 7®.
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Capitulo 4

4. Resultados

4.1. Crecimiento larval

El crecimiento en longitud total (mm) de las largascuantificé a partir del dia 8 y hasta los 42
DDE. Durante este periodo, para ambos tratamiettoecimiento fue positivo y se ajusté a un
modelo lineal (Figura 6). Al comparar las pendisrtte cada tratamiento por medio de una prueba
de ANCOVA se encontraron diferencias significativias el caso del tratamiento marino se obtuvo
un ecuacion con una pendiente positiva, y = 0.1@02 con un R= 0.96, mientras que para el
tratamiento terrestre la pendiente fue positiva gegnificativamente menor, y = 0.11x + 3.51 con
un R =0.94.

12,00 -
®m Marino

10,00 { a Terrestre Asentamiento &

[ | []

€ Metamorfosis
£ 800- 1 . ' =1 }
—_ A
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Dias después de la eclosion (DDE)

Figura 6. Crecimiento en longitud total (mm) de ladarvas del P. californicus utilizando dos fuentes
de lipidos (enriquecedores) en el alimento vivo. $euestra el periodo de metamorfosis y asentamiento
para el tratamiento marino y los periodos de alimetacion con el alimento vivo. Area sombreada (
) periodo delsicion de rotiferos artemia.

Al inicio del bioensayo la talla de las larvas dea4.21 £ 0.50 mm de LT y al final del bioensayo
con el tratamiento marino la LT fue de 10.13 £ 0v#, mientras que en el tratamiento terrestre

fue de 7.47 £ 0.75 mm, lo que equivale a un 44.988% de crecimiento con el tratamiento marino.
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Al iniciar el bioensayo las larvas de ambos tragantts tenian un peso seco de 0.17 £ 0.08 mg. Al
final del experimento las larvas del tratamientainaalcanzaron un peso seco promedio 2.59
veces mayor que las del tratamiento terrestre &rapl Durante el transcurso del bioensayo se
observé que los organismos del tanque 6, corresgrieda uno de las réplicas del tratamiento
marino presentaron un desarrollo y un comportami@miormal con respecto a los bioensayos
tipicamente realizados en el laboratorio (e.gabservo de que el 95% de las larvas permanecian
sin asentarse al final del bioensayo a los 42 Didando a esa misma edad la totalidad de las
larvas ya deberian de estar asentadas). Asi méroggcimiento en LT y peso seco eran inferiores
(7.03 £ 0.59 mm y 7.87 £ 0.72 mg) incluso a las tepeticiones del tratamiento terrestre. Por lo
gue se asumio que la causa fue una variable exteonaentificada) pero ajena a las variables
experimentales del disefio experimental del presesitelio, por lo que se decidid eliminar esta

réplica y trabajar con solo dos réplicas parateatamiento.

Tabla 2. Valores iniciales y finales de peso (mm)tanque y tratamiento. (Media + la desviacién
estandar).

Tratamiento Peso inicial (mg)  Peso final (mg)

Marino
1 0.17 (x 0.08 25.24 (+1.27
3 0.17 (x 0.08 23.23 (+1.87
Promedic 0.17 = 0.08 24.24 +1.80
Terrestr
2 0.17 (x 0.08 7.86 (+0.88
4 0.17 (x 0.08 10.27 (£ 0.8t
5 0.17 (x 0.08 9.96 (+ 0.69
Promedio 0.17 (£ 0.08 9.36 = 1.34

Durante la premetamorfosis (8 a 18 DDE) las largdak tratamiento marino presentaron un
crecimiento especifico por dia (CED) de 4.05 + @@%/dia que resultd significativamente mayor
al crecimiento de las larvas del tratamiento témeg8.18 + 0.17 %C/dia). Durante la metamorfosis
de los 18 a 34 DDE se observé una disminucionfsgtiva en el crecimiento con valores de CED
de 1.30 £ 0.33 y 1.38 + 0.20 %C/dia para el tragaboi marino y terrestre respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas entre tra¢amos. En la Ultima etapa (i.e., posmetamorfosis;
34 a 42 DDE) se encontro que las larvas del traatmimarino aumentaron el CED a 3.46 £ 0.30
%C/dia, a diferencia de las larvas del tratamitgn@stre que disminuyo significativamente a 0.46
+ 1.04 %C/dia (Tabla 3).
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Tabla 3. Porcentaje de crecimiento en LT por di€/(¥a) de las larvas de lenguado en cada una de las
etapas de desarrollo. (Media * la desviacion estand=3). Los subindices con letra minascula dstin
denotan diferencia significativa entre los tratartde por etapa. Los subindices con letras maylscula
denotan diferencia significativa entre las etapasrd de cada tratamiento.

Tratamiento Premetamorfosis Metamorfosis Posmetamorfosis  Anova,
8 — 18 DDE 18 — 34 DDE 34 — 42 DDE P
Marino 4.05 (£ 0.355aA  1.30 (x 0.33)bB 3.46 (x 0.30)aA P=0.01
Terrestre 3.18 (£ 0.17)bs 1.38 (= 0.20)bl 0.46 (= 1.04)bl P=0.0(
Anova, P P=0.0: P=0.7: P=0.0:

DDE = dias después de la eclosion

En relacion con las caracteristicas externas dalrddlo de las larvas, entre los 10 y 12 DDE se
pudo observar la presencia del asa intestinal (&iga), el comienzo de la flexién de la seccion
posterior de la notocorda (Figura 7¢) y la apanidél penacho (crecimiento de los primeros radios
de la aleta dorsal) (Figura 7b), el cual se recdiregledor de los 35 DDE. A los 18 DDE se observo
el inicio de la migracion ocular (metamorfosis)agunas larvas (Figura 7f), pero fue a partir de
los 25 DDE que se observo en mas del 50% de Igu#etos, principalmente en el tratamiento
marino. La migracion ocular coincidié con el iniclél asentamiento a los 18 DDE, primeramente
en los tanques del tratamiento marino y a partiosi@0 DDE se registro en el tratamiento terrestre
Entre los 30 y 32 DDE un 90 a 95% de las larvasrdeimiento marino se encontraban totalmente
asentadas y se considero completa la metamorfog@siras que para el tratamiento terrestre el
50% de las larvas aun no se asentaban y no hatidédo la migracion ocular. No fue, sino hasta
los 36 a 38 DDE cuando mas de la mitad de lasdaedos tanques del tratamiento terrestre se

asentaron y al final del bioensayo (42 DDE) todaei@bservaron grupos de larvas sin asentarse.
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Figura 7. Caracteristicas externas durante el deseollo larval del lenguado de California alimentado
con el tratamiento marino o control. (a) Larva de3 DDE con division del intestino en la regién
anterior o prevalvular y la region posterior o posvalvular. (b) Aparicion del penacho en larva de 12
DDE. (c) Torsion de la notocorda larva de 12 DDEd] Desarrollo de coloracion en las aletas dorsal y
ventral, larva de 22 DDE. (e) Presencia del asa &gtinal, larva de 10 DDE. (f) Migracién ocular, lava
de 22 DDE.
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4.2. Actividad enzimatica de la lipasa dependientde sales biliares

En la figura 8 se presenta la actividad total ded&B de las larvas durante los primeros 42 DDE
alimentadas con el tratamiento marino (a) y lavatdd total de la LDSB a partir de los 8 DDE
para ambos tratamientos cuando inicio el bioensayola alimentacion de lipidos de origen
terrestre (b). No se detect6 actividad de la LD8Bas larvas de 1 DDE, pero a partir de los 3
DDE se observé un aumento de la actividad con imeprpico de actividad a los 6 DDE (3.89 *
0.13 ULarva). La actividad de la LDSB disminuy6 a los 8 DDEgal tratamiento marino a 0.03
+ 0.00 ULarvd, por su parte para el tratamiento terrestre geia los 8 DDE el valor fue de
0.04 + 0.00 ULarvA La actividad de la LDSB se mantuvo relativamdsdi@ y constante hasta
los 30 DDE cuando se registrdo un aumento signitican el tratamiento marino de 16.75 + 1.69
ULarva?, con respecto a las larvas del tratamiento teereStn embargo, la actividad de la LDSB
en el tratamiento terrestre no registré este auwrgno hasta los 34 DDE con valores de 30.94 +
11.20 ULarva. Los andlisis de covarianza entre la actividadtadeDSB de los tratamientos no
resultaron en diferencias significativas entre gersdientes (P = 0.84), no obstante, al realizar la
prueba de analisis de varianza de dos vias encoifér@ncia significativa entre los tratamientos
para los 30, 34 y 38 DDE.
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Figura 8. Actividad total de la LDSB durante el creimiento larval del P. californicus (a) y utilizando
dos fuentes de lipidos (enriqguecedores) en el alinte vivo (b).
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En la figura 9 se presenta la actividad especifecta LDSB de las larvas durante los primeros 42
DDE alimentadas con el tratamiento marino (a) actividad especifica de la LDSB a partir de los
8 DDE para ambos tratamientos cuando inicio elrtsago con la alimentacion de lipidos de origen
terrestre (b). No se detectd actividad especifetgad DSB en las larvas al 1 DDE, pero a los 3
DDE se da un aumento en la actividad (1.55 + 0.Qaylde proteina) y se mantiene relativamente
constante hasta los 6 DDE (1.26 + 0.02 U dgproteina). Para los 8 DDE la actividad de laBDS
disminuy6 para el tratamiento marino a un valofde3 + 0.02 U pgde proteina, mientras que
para el tratamiento terrestre que inicié a los 8&0& actividad fue de 0.03 + 0.02 de Ui
proteina. A los 12 DDE se present6 un primer pea@dividad en la LDSB en ambos tratamiento
con valores de 1.66 + 0.89 y 1.93 + 0.42 U'dg proteina para el tratamiento marino y terrestre
respectivamente. A partir de los 14 DDE la actiglide la LDSB se mantuvo relativamente baja y
constante hasta los 30 DDE, cuando se registramneisto significativo en el tratamiento marino
de 0.62 +0.02 U pubde proteina. Sin embargo, la actividad de la LDBRldratamiento terrestre
no presentd este aumento sino hasta los 34 DDEatores de 0.42 + 0.01 U fide proteina. Los
andlisis de covarianza entre la actividad de laR @8 los tratamientos no resultaron en diferencia
significativa entre sus pendientes (P = 0.86).efibbargo, la prueba de analisis de varianza de dos

vias encontro diferencia significativa entre Il@amientos para los 10, 30, 34 y 38 DDE.
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Figura 9. Actividad especifica de la LDSB durante lecrecimiento larval del P. californicus (a) y
utilizando dos fuentes de lipidos (enriquecedoresh el alimento vivo (b).
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4.3. Actividad enziméatica de la fosfolipasa A

En la figura 10 se presenta la actividad totakdellA> de las larvas durante los primeros 42 DDE
alimentadas con el tratamiento marino (a) y lavatdd total de la FLAa partir de los 8 DDE para
ambos tratamientos cuando inicio el bioensayo aaliinentacion de lipidos de origen terrestre
(b). Se detectd una actividad baja después deldai@e pero antes de la primera alimentacion
exogena (1 DDE). Durante las primeras dos semémnastividad se mantuvo relativamente baja,
entre 0.01 y 0.03 £ 0.01 pmol/min por larva pardasrgrupos. A partir de los 18 DDE se observo
un incremento significativo en ambos tratamierfasa el tratamiento marino la maxima actividad
se alcanz6 a los 30 DDE con 1.37 + 0.61 umol/minlg@wa, mientras que para el tratamiento
terrestre fue a los 22 DDE pero con 0.99 + 0.24|{miio por larva. A continuacion, las actividades
disminuyeron, y a los 38 DDE fueron de, 0.32 £ Qy0&18 + 0.06 pmol/min por larva para el
tratamiento marino y terrestre respectivamenteséNencontraron diferencias significativas entre
las pendientes de los tratamientos (P = 0.59).
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Figura 10. Actividad total de la FLA; por larva durante el crecimiento larval delP. californicus (a) y
utilizando dos fuentes de lipidos (enriquecedoresh el alimento vivo (b).

En la figura 11 se presenta la actividad especiiicka FLA de las larvas durante los primeros 42

DDE alimentadas con el tratamiento marino (a) actividad especifica de la FkA partir de los

8 DDE para ambos tratamientos cuando inicio elnsago con la alimentacion de lipidos de origen

terrestre (b). Se detecto actividad después dedaién con un valor de 0.03 + 0.00 pmol/min por

pgde proteina. La actividad de la FLAisminuyo significativamente, siendo casi nulaidal

momento de la primera alimentacion exogena (3 DREls 8 DDE se presenté un pico de

actividad de la FLA en el tratamiento marino con un valor de 0.13@2@mol/min por pge
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proteina, a diferencia del tratamiento terrestre gumenté a 0.01 + 0.00 pmol/min pordey
proteina. A los 12 DDE la actividad de la Fidkel tratamiento marino disminuyo y el tratamiento
terrestre aumento hasta un valor comun de 0.09@G @mol/min por pge proteina. A partir de
los 12 DDE se observo un incremento significatigsth alcanzar un maximo de actividad a los 22
DDE con un valor de 0.15 + 0.03 pmol/min pordegproteina para ambos tratamientos. No se
encontraron diferencias significativas entre lasdpentes de los tratamientos después del analisis

de covarianza (P = 0.58).
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Figura 11. Actividad especifica de la FLA durante el crecimiento larval delP. californicus (a) y
utilizando dos fuentes de lipidos (enriquecedoresh el alimento vivo (b).
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4.4. Enriquecimiento del alimento vivo
4.4.1. Composicion proximal

En la tabla 4 se presentan los valores estimadgsaleina cruda (%) y lipidos totales para el
alimento vivo antes y después del enriquecimieotda&s dos fuentes de lipidos. No se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje degira@ cruda en el alimento vivo antes y después de
enriguecer. Sin embargo, se encontraron diferergigsficativas en los lipidos totales en el
alimento vivo antes y después de enriquecer coraaffulentes de lipidos (i.e., marino y terrestre).

Tabla 4. Valores de proteina cruda y lipidos tetélé) del alimento vivo 12 horas después del
enriquecimiento con dos fuentes de lipidos (endgderes). (Media * desviacion estandar, n=3)

Tratamiento Proteina Cruda (%) Lipidos Totales (%)
Rotiferos
Sin enriquecer 55.33 (£3.49) 8.07b (x0.12
Marino 57.75 (£1.75) 15.4¢a (x2.00
Terrestre 5425 (x1.75) 16.1¢a (x0.70
Anova, P (P=0.28) (P=0.01)
Artemia
Sin enriquecer 54.83 (x1.01) 12.21b (£ 0.66
Marino 56.58 (£2.02) 2115a (x2.34
Terrestre 54.67 (x4.15) 215ia (x2.5€)

Anova, P (P=0.65) (P=0.01)
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4.4.2. Perfil de acidos grasos: Rotiferos

En la tabla 5 se presenta el porcentaje de lo®sigohsos identificados en los rotiferos antes y
después de ser enriquecidos con cada uno de ligsieredores. Los &cidos grasos se agruparon
tomando como base el nimero de carbonos y el gtadsaturacion segun Tocher, (2003). Se
encontraron diferencias significativas en el peldilacidos grasos de los rotiferos antes y despueés
de enriquecer.

Tabla 5. Perfil de &cidos grasos en los rotifemtesay después de enriquecer. Los valores estdesagns
en porcentaje de acidos grasos identificados (Medi@sviacion estandar, n=3). Subindices con letras
distintas denotan diferencia significativas entagaimientos (& 0.05).

Acido Graso Sin Enriquecer Marino Terrestre
Saturados
C14:0 7.52 £0.01 b 12.63 £0.96 a 2.00 +0.20 ¢
C16:0 21.90 +0.54 a 20.39 +1.29 a 8.80 +0.26 b
c18:0 3.58 +0.02 a 158 +0.23 b 2.69 +0.35 ab
Total 33.00+0.30 a 34.59+0.54 a 13.49+0.08 b
Monoinsaturados
Cl6:1 15.38 +0.07 a 442 +0.21 b 4.03 +0.19 b
C18:1n9 4.76 +0.09 b 1.32 +0.13 ¢ 10.94 £0.14 a
C18:1n7 5.83+0.01 a 1.60 £0.12 ¢ 201 +0.11 b
C20:1 2.99 +0.01 a 0.78 +0.09 ¢ 1.20 +0.08 b
Total 28.96+0.05 a 8.13+0.05 ¢ 18.17+0.05 b
PUFAs n-6
C18:2n6 11.29+0.01 b 3.05 #0.23 ¢ 14.76 £0.27 a
Total 11.29+0.01 b 3.05+0.23 c 14.76+0.27 a
PUFAs n-3
C18:3n3 0.64 £0.07 b 0.78 x0.21 b 45.59 +0.14 a
C18:4n3 0.14 +0.00 b 0.48 +0.03 a 0.08 £0.02 b
Total 0.79+0.05 c 1.26+0.13 b 45.67+0.08 a
LC-PUFAs n-6
C20:3n6 1.18+0.02 a 0.31 +0.01 ¢ 0.43 +0.05 b
C20:4n6 (ARA) 4.69 +0.08 a 3.54 +0.02 b 1.38 +0.05 ¢
Total 5.86 +0.04 a 3.85+0.00 b 1.82+0.00 c
LC-PUFAs n-3
C20:3n3 1.96 +0.01 a 0.85 +0.06 b 0.51 +0.01 ¢
C20:5n3 (EPA) 17.87+0.27 a 6.86 +0.05 b 5.43 +0.24 b
C22:6n3 (DHA) 0.28 +0.08 b 41.39 +3.11 a 0.15 #0.00 b
Total 20.10+0.14 b 49.10+1.76 a 6.09+0.16 c
Proporciones
DHA:EPA 0.02 +0.00 6.04 +0.41 0.03+0.00
EPA:ARA 3.81 +0.02 1.94 +0.02 3.92+0.04
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Los rotiferos sin enriquecer presentaron valores ale acidos grasos saturados (30.00 + 0.30%),
monoinsaturados (28.96 + 0.05%) y de LC-PUFAs @10 + 0.14%). De estos ultimos, el
C20:5n3 (EPA) represento el mayor porcentaje covalor de 17.87 £ 0.27% de los LC-PUFAs
n-3, mientras que el valor de C22:6n3 (DHA) fue cao. De los LC-PUFAs n-6 el acido graso
mas abundante fue el C20:4n6 (ARA), el cual repitésel 4.66 + 0.07%. Asi mismo, los PUFAs

n-3 representaron un porcentaje bajo con el 082 %% del total de acidos grasos identificados.

Al enriquecer los rotiferos con el tratamiento marilos LC-PUFAs n-3 incrementaron

significativamente alcanzando porcentajes de 49 1.06%, donde el C22:6n3 (DHA) represento
el LC-PUFAs n-3 mas abundante (41.31 + 3.11%). &aslos grasos saturados mantuvieron
valores similares (34.59 + 0.54%) y los monoinsados (8.13 £ 0.05%) y los LC-PUFAs n-6 (3.85

+ 0.00%) disminuyeron significativamente.

Los rotiferos enriquecidos con el tratamiento sdreetuvieron valores altos de PUFAs n-3 (45.67
+ 0.08%), donde el acido linolénico (C18:3n3) edP&IFAs n-3 mas abundante en el tratamiento
terrestre (45.59 + 0.14%). Al igual que los acigossos saturados y monoinsaturados, los acidos
grasos LC-PUFAs n-3 y los LC-PUFAs n-6 (1.82 £ 8)0en especial el C22:6n3 (DHA) (0.15%

+ 0.00%) de los LC-PUFAs n-3 y el C20:4n6 (ARA)8A.+ 0.00%) de los LC-PUFAs n-6
disminuyeron significativamente. Sin embargo, el0GA3 (EPA) no mostrd diferencia

significativa con respecto al tratamiento marino.



42

En la tabla 6 se presentan los valores de los agdasos identificados expresados en peso seco
(gramos de a.g. por cada 100 gramos de rotiferasey  después de ser enriquecidos con cada
uno de los enriquecedores. Se encontraron diferesagnificativas en el perfil de acidos grasos

de los rotiferos antes y después de enriquecer.

Tabla 6. Perfil de 4cidos grasos en los rotifemtesay después de enriquecer. Los valores estdesagns
en g/100g de rotiferos en peso seco (Media *+ deéwigestandar, n=3). Subindices con letras distinta
denotan diferencia significativas entre tratamisr{fe< 0.05).

Acido Graso Sin Enriquecer Marino Terrestre
Saturados
C14.0 0.38 +0.01 b 1.33 #0.30 a 0.23 +0.05 ¢
C16:0 1.09 #0.05b 2.14 +0.45 a 1.02 +0.08 b
C18:.0 0.18 +0.01 b 0.17 +0.05 b 0.31 +0.01 a
Total 1.65 +0.03 b 3.63 +0.20 a 1.56 +0.04 c
Monoinsaturados
Cil6:1 0.77 0.02 a 0.47 +0.09 b 0.47 +0.07 b
C18:1n9 0.24 +0.00 b 0.14 +0.03 c 1.26 $#0.12 a
C18:1n7 0.29 #0.01 a 0.17 #0.04 ¢ 0.23 +0.04 b
C20:1 0.15 +0.00 a 0.09 #0.01 b 0.14 +0.01 a
Total 145 +0.01b 0.86 +0.03 c 2.10 +0.05 a
PUFAS n-6
C18:2n6 0.56 +0.01 b 0.32 +0.07 c 1.71 £0.15 a
Total 0.56 +0.01 c 0.32 +0.07 b 1.71 #0.15 a
PUFAS n-3
C18:3n3 0.03 +0.00 c 0.08 +0.01 b 5.28 +0.14 a
C18:4n3 0.01 +0.00 b 0.72 +0.10 a 0.01 #0.02 b
Total 0.04 +0.00 c 0.80 +0.06 b 5.29 +0.08 a
LC-PUFAS n-6
C20:3n6 0.06 +0.00 a 0.03 +0.01 b 0.05 +0.01 a
C20:4n6 (ARA) 0.23 +0.00 b 0.37 +0.06 a 0.16 +0.02 ¢
Total 0.29 +0.00 b 0.40 +0.04 a 0.21 #0.01 ¢
LC-PUFAS n-3
C20:3n3 0.10 #0.00 a 0.09 #0.02 a 0.06 +0.01 b
C20:5n3 (EPA) 0.89 +0.01 a 0.72 #0.10 b 0.63 +0.09 b
C22:6n3 (DHA) 0.01 +0.00 c 4.30 +0.32 a 0.02 +0.00 b
Total 1.00 +0.00 b 5.10 +0.16 a 0.71 +0.05 ¢
Proporciones
DHA:EPA 0.02 +0.00 6.04 10.41 0.03 +0.00

EPA:ARA 3.81 +0.00 1.94 +0.02 3.92 +0.04
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Los rotiferos sin enriquecer tuvieron valores diglgg grasos saturados (1.65 + 0.03 g/100g),
monoinsaturados (1.45 + 0.01 g/100g) y LC-PUFAS(@-80 + 0.00 g/100g) en mayor cantidad,
siendo el C20:5n3 (EPA) el que se encontré en meastidad con un peso seco de 0.89 + 0.01
g/100g, mientras que el valor de C22:6n3 (DHA)dasi nulo. De los LC-PUFAs n-6 el C20:4n6
(ARA) fue el acido graso mas abundante con un va@é00.23 + 0.00 g/100g. Los PUFAs n-3
tuvieron un valor bajo de 0.04 £ 0.00 g/100g, nmiehique el contenido de los PUFAS n-6 fue
mayor con un peso seco de 0.56 + 0.01 g/100g.

Al enriquecer los rotiferos con el tratamiento marios LC-PUFAs n-3 se incrementaron
significativamente alcanzando un valor de 5.1016@/100g, donde el C22:6n3 (DHA) represento
el LC-PUFAs n-3 méas abundante (4.30 + 0.32 g/108gj) mismo, los acidos grasos saturados y
LC-PUFAs n-6 aumentaron significativamente hasté33+ 0.20 y 0.40 = 0.04 g/100g
respectivamente, en cambio los acidos grasos meatoirados (0.86 + 0.03 g/100g) y PUFAS n-
6 (0.32 £+ 0.07 g/100g) disminuyeron significativente.

Los rotiferos enriquecidos con el tratamientoetgne aumentaron significativamente el valor de
PUFAs n-3 a 5.29 + 0.08 g/100g, donde el acidddimico (C18:3n3) representa casi la totalidad
de los PUFAs n-3 (5.28 = 0.08 g/100g). A diferande los acidos grasos saturados que
mantuvieron un valor similar (1.56 £ 0.04 g/100g% monoinsaturados y PUFAs n-6 aumentaron
significativamente sus valores a 2.10 £ 0.05 y 7105 g/100g respectivamente, mientras que
los LC-PUFAS n-6 (0.21 £ 0.01 ¢g/100g) y LC-PUFA81{0.71 + 0.5 g/100g), en especial el
C22:6n3 (DHA) a un valor de 0.02 + 0.00 g/100gaelC-PUFASs n-3.
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4.4.3. Perfil de acidos graso#rtemia

En la tabla 7 se presenta el porcentaje de looa@dasos identificados en Aatemia antes y
después de ser enriquecida con cada uno de lagieocedores. De igual manera los acidos grasos
se agruparon de acuerdo con el numero de carbaglggado de saturaciéon segun Tocher, (2003).
Se encontraron diferencias significativas en dilpr acidos grasos de Aatemia antes y después

de enriquecer.

Tabla 7. Perfil de acidos grasos e\ttemia antes y después de enriquecer. Los valores egpéesados
en porcentaje de acidos grasos identificados (Medi@sviacion estandar, n=3). Subindices con letras
distintas denotan diferencias significativas etratamientos (B 0.05).

Acido Graso Sin Enriquecer Marino Terrestre
Saturados
C14.0 0.89 +0.07 b 2.71 +0.12 a 0.46 +0.03 ¢
C16:0 12.74 +0.01 b 15.39 #0.23 a 9.62 +0.04 ¢
C18:.0 5.53 +0.15 5.35 +0.29 5.76 +0.04
Total 19.15+0.07 b 23.45+0.08 a 15.84+0.00 c
Monoinsaturados
Cil6:1 2.36 +0.07 a 157 +0.04 b 1.34 +0.00 ¢
C18:1n9 21.91+0.25 a 15.46 +0.09 c 20.80 +0.05 b
C18:1n7 6.47 +0.39 a 4.81 +0.09 b 4.63 +0.02 b
C20:1 0.74 £+0.04 a 0.62 +0.01 b 0.62 +0.00 b
Total 31.48+0.17 a 22.46+0.04 c 27.40+0.02 b
PUFAS n-6
C18:2n6 6.46 +0.15 b 4.26 +0.02 c 9.61 +0.03 a
Total 6.46 +0.15 b 4.26+0.02 c 9.61+0.03 a
PUFAS n-3
C18:3n3 39.85+0.62 a 27.92 +0.22 b 40.24 +0.12 a
C18:4n3 0.11 +0.00 b 5.26 +0.09 a 499 +0.01 a
Total 39.96+0.44 b 33.18+0.09 c 45.23+0.08 a
LC-PUFAS n-6
C20:3n6 0.24+0.01 a 0.22 +0.00 b 0.26 +0.00 a
C20:4n6 (ARA) 0.51 £0.06 b 1.68 +0.01 a 0.33 +0.01 ¢
Total 0.75+0.04 b 1.90+0.00 a 0.59+0.00 c
LC-PUFAS n-3
C20:3n3 0.14 +0.00 b 0.21 +0.02 a 0.11 +0.00 b
C20:5n3 (EPA) 1.63+0.09 b 3.67 +0.02 a 1.13 +0.04 ¢
C22:6n3 (DHA) 0.49+0.36 b 10.88 #0.15 a 0.09 +0.13 b
Total 2.26 +0.18 b 14.76+0.08 a 1.33+0.07 c
Proporciones
DHA:EPA 0.29 +0.20 2.96 +0.03 0.16 £0.00
EPA:ARA 3.23 +0.24 2.18+0.02 3.43+0.02
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Los metanauplios dartemia sin enriquecer presentaron valores altos de agdsons PUFAS n-

3 (39.85 £ 0.62%), siendo el acido linolénico Ch3 8l acido graso mas abundante dentro de este
grupo y representa el mayor porcentaje en las &seweon un valor de 39.85 £ 0.85%, le siguieron
los monoinsaturados (31.48 = 0.17%) y saturadosl1%l2 0.07%). Los LC-PUFAs n-3
representaron un valor bajo, con el 2.26 + 0.18%ra los LC-PUFAs n-6 de 0.75 + 0.04%.

Al enriquecer las artemias con el tratamiento nearins LC-PUFAs n-3 aumentaron
significativamente hasta un valor de 14.76 +0.088ndo el C22:6n3 (DHA) el acido graso de
mayor proporcion dentro de este grupo, seguidep820:5n3 (EPA). De igual manera, los LC-
PUFAs n-6, en especial el C20:4n6 incremento siifamente su valor en los metanauplios de
Artemia. En el caso de los PUFAs n-3, estos disminuyeignifgativamente a un valor de 33.18
+ 0.09%, siendo el acido linolénico C18:3n3 nuevatmeel acido graso mas abundante en las
artemias con un valor de 27.92 + 0.22%. Los acigi@sos monoinsaturados y PUFAs n-6
disminuyeron significativamente a un valor de 22:486.04% y 4.26 £ 0.02% respectivamente,

mientras que los saturados aumentaron a 23.438%{0.0

Las artemias enriquecidas con el tratamiento teerggesentaron valores altos de PUFAs n-3
(45.23 + 0.08%), dentro de este grupo el aciddémoo C18:3n3 fue el mas abundante (40.24 +
0.12%). Los acidos grasos saturados (15.84 + 0.00fnoinsaturados (27.40 £ 0.02%), los LC-
PUFAs n-6 (0.59 % 0.00%) y LC-PUFAs n-3 (1.33 £ @4 presentaron una disminucion
significativa con respecto a los no enriquecidosntid del grupo los LC-PUFAS n-3 el que se
presentd en mayor abundancia fue el C20:5n3 (EBAValores de 1.13 + 0.04%.
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En la tabla 8 se presenta los valores de los agithsos identificados expresados en peso seco
(gramos de a.g. por cada 100 gramoArdemia) antes y después de ser enriquecidos con cada uno
de los enriquecedores. Se encontraron diferenigasisativas en el perfil de acidos grasos de los

rotiferos antes y después de enriquecer.

Tabla 8. Perfil de &cidos grasos en las artemi@s ardespués de enriquecer. Los valores estaasaqns
en g/100g de artemias en peso seco (Media + désviastandar, n=3). Subindices con letras distintas

denotan diferencia significativas entre tratamisr{fe< 0.05).

Acido Graso Sin Enriquecer Marino Terrestre
Saturados
C14.0 0.08 +0.01 b 0.41 +0.04 a 0.06 +0.01 c
C16:0 1.12 +0.07 ¢ 2.33 +0.13 a 1.27 +0.07 b
C18:.0 0.49 +0.05 b 0.78 +0.03 a 0.76 +0.05 a
Total 1.68 +0.03 c 3.52 +0.06 a 2.10 +0.03 b
Monoinsaturados
Cil6:1 0.21 #0.02 a 0.24 £0.02 a 0.18 #0.01 b
C18:1n9 1.92 +0.15 ¢ 2.33 +0.07 b 2.76 +0.16 a
C18:1n7 0.57 +0.00 c 0.72 +0.02 a 0.61 +0.03 b
C20:1 0.07 £+0.01 b 0.09 +0.00 a 0.08 +0.01 ab
Total 2.76 +0.07 ¢ 3.38 +0.03 b 3.63 +0.07 a
PUFAS n-6
C18:2n6 0.57 +0.02 c 0.64 +0.02 b 1.27 +0.07 a
Total 0.57 #0.02 ¢ 0.64 +0.02 b 1.27 +0.07 a
PUFAS n-3
C18:3n3 3.49 +0.18 ¢ 424 +0.13 b 5.33 +0.31 a
C18:4n3 0.01 +0.01 c 0.80 +0.02 a 0.66 +0.04 b
Total 3.50 #0.12 ¢ 5.04 +0.08 b 5.99 +0.19 a
LC-PUFAS n-6
C20:3n6 0.02 +0.00 b 0.03 +0.00 a 0.03 £0.00 a
C20:4n6 (ARA) 0.04 +0.01 b 0.25 +0.01 a 0.04 +0.00 b
Total 0.07 +0.00 c 0.29 +0.00 a 0.08 +0.00 b
LC-PUFAS n-3
C20:3n3 0.01 £0.00 b 0.03 +0.00 a 0.01 #0.00 b
C20:5n3 (EPA) 0.14+0.02 b 0.56 +0.02 a 0.15 #0.01 b
C22:6n3 (DHA) 0.04 £+0.03 b 1.65 +0.03 a 0.01 #0.02 b
Total 0.20 +0.02 b 2.24 +0.01 a 0.18 +0.01 b
Proporciones
DHA:EPA 0.29 +0.20 2.97 +0.04 0.16 +0.00
EPA:ARA 3.23 +0.24 2.19 +0.00 3.43 +0.02
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Las artemias sin enriquecer presentaron valores dk acidos grasos PUFAs n-3 (3.50 + 0.12
0/100g), siendo el &cido linolénico C18:3n3 el midgndante de este grupo y en los metanauplios
de Artemia con un valor de 3.49 + 0.18 g/100g, le siguiems monoinsaturados (2.76 + 0.07
0/100q), los saturados (1.68 = 0.03 g/100g) y PURAS0.57 £ 0.02 g/100g). Los LC-PUFASs n-

6 presentaron un valor bajo de 0. 07 £ 0.00 g/308ara los LC-PUFAs n-3 de 0.20 + 0.02 g/100g.

Al enriquecer las artemias con el tratamiento neatimss LC-PUFAs n-3 y LC-PUFAS n-6
aumentaron su contenido significativamente hastaalor de 2.24 £ 0.01 y 0.29 + 0.00 g/100g
0/100g respectivamente, siendo el C22:6n3 (DHA)rdethe los LC-PUFAS n-3 el acido graso
mas abundante, seguido por el C20:5n3 (EPA) coralam de 0.56 + 0.02 g/100g, mientras que el
C20:4n6 (ARA) con un valor de 0.25 £ 0.01 g/100gtdede los LC-PUFAs n-6. De igual manera,
los acidos grasos saturados (3.52 = 0.06 g/100gnomsaturados (3.38 £ 0.03 g/100g), PUFAs
n-6 (0.64 £ 0.02 g/100g) y los PUFASs n-3 (4.24 ¥30g/100g) aumentaron significativamente, de
los PUFAs n-3, el acido linolénico se encontré exyon cantidad en los metanaupliosAiteemia
con un valor de 5.04 + 0.08 g/100g.

Las artemias enriquecidas con el tratamiento teerggesentaron un valor alto de PUFAS n-3
(5.99 + 0.19 g/100g), donde el &cido linolénico vareente fue el 4cido graso mas abundante
dentro de los PUFAs n-3 y en los metanauplios demia tuvo un valor de 5.33 + 0.31 g/100g.
Asi mismo, los acidos grasos saturados (2.10 £3 §/000g), monoinsaturados (3.63 + 0.07
0/100g) y los PUFAs n-6 (1.27 + 0.07 g/100g) aumet significativamente con respecto a los
no enriquecidos. Los LC-PUFAS n-3 y LC-PUFAS n-$ndinuyeron significativamente a valores
de 0.18 £ 0.01 y + 0.08 £ 0.00 g/100g.
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4.5. Pruebas de calidad de larva

4.5.1 Prueba de estrés térmico

Se encontraron diferencias significativas en lstescia de las larvas a la prueba de estrés,Icon e
tratamiento marino presentaron un indice de estga#ficativamente menor (1.88 £ 2.65) que las
larvas del tratamiento terrestre (29.92 + 14.66% primeras larvas murieron a los 60 minutos en
el tratamiento terrestre, mientras que en el trigiatm marino la primera muerte se registro a los
95 minutos después del inicio de la prueba desdtliédguno de los animales del grupo control

murié durante la prueba, lo que mostré que la méagion no les causo dafio alguno.
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Figura 12. Prueba de estrés térmico a 32 °C seguimért et al., (1992).
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4.5.2. Destete

Se encontraron diferencias significativas en leestipencia de las larvas después de realizar el
destete entre el tratamiento marino y terrestre QR02). Las larvas alimentadas con la fuente de
lipidos marina registré una supervivencia finalpealio de 21.23%, mientras que la supervivencia
del tratamiento terrestre fue de 3.72% (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de supervivencia (%) en las ladeaenguado después del destete. (Media + deémiaci
estandar)

Tratamiento Supervivencia %
Marino
1 20.9¢
3 21.5C
Promedio 21.23 (0.39)
Terrestre
2 0.9t
4 9.2t
5 0.9t

Promedio 3.72 (4.79)
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Capitulo 5

5. Discusién

5.1. Crecimiento y desatrrollo larval

El desarrollo morfoldgico de las larvas del lengudd California observado en este trabajo, como
la edad de apertura de la boca y del ano, la dividel intestino en dos regiones (figura 7a), la
torsion de la notocorda (figura 7c), la migraci@ular (figura 7f) y el asentamiento, es similar al
descrito por Gisbest al., (2004), Zacarias-Soto (2007) y Juarez-Casil@89) para esta especie.
Como parte del estudio de la fisiologia digestia larvas de peces marinos, se evalla el
crecimiento en longitud o peso como un indicaddrydedo de desarrollo de los organismos. En
el presente trabajo, las larvas de lenguado alexestcon una dieta enriquecida con aceite de
origen marino (control) tuvieron un crecimiento @13 + 0.42 mm en LT a los 42 DDE, un
resultado similar al reportado por Gisbetrl., (2002) a la misma edad (10.1 £ 0.5 mm), mientras
gue con el alimento enriquecido con aceite de éiredzanzaron los 7.47 £ 0.75 mm a los 42 DDE.
Esta diferencia en el crecimiento se asoci6 prainipnte con el aporte de AGE presentes en el

alimento vivo después del enriquecimiento con faglsiones de origen marino y terrestre.

Como el alimento vivo (rotiferos y metanaupliosAteemia) tipicamente utilizado para cultivar
larvas de peces marinos es naturalmente deficlnt®GE, el objetivo del enriquecimiento es
mejorar su perfil de acidos grasos y suministtasdarvas los AGE que requieren (Tocher, 2003).
El alimento vivo enriquecido por doce horas corelasilsiones marina y terrestre tuvo diferencias
significativas en los valores de los principaleési@g grasos esenciales DHA, EPA y ARA. Con el
enriguecimiento, se logré aumentar a casi el debpmrcentaje de lipidos totales en los rotiferos
(49%) y en laArtemia (43%), particularmente el DHA en el tratamientorima y el acido

linolénico (C18:3n3) en el tratamiento terrestre@seontraron en mayor proporcion.

Watanabest al., (1989) mencionan que el DHA es el AGE mas impdetan las larvas de peces

marinos, ya que cuando se alimentan con dietas lesjaAGE 0 se someten a un periodo de
inanicién, se ha observado que el DHA es el AGEnidb en mayor proporcion, debido a que su
contenido en los tejidos de la larva y, en espeerallas membranas celulares afecta la

comunicacion entre células, la expresion de recepten membrana, el transporte de nutrientes y
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la transduccion de sefiales que modulan el crecimiiular (Izquierdo, 1996). Los contenidos
de DHA equivalentes al 5% y al 2.5% del peso secladlieta, promueven un mejor crecimiento
y supervivencia de las larvas de la dorada étial., 2002) 0 2.5% y del lenguado del Atlantico

(Hamre y Harboe, 2008), respectivamente.

En el presente trabajo el alimento vivo que segeedid con el tratamiento marino presentd un
porcentaje de DHA de 41.39% en rotiferos y de 28.88 las artemias del total de acidos grasos
identificados, mientras que el alimento vivo enegdo con el tratamiento terrestre tuvo un
porcentaje menor, con valores de 0.15 y 0.09%rptifaros y artemias respectivamente. Copeman
et al.,, (2002) en el lenguado cola amarillairfanda ferruginea) alimentaron las larvas con
alimento vivo enriquecido con cuatro emulsioney BIHA (43.3% del total de acidos grasos),
DHA + EPA (37.4 y 14.2%), DHA + ARA (36.0 y 8.9%)Ig emulsion control que contenia
Gnicamente aceite de oliva sin DHA, EPA y ARA, amtcaron que las larvas del tratamiento alto
en DHA alcanzaron una longitud y supervivenciaifigativamente mayores (9.7 + 0.2 mmy 22.1
+ 0.4% respectivamente) que las alimentadas cemidsion control (7.3 0.2 mmy 5.1 +1.9%),

lo cual concuerda con lo encontrado en esta irgaastin.

En el lenguado de California, Vizcaino-Oclebal., (2010) evaluaron el efecto de un incremento
gradual de DHA (0.16, 0.85, 1.61 y 3.25% del tdkcidos grasos identificados) en el alimento
vivo (Artemia) en el cultivo larvario y encontraron conformersgrementd el nivel de DHA en la
Artemia, las larvas presentaron un mayor crecimiento \ersiyencia a los 75 DDE. Ademas,
encontraron que las larvas pueden completar lamaoetasis con el nivel mas bajo de DHA, sin
embargo comentan que el requerimiento de DHA auardggpués de la metamorfosis cuando se
incrementa de nuevo la tasa de crecimiento. Edtérpde crecimiento es caracteristico de los
peces planos durante la metamorfosis (Tamtla 1996). Por ejemplo, Bolasiret al., (2006)
reportan una reduccién en la tasa de crecimientia &7 del lenguado JaponéBafalichthys
olivaceus) durante la metamorfosis, entre los 22 y 27 Dguglo de un aumento en la tasa de
crecimiento, un resultado similar al observado Ymcaino et al., (2010). En este trabajo se
observé una tendencia similar, ya que la tasaaf#norento con el tratamiento marino pasé de 1.30
+ 0.33 %C/dia durante la metamorfosis a 3.46 + @80dia después de la metamorfosis, mientras
gue en el tratamiento terrestre paso de 1.38 +%Qf0lia durante la metamorfosis a 0.46 = 1.04
%C/dia después de la metamorfosis. Tomando coneddmsesultados de Vizcaiebal., (2010),
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es probable que las bajas tasas de crecimiengsdarvas alimentadas con el tratamiento terrestre
estan asociadas al reducido aporte de DHA del atonévo y confirma la importancia de este
AGE después de la metamorfosis para la formacigrudeos tejidos en esta especie.

Otros AGE importantes son el EPA y el ARA los cadlenen beneficios similares a los del DHA.
Se ha observado que el incremento de estos AGEankjsupervivencia, el crecimiento y la
respuesta al estrés, aunque en menor proporcioeldddA (Furuitaet al., 1998; Kovenet al.,
2001). EI EPA y el ARA son los principales precuesode eicosanoides en peces y su biosintesis
es mediada por las enzimas ciclooxigenasa y ligmega, para producir moléculas que se agrupan
en prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanosclades desempefian funciones importantes
como mediadores del sistema nervioso y, en la estpinmune (i.e., inflamacion) (Sargerdl .,
1999a,b; Tochest al., 2008). Asi mismo, se ha demostrado que son necsgaia una adecuada
pigmentacion en los peces planos como el sol Seseffasenegalensis) (Villalta et al., 2005b),

el turbot(S. maximus) (Estevezt al., 1999) y el lenguado Japonds (livaceus) (Estévezt al.,
2001) y durante la metamorfosis para la migrac&mjb en el lenguado de cola amarillanfanda
ferruginea) (Copemaret al., 2002), en el sol Senegales (Villatiaal., 2005a) y elSolea solea
(Lundet al., 2008). Los requerimientos dietarios de EPA y AR#glas larvas de peces marinos
se encuentran en un rango de 0.7 a 1.6% y de D.X&a del peso seco de la dieta (Izquierdo y
Koven, 2011) respectivamente.

En el presente estudio, el enriquecimiento dedtiferos con el tratamiento marino disminuyo el
valor de EPA a 0.72 = 0.10 g/100g, mientras quieeARA aument6 a 0.37 £ 0.06 ¢/100g, los
cuales se encuentran en los limites inferiores nmeodados para peces marinos. En los
metanauplios d@rtemia los valores fueron inferiores a los encontradolegmotiferos con 0.56 +
0.02 g/100g de EPA y 0.25 +0.01 g/100g de ARAaRs tratamiento terrestre los valores en los
rotiferos de EPA y ARA fueron de 0.16 + 0.02 y 0#68.09 g/100g, y en lartemia de 0.15 +
0.01 g/100g de EPA y 0.04 £ 0.00 g/100g de ARA. &@oanet al., (2002) encontraron en el
lenguado de cola amarilla que la migracion delsganejoré de un 47% a un 75% cuando las
larvas fueron alimentadas con un contenido alt®dé y EPA y un contenido bajo de ARA,
comparado con la dieta alta unicamente en DHA. rAsimo, Estévez y Kanazawa (1995)
mencionan que una deficiencia de LC-PUFAS n-3 yratasa la metamorfosis en el turb&t (

maximus), debido a que una deficiencia de EPA y ARA afetttaontrol neuroendocrino en el
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cerebro (Estéveet al., 1999). Un bajo aporte de EPA y ARA se puede refagigon el retraso en

el desarrollo larval observado en el presente jmabsm que el asentamiento de las larvas
alimentadas con el tratamiento terrestre se obdasta los 38 DDE, cuando solo el 50% de las
larvas se encontraban asentadas, mientras qué ttatamiento marino el 95% de las larvas ya se
habian asentado a los 32 DDE.

A pesar de la importancia del contenido absolutoatka AGE en la dieta, es necesario tomar en
cuenta sus relaciones (DHA/EPA/ARA), ya que susratdciones pueden afectar positiva o
negativamente ciertos procesos fisiologicos (imreetamorfosis, division celular) durante el
desarrollo de las larvas. Sargetal., (1997) consideran adecuada una relacion de 2lpara
relacion DHA/EPA y coincide, con la observada enhoevos de peces marinos, por lo que se
sugiere mantener este valor en la dieta al mondmta primera alimentacion exdgena. lzquierdo
et al., (2000) indican que el incremento de EPA en la digeinuye la incorporacion del DHA
en los fosfolipidos de las larvas, de la misma &gram aumento de DHA reduce la incorporacion
de EPA en la segunda posicion de la fosfatidildeanma (FE), por lo cual es importante mantener
una relacion de DHA/EPA adecuada para optimizatilezacion de ambos acidos grasos en la
dieta. Asi mismo, un nivel elevado de EPA sobri@lA provoca efectos adversos en la funcion
neural de las larvas y esto a su vez en el crestmigla supervivencia como se ha observado en

el arenqueClupea harengus) (Bell et al., 1995).

En el presente trabajo el enriguecimiento del altm@ivo con el tratamiento marino incremento
la relacion DHA/EPA a valores mayores de 3, sinangb para el tratamiento terrestre tanto para
rotiferos y como metanauplios Aetemia esta relacion se mantuvo cercana a 0. Rodrigedz
(1997) encontraron que la tasa de crecimiento snldevas de lubina era mayor cuando se
alimentaban con rotiferos que tenian una relac®rDHA/EPA de 1.5 comparado con las
alimentadas con una relacibn menor a 0.6. Estoeguesg@licar porque se obtuvo un menor
crecimiento y supervivencia en las larvas alimesazbn alimento vivo enriquecido con el aceite
terrestre.

En relacion al EPA y ARA Sargest al., (1999a,b) mencionan que un desbalance en la ralacié
de EPA/ARA puede disminuir la produccion de eicasdes, por competencia del EPAy el ARA,

ya que son sustratos metabdlicos para las enziglasxigenasa y lipoxigenasa en la produccion,
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de prostanoides de la serie 2 y leucotrienos deria 4 a partir del ARA y de prostanoides de la
serie 3 y leucotrienos de la serie 5 a partir dAHos cuales compiten por los mismos receptores
en las membranas celulares, siendo los eicosand&ARA biologicamente mas activos que los

producidos a partir del EPA.

En el presente estudio, el enriquecimiento dedtiferos con el tratamiento terrestre alcanz6 una
relacion de EPA/ARA de 3.9, el doble que con datraento marino, que fue de 1.9 y en las
artemias enriquecidas con el tratamiento terréséree 3.4, mientras que en el tratamiento marino
fue de 2. En cuanto a la relacién de EPA/ARA Izgloey Koven (2011) mencionan que la relacion
adecuada de EPA/ARA encontrada en varios trabajésatre 3.5 y 5, siempre y cuando se tenga
un aporte de DHA adecuado para cada especie, longjara la supervivencia y el crecimiento en
las larvas. Como se puede observar la relacionREARA en los rotiferos y meanauplios de
Artemia fue menor en el tratamiento marino que con eamn&nto terrestre, a pesar de esto, las
larvas del tratamiento marino alcanzaron un cresiboi significativamente mayor. Atalghal.,
(2010) encontraron que cuando los requerimientoPldA de las larvas de la lubina europea
(Dicentrarchus labrax) son cubiertos por la dieta, se puede mejorarretimiento y la
supervivencia si se incrementa el EPA y ARA, sieampcuando se mantengan en una relacion 3.3
a 4. Lo anterior pone en evidencia que a pesauddagrelacion de EPA/ARA de los rotiferos y
en los metanauplios d&rtemia en el tratamiento terrestre fue de 3.92 y 3.43e@smmente, el
contenido de DHA en la dieta no fue el adecuada paee las larvas tuvieran un crecimiento

normal.

El porcentaje de lipidos en los rotiferos se inemwetd significativamente con el enriquecimiento,
alcanzando valores de 15 a 16% con respecto al na@l de 8.07 % y en lardemia aumento

a valores de 22% con respecto a los 12.21% ing;ialéeentras que el contenido de proteina cruda
no mostro diferencias significativas. Moraisal., (2004) realizaron dos bioensayos con larvas de
lubina europeaicentrarchus labrax), en el primero alimentaron las larvas desde ehamio de

la apertura de la boca (5 DDE) hasta los 24 DDE6conicrodietas con tres tipos de lipidos (aceite
de bacalao, trioleina y aceite de coco) y dos esvéele inclusion (7.5 y 15%) y en el segundo
bioensayo se suministré una dieta comercial dexd® hasta los 36 DDE y a partir de los 37 DDE
se inici6 la alimentacion de las larvas con lad@aodietas experimentales hasta los 52 DDE. Estos

autores encontraron que un aumento en el nivelpiios de la dieta resultd en un crecimiento
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significativamente mayor de las larvas alimentadasel aceite de pescado y trioleina, mientras
gue para el aceite de coco un nivel dietético m&yb?o) fue responsable de una disminucién
significativa en el crecimiento (peso seco). Loedont sugiere que la inclusion de ciertas
cantidades de lipidos de origen terrestre en lea digde larvas de peces marinos (e15%),
disminuye su crecimiento, como se observo en eepte trabajo. No obstante, estos autores
mencionan que el menor crecimiento se debié aadeta con un 15% aceite de coco, contenia
2.5% de &cido caprilico (C:8) que represent6 el d8%s acidos grasos de cadena media (AGCM,
de 6 a 12 carbonos) en la dieta. Los AGCM se haciado a menores crecimientos en la carpa
comun Cyprinus carpio L.) y juveniles de corvina rojeS¢iaenops ocellatus), aun con valores
bajos (2%) en la dieta (Craig y Gatlin, 1995; Fgntset al., 2000). Asi mismo, una inten$a
oxidacion a partir de AGCM, produce cuerpos cetdsig su interaccion con otros acidos grasos
y nutrientes (i.e., triacilgliceroles, carbohidgtoeducen su utilizacion como fuente de energia y
por lo tanto, reducen el crecimiento. Sin embaegcel presente estudio no se encontraron AGCM
en el alimento vivo enriquecido con acetite tereggior lo que la disminucion del crecimiento de
las larvas de este tratamiento, probablementelsié desu bajo contendido de AGE.

5.2 Actividad enzimatica: lipasa dependiente de sad biliares

La actividad total (ULarvd) y especifica (U pug-1 de proteina) de la LDSB & larvas fue
detectada desde el momento de la apertura deda(B&DE) y antes del inicio de la alimentacion
exdgena (i.e., rotiferos). Lo anterior sugiere gukarva del lenguado de California es capaz de
digerir lipidos desde el inicio de la alimentaceéx®gena. Resultados similares han sido reportados
en otras especies de peces marinos como en et {&rlmoaximus) (Hoehne-Reitart al., 2001),

el lenguado de inviernd®( americanus) (Murray et al., 2003), el lenguado Japonés (Bolasiha
al., 2006) el abadejoMeanogrammus aeglefinus) y el bacalao del AtlanticoGadus morhua)
(Pérez-Casanowt al., 2006).

Alvarez-Gonzalezt al., (2006) mencionan que las larvas del lenguadGaldornia en ayuno

mueren a los 6 DDE, pero reportan una actividadairde la LDSB en larvas alimentadas y en
ayuno. En el presente estudio la actividad totdlafia’) de la LDSB aumenta paulatinamente
hasta los 6 DDE y la actividad especifica (U pg prbteina) presenta un primer pico a los 3 DDE

y se mantiene constante hasta los 6 DDE. Estos,dgigieren que la expresion de esta enzima



56

durante los primeros dias de desarrollo larvahgsraceso ontogénico genéticamente programado
y no estimulado por la ingestidon del alimento exag&ambonino-Infante y Cahu, 2001; Morais
et al., 2007).

En el lenguado de California, Juarez-Casillas (2@@3criben un aumento de la actividad total de
los 3 a 4 DDE seguido de una reduccion a los 7 DBEual es similar a lo encontrado en este
trabajo. Después de los 8 DDE la actividad totaspecifica de la LDSB disminuy¢ a los valores
mas bajos detectados en el presente estudio yrgevieaon bajos hasta los 30 DDE, a excepcion
de un pico de actividad que se presentd en laidathespecifica a los 12 DDE. Alvarez-Gonzélez
et al., (2006) reportan en la misma especie que laidatitotal y especifica de la LDSB aumento
de manera constante hasta los 15 DDE y despuésrgavu estable hasta el final del experimento
a los 30 DDE. Esta diferencia se puede atribuirua gstos investigadores utilizaron larvas
completas para preparar el homogenizado para &isiagrenzimaticos, mientras que en el presente
trabajo se diseco y utilizé Unicamente la cavidadbaninal, con el fin de evitar cuantificar enzimas
con capacidad lipolitica presentes en el restoadarl/a (i.e., musculo) (Hoehne-Reitenal.,
2001). Pérez-Casanoenal., (2006) reportan una alta actividad especifiedadLDSB durante
los primeros 66 DDE en homogenizados de cuerpo ledongel abadejoM. aeglefinus) y en el
caso del bacalao del Atlantic@ norhua) la LDSB presenté una menor actividad pero no tuvo

diferencia significativa con respecto a la del apad

A partir de los 8 DDE la actividad total de la LD&#h ambos tratamientos) se mantuvo estable y
sin cambios hasta los 30 y 38 DDE cuando se prasempicos en la actividad total de esta enzima
en las larvas del tratamiento marino (figura 8).dEmurbot & maximus) Hoehne-Reitaret al.,
(2001) observaron que en larvas de entre 3 y 7 RDdctividad total de la LDSB se mantuvo
estable, aumentando significativamente a partiogd3 DDE y hasta el final del experimento a
los 22 DDE. La actividad especifica de la LDSB (@ de proteina) present6 un pico de actividad
a los 12 DDE en ambos tratamientos, lo cual tamhiérreportado por Alvarez-Gonzaleizal.,
(2006), este incremento en la actividad coincidealoncremento en la acumulacién de lipidos en

el higado, reportado por Gisbetial ., (2004) para el mismo periodo.

Después de los 12 DDE la actividad especifica @otvidisminuir manteniéndose estable aln

durante la transicion de rotiferof\etemia. Durante este periodo las larvas aumentan de tamafio
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incrementando su peso como parte del crecimiertehhk-Reitaret al., (2001) mencionan que
durante el crecimiento y desarrollo de larvas depenarinos, la longitud y la superficie del tracto
digestivo se incrementa considerablemente, pemdibieun mayor tiempo de retencion del
alimento y favoreciendo una mayor digestion y atiéar o que reduce la necesidad de excretar
grandes cantidades de enzimas digestivas al lulmemterior podria explicar en parte, porque

disminuye la relacion entre la cantidad de enzinodyrcida y la biomasa de la larva.

A los 26 DDE se observa una disminucion de lavidetiles total y especifica de la LDSB (en
ambos tratamientos) asociadas al proceso de mdtamisoy el asentamiento que ocurre en esta
especie. Durante la metamorfosis los organismasidiig/en su tasa de crecimiento (ver tabla 3),
a consecuencia de procesos fisiologicos relacighadm cambios morfolégicos internos y
externos drasticos, que resultan en un cambio disp@sicion final de los 6rganos de la cavidad
digestiva (Zacarias-Sot al., 2006; Vizcaino-Ochoat al., 2010). Este proceso también se ha
observado en el lenguado Japonés durante la mdtamisofTanakaet al., 1996; Bolasinat al.,
2006). En el tratamiento marino se dio un incrementla actividad total y especifica de la LDSB
a los 30 DDE, edad a la que se observo que la ri@gagerios lenguados se encontraban asentados
y finalizando la metamorfosis. De manera similaacarias-Sotoet al., (2006) observd un
comportamiento similar de algunas enzimas proteatit(i.e. tripsina, proteasas alcalinas, leucina

aminopeptidasa) durante el desarrollo larval y édamorfosis del lenguado de California.

En el caso del tratamiento terrestre la actividadlal LDSB se mantuvo sin diferencias
significativas durante los primeros 26 DDE. Gjellek (1991) menciona que la LDSB en las
larvas de bacaladG@dus morhua), hidroliza preferentemente acidos grasos de catbga e
insaturados (PUFAS). Esta afinidad de las lipasa$gg triglicéridos se reduce conforme aumenta
el nimero de carbonos de la cadena de los acidesgyy se incrementa el grado de saturaciones
(reduccion de enlaces dobles) (Olseal., 1998; Moraiset al., 2006). El orden de preferencia de
la actividad lipolitica se describe como PUFAs >nhwiosaturados > saturados (lzquierdo y Koven,
2011). Lo anterior puede explicar por qué la adtditotal de la LDSB en el tratamiento terrestre
fue similar a la del tratamiento marino, ya queogitenido de PUFAs totales (PUFAS n-3 + PUFAs
n-6) en los rotiferos y lartemia enriquecidos con el tratamiento terrestre fue de y.7.26 g/100g
respectivamente, mientras que en el tratamientinméue de 1.12 g/100g de rotiferos y de 5.68

0/100g deArtemia. Ademas, el tratamiento terrestre tenia valore&cilos grasos saturados mas
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bajos en rotiferos (1.56 + 0.04 g/100g) Ytéemia (2.10 + 0.03 g/100gyjue el tratamiento marino
gue presentaba valores de 3.63 + 0.20 g/100g derost y de 3.52 + 0.06 g/100g Aetemia.

Adicionalmente, Izquierdet al., (2000) reportan que la actividad de la LDSB ewdarde dorada

(S auratus) se incrementd mas cuando fueron alimentadas tideros que contenian triglicéridos
ricos en EPA que cuando eran ricos en DHA o aaidosoinsaturados. En este estudio, el valor
de EPA en los rotiferos disminuyo su contenidoiigiivamente después del enriquecimiento de
0.89 + 0.01 g/100g a valores de 0.72 + 0.10 g/}tdxg el tratamiento marino y de 0.63 + 0.09
0/100g en el tratamiento terrestre, siendo sinellaontenido de EPA en ambos tratamientos. Por
lo cual, el retraso hasta los 34 DDE de la actiittdal de la LDSB de las larvas del tratamiento
terrestre se atribuye a un bajo aporte en los ABE,a su vez retardo el crecimiento y por ende la
metamorfosis en los lenguados. Es importante meacigue en este trabajo no se caracterizo el
grado de desarrollo del sistema digestivo, mediantéilizacién de algin marcador comiunmente
usado en los estudios de larvas de peces mariegsatividad de las aminopeptidasas del borde
de cepillo de los enterocitos (EBC), fosfatasaalimlas), las cuales reflejan la maduracion de los
enterocitos del intestino, al reducirse la digestidracelular (tipica al inicio de la etapa lajyal
incrementarse la actividad de las EBC, que invaluera digestion intraluminal propia de la etapa
adulta (Zambonino-Infantet al., 1997, 1999). Estas observaciones pueden ser urarhenta

atil para relacionar y corroborar si el atrasoanadtividad total y especifica de la LDSB se debio

a un bajo contenido de AGE en la dieta.

5.3. Actividad enzimética: fosfolipasa A

En el presente estudio se reporta por primeraavearacterizacion de la actividad enzimatica de
la FLA2 en el lenguado de California. Se detecté actividaesta enzima antes del inicio de la
alimentacion exdgena (1 DDE). En el bacalao deémtito G.morhua), Seeleet al., (2011)
reportan actividad de la FloAlesde la primera alimentacion exogena a los 3 CHdEembargo,

en el besugoR. major) Uematsiet al., (1992) no encontraron actividad de la Elifasta los 13
DDE, diez dias después del inicio de la alimentaeiXogena. Por su parte, Hoehen-Reétaal.,
(2003) en el turbotg maximus) encontraron actividad de la FkAasta los 6 DDE, cuatro dias

después de la primera alimentacion.
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Los lipidos de los huevos y el saco vitelino dedeses marinos son principalmente fosfolipidos
(10%) vy triglicéridos (5%) (Sargemt al., 1999a; Cahu et a., 2009), por lo que la actividadad
FLA2 se debe detectar antes del inicio de la alimeitaexdgena, ya que es necesaria para
metabolizar las reservas del saco vitelino (Saedk, 2011). Ozkizilciket al., (1996) reporta que

la FLA2 es la enzima lipolitica mas importante en los bsey larvas de la lubina rayada

(M.saxatilis) hasta la etapa juvenil.

En el presente estudio, la actividad total de lAFaumento a partir de los 14 DDE hasta alcanzar
su maxima actividad, que ocurrié a los 30 DDE erldavas del tratamiento marino, periodo en el
cual las larvas estan terminando la metamorfogikasentamiento. Kanazawa (1993) menciona
gue debido a la alta tasa de crecimiento, lassaieguieren una gran cantidad de fosfolipidos para
la formacion de las membranas de las nuevas céluftaste el crecimiento, lo cual puede explicar

porque su actividad va en aumento hasta que sezalta metamorfosis.

Con base en estudios anteriores en los que seddaatontribucion relativa de las fosfolipasas en
las diferentes regiones del cuerpo de las larvaselpresente estudio se decidid diseccionar el
tracto digestivo lo mas temprano posible (8 DDEapaducir la posible interferencia de las ELA
provenientes de otros tejidos de la larva. En slbe, lijima et al., (2000) encontraron hasta 70
veces mayor actividad de la Fk.An las branquias que en el pancreas. Por su par&d,bacalao
del Atlantico G.morhua), Seele et al., (2011) no encontro actividad deLla, en el musculo, pero

si en higado, cerebro, rifién y branquias, aunquerss cantidades en comparacion con el tracto
digestivo. En el turbotS maximus), la actividad de la FLAasociada al tracto digestivo representa
el 61% de la actividad total del homogenizado deakacompletas a los 12 DEE Hoehne-Redtan
al., (2003).

En este trabajo, la disminucion de la actividadeeBfra de la FLAde las larvas con ambos
tratamientos, de los 22 a los 30 DDE, coincidelaatapa de metamorfosis (de los 18 a 34 DDE).
Tanakaet al., (1996) encontraron que durante la metamorfositedgiado JaponéBdralichthys
olivaceus), la actividad de la amilasa y la tripsina disni@musignificativamente y que al finalizar

la metamorfosis, un alto porcentaje de los orgamssasentados, tenian el estbmago vacio, lo que
indica que la alimentacion se reduce durante éspaeal mismo tiempo que esta ocurriendo una

reorganizacién (cambio de posicion) del intestimoychos otros 6rganos (i.e., higado, pancreas).
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Esta tendencia es similar a la observada en egiajdr, para la actividad especifica de la ELA
gue disminuyé durante la metamorfosis. A pesarudean este estudio no se estudié ingestion del
alimento por etapa de desarrollo, seria una heergmidicional para elucidar la disminucion en
la actividad especifica de la FeA&n esta etapa. Por su parte, Sge., (2011) encontraron que
en el bacalao del Atlantico la actividad especitieala FLA del tracto digestivo representa el
63.2% del total de las fosfolipasas en larvas d®B& y su importancia disminuye conforme
aumenta la edad de lalarva a un 30.8 y 14.2%48lg$62 DDE respectivamente, lo cual concuerda
con la reduccion en la actividad total y especifleala FLA después de la metamorfosis en el

presente trabajo.

Para la preparacion de la emulsion enriqguecedoageiee de linaza, se agrego lecitina de soya, la
cual es una buena fuente de fosfolipidos de otigeastre (65 - 75% de su peso seco) (Gahu
al., 2009), de los cuales un 19-21% son FC (Scholfigdé1). Varios trabajos ha evaluado el efecto
del tipo de lipido sobre la actividad de las ligasatre estas la Fl,LAZambonino-Infante y Cahu,
(1999) evaluaron el efecto del nivel de lipidoslatedietas en las larvas de lobina eurofiza (
labrax) alimentadas por 23 dias con 5 dietas formuladasingorcentaje incremental de lipidos
(10, 15, 20, 25, 30%) donde los fosfolipidos repnésron un minimo de 4.5% del total de lipidos.
Estos investigadores reportan que después de DBE4a actividad de la FLAse incremento en
relacion directa con el contenido de lipidos emlita hasta un 20% (15% triglicéridos y 5%
fosfolipidos), pero con las dietas de mayor conlericon 25 y 30% de lipidos) la actividad se
mantuvo igual, sin diferencias significativas. Ag$mo, la sintesis del RNA mensajero de la FLA
fue similar en las dietas de 25 y 30% lo que puedear que la enzima alcanza su capacidad
maxima de sintesis con 20% de lipidos en la didétaaiset al., (2007) concuerdan que existe un
limite maximo de expresion de las enzimas lipagien larvas de peces marinos, por lo tanto hay
una capacidad maxima para la sintesis de estana&nziurante la etapa larvaria. Bucktedl .,
(2000) observaron que cuando las larvas de lamreja S.ocellatus) se alimentan con dos dietas
con 15 y 30% de lipidos totales de la dieta, lavigletd de la FLA se incrementa por el aumento
de 3.6 a 6.8% de fosfolipidos del total de lipidoda dieta. Sin embargo, Hoehne-Reihal.,
(2003) alimentaron a un grupo de larvas de turBanéximus) de los 2 DDE hasta los 24 DDE
con alimento vivo y otro grupo con una microdietie gontenia mayor porcentaje de fosfolipidos
de los 13 hasta los 24 DDE vy reportan una menosidat! en la FLA en el grupo alimentado con

la microdieta, concluyen que la sintesis y secred@la enzima esta mas relacionada con factores
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de la dieta, lo cual probablemente afecta la cdpdailigestiva de los lipidos (i.e., menores tasas
de ingestion, desbalance nutricional). Lo antguisede sugerir que los fosfolipidos de la lecitina
de soya presentes en el enriquecedor del trataorteméstre sirvieron como sustrato para la FLA
estimulando la actividad total y especifica, pramio que fueran similares a las encontradas para

el tratamiento marino.

Moraiset al., (2007) mencionan que un exceso de lipidos nestmalena relacion inadecuada de
lipidos neutrales:polares tiene un efecto negatolwe el crecimiento de las larvas, debido a que
altos niveles de lipidos neutrales (i.e., saturadusoinsaturados) con una deficiencia de lipidos
polares en particular de fosfolipidos (FL), provase acumulacion de gotas de aceite en los
enterocitos reduciendo el transporte de los lipalmsorbidos y re-esterificados e los enterocitos
(Moraiset al., 2005). Este efecto adverso en el transporte dépides puede ser revertido con la
adicion de FL a la dieta, en especial la fosfatadiha (FC), (Fontagneét al., 1998) ya que favorece

la sintesis de lipoproteinas que son vitales gararesporte de los lipidos de los enterocitosdaci
el higado (Izquierdet al., 2000; Liuet al., 2002). Lo anterior sugiere que las larvas delitnaato
terrestre se vieron favorecidas con el aporte selipidos provenientes de la lecitina de soya, con
lo cual tuvieran un adecuado transporte de lipidepgcialmente saturados y monoinsaturados,
necesarios como energia para el metabolismo cghutarocando que la actividad total y especifica
de la FLA fuera similar a la encontrada en el tratamientainoa Sin embargo, aunque se
menciona que la lecitina de soya es una buenadnFL, no contiene LC-PUFASs (i.e., DHA,
EPA) (Scholfied, 1981). Lo cual evidencia que aapek® tener presente FL en la dieta, el aporte

de AGE es de gran importancia para obtener un nagoimiento y supervivencia.

5.4 Pruebas de calidad de larva

Las pruebas de estrés o resistencia en larvascgs pen una herramienta para evaluar el estado
general de salud o la condicion de las larvas)epipermite responder a un agente estresante, esta
respuesta se puede correlacionar con la calidddsdeutrientes suministrados en la dieta. La
prueba de estrés térmico en este trabajo se himyrda aguda (i.e., shock térmico), al someter las
larvas a un aumento inmediato de temperatura de 3B °C. Las larvas del tratamiento marino

presentaron un indice de estrés significativamexaeor que las del tratamiento terrestre.
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Gangaet al., (2006) mencionan que bajo situaciones de estéspiganismos aumentan la
produccién de la hormona adenocorticotropina (ACpét,sus siglas en inglés), la cual activa un
tipo de fosfolipasas especificas para la liberad@rEPA y ARA, que llevan a la formacion de
eicosanoides. Estds moléculas aumentan la expresioreceptores de glucocorticoides (i.e.,
cortisol), de proteinas de shock térmico, produtdé prostanglandinas, modulan la funcion
cardiovascular, neural, estimulan la osmoregulagida respuesta inmune (i.e., leucotrienos)
(Mustafa y Srivastava, 1989; Kovehal., 2001) ayudando al organismo a responder al agente
estresor (Tocher, 2003). Como se menciond anteeiotena pesar de que los valores de EPA y
ARA se encontraban en el limite inferior recomermdad el alimento vivo enriquecido con el
tratamiento marino (g/100g del peso seco), eramfgigtivamente mayores a los del tratamiento
terrestre. Koveret al., (2001) mencionan que probablemente el ARA se regea pequefas
cantidades, debido a la naturaleza de su papeldigsto en la regulacion de cierto procesos
bioldgicos (i.e., produccion de ciertas prostagiaas) a diferencia de los altos niveles de DHA y
EPA que son necesarios para la funcion y estrudiitas membranas celulares, o que demuestra
la importancia de suministrar estos AGE aun endasidades minimas recomendadas en las dietas
para garantizar un mejor crecimiento y respuestduaciones de estrés. Ademas, lzquierdo y
Koven, (2011), indican que el suministro de EPA RAAen cantidades adecuadas y en
combinacién con otros LC-PUFAs (DHA) mejora el amn@ento, supervivencia y resistencia al

estrés en larvas de peces marinos.

Por su parte, Kanazawa, (1997) alimentd larvasodadé Pragus major) con dietas que contenian
diferentes niveles de DHA (0,1, 2%) y lecitina dgas(LS) (O, 3, 5%) del total de la dieta y al fina
del bioensayo sometid las larvas a un estrés térooo aumentos escalonados de temperatura,
desde los 22.5 hasta los 33.5 °C y encontré gudidsas con 1y 2% de DHA y 5% de fosfolipidos
las larvas presentaban una mayor tolerancia antwementos de temperatura. De igual manera
Kanazawa, (2000) evaluo el efecto de la alimentacié las larvas del lenguadbirfanda
yokohamae) con una dieta con dos niveles de DHA (0, 2% dsbpetal de la dieta) y encontrd
gue al someter a las larvas a incrementos de drP@gpa desde los 16 °C hasta los 32 °C, aquellas

larvas alimentadas con 2% de DHA resistieron mgjorcremento de temperatura.

Izquierdo y Koven (2011), mencionan que el DHA tdatirecta o indirectamente la produccion

de eicosanoides, ya que es un sustrato para laxlgenasa, una enzima encargada de la
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produccién de leucotrienos y ademas junto con eA EBn precursores de biomoléculas
mediadoras llamadas “resolvin” y “(neuro)protectio$ cuales ayudan a regular la respuesta
celular de los peces, al ser potentes antiinflaritet@ inmunoreguladores (Hoegal., 2005). En

el presente trabajo el contenido de DHA en el alimevivo del tratamiento marino fue
significativamente mayor al contenido en el tratnto terrestre, el cual fue casi nulo, lo que en
parte ayuda a explicar por qué se observd una megistencia al estrés en las larvas del
tratamiento marino. Es bien conocido que el DHAdiena mayor funcionalidad biol6gica como
LC-PUFAs n-3 que el EPA y por esto, este LC-PUFA3 tiene una mayor esencialidad, en
particular para los peces marinos. Por esto senmieoda una relacion de 2:1 de DHA:EPA en la
dietas para peces marinos (NRC, 2011). El alimemtoenriquecido con aceites marinos presento
una relacion DHA:EPA mayor a 2 (i.e., 2.9) muy sigea los enriquecidos con aceite terrestre

(relacion de 0.16) por lo que las cantidades ycietees de DHA y EPA fueron mejores.

De igual manera, se utilizé el destete (cambiolideeato vivo a una microdieta formulada) como
una prueba de estrés para evaluar la capacidas thrvas para resistir y adaptarse a este cambio
drastico de alimentacion. Las larvas del tratamiéatrestre que consumieron un alimento con un
bajo aporte de AGE durante un periodo de 35 di@adpgraron adaptarse al cambio de dieta,
obteniéndose una supervivencia de 3.72% y un meremimiento en LT a diferencia del
tratamiento marino con una supervivencia igual 43% y un mayor crecimiento en LT. Lo
anterior puede sugerir que en las larvas alimestgda tuvieron un menor aporte de AGE, el
desarrollo del sistema nervioso y los érganos s&les como la vision estuvieran comprometidos,
con consecuencias significativas en una serie deepos fisioldégicos, de comportamiento e
incluso los que dependen del sistema neuroendo(Bamentet al., 1999b), disminuyendo la
capacidad de la larva para reconocer y capturalireénto vivo. Bell et al., (1995) encontraron
gue un aumento del DHA en la dieta mejoré el comgpaiento alimenticio del arenqu€l(pea
harengus) a bajas intensidades de luz. Esto Ultimo sugigre las larvas alimentadas con el
tratamiento terrestre posiblemente presentaran emomgrado de desarrollo de los 6rganos

sensoriales necesarios para una adecuada captatandato.

Por su parte, Benitez-Santatal., (2007) mencionan que el DHA se acumula selectivéenem
el tejido neural, participando en el desarrollo ldesinapsis nerviosas. Bedt al., (1995)

encontraron que los ojos de las larvas de pecetsenen altas cantidad de DHA, donde los
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fosfoglicéridos (di-C22:6n3) pueden alcanzar mads7@80 de los acidos grasos en la retina.
Ademas, lzquierdo y Koven (2011) sugieren que elADtietne un papel importante en el
mantenimiento y funcion del membranas neuralesnfsino, Furuiteet al., (1998) alimentaron
larvas del lenguado Japonés §livaceus) de alrededor de 6 mm de longitud total con roaiey
Artemia enriquecidos con valores de 1.72% de DHA, 4.42%Ri&, 5.37% de ARA y 10.43% de
acido oleico por 25 dias, y encontraron que elmelu del cerebelo de las larvas alimentadas con
la Artemia enriquecida con EPA y DHA era mayor que las laali@sentadas con la dieta deficiente
de AGE (&cido oleico), ademés de alcanzar un magarentaje de supervivencia y crecimiento
en longitud total. Por otro lado, Rebal., (2009) mencionan que en el besuBagfus pagrus) un
aumento del DHA en los rotiferos de 2 a 4.5% el geso redujo la aparicion de deformidades
oseas (i.e., fusion de vertebras, deformidadesatas), ya que los LC-PUFAS n-3 y n-6 tienen
un papel importante durante la condrogénesis gtleogénesis en la etapa larval (Faustino, 2002).
Lo anterior evidencia que los AGE estan involucedm procesos fisioldgicos que son
fundamentales durante el desarrollo larval en ézep marinos, por lo que es de gran importancia
suplir los AGE en las cantidades y en las relagd®imas, ademas de suministrarlos por medio

de nutrientes adecuados para promover su digeatioycion y asimilacion.
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Conclusiones

» Se detect0 la actividad de la lipasa dependientsals biliares (L-DSB) y la fosfolipasa
A2 (FLA2) antes del inicio de la alimentacion exdgena, dnsimas que son parte
importante de la bateria enzimatica que poseena lpara digerir lipidos durante los
primeros 42 DDE.

» La deficiencia de AGE en el enriquecedor de oritggnestre probablemente retraso el
desarrollo fisiologico de las larvas, incluyenddratto digestivo, lo que llevo a un retraso
en la actividad de la LDSB.

» Se observo una disminucion de la actividad totakpecifica de la FLAal final de la
metamorfosis y asentamiento de las larvas, lo gggere que la tasa de ingestion de

alimento vivo se reduce durante esta etapa y [ kensintesis y secrecion de esta enzima.

* En el presente estudio se evidencio la importadeiaaporte de acidos grasos esenciales
como el DHA, EPA, ARA en el alimento, asi comod&acion entre estos, que es de gran

importancia para el desarrollo larval del lengude&alifornia bajo condiciones de cultivo.

» El uso del aceite de linaza no es adecuado conmuesedor del alimento vivo (rotiferos
y Artemia) en cultivo larvario de lenguado de California, gae el crecimiento,
supervivencia y capacidad de respuesta al esteésrfisignificativamente inferiores con

respecto al alimento vivo enriquecido con aceitertigen marino.
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Recomendaciones

 Hacer un experimento donde se relacione la activida las enzimas digestivas
contrastando un homogenizado del tracto digestivatrg de la larva completa para

determinar si hay diferencias en la actividad exsste la presencia de inhibidores.

* Incluir una enzima digestiva como indicador deldgrade desarrollo del sistema digestivo
(i.e, aminopepidasa), para tener un control deetjdesarrollo digestivo de la larva se esta

llevando acabo de acuerdo a lo esperado.

» Evaluar la expresion génica de la FL#través del desarrollo larval para relacionaoio c

la actividad enzimatica.

» Evaluar tasa de ingestion para determinar siValan periodos criticos (i.e, metamorfosis)

se esta alimentando y relacionarlo con el compaoetatim de las enzimas digestivas.
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Anexos

Protocolo para la determinacion de la actividadbdgasa dependiente de sales biliares (LDSB)

en un lector de placas usando 2-nitrofenil mirgs{atodificado de Gjllesvik, 1992)
1. Reactivos
1.1. Sustrato para lipasa (una vez mezclado cbafdr usar el mismo dia).

1.1.1Primero disolver 34.9 mg de miristato (Peso mokacB8K9.49gmot) en 1.0 ml de etanol
para alcanzar una concentracion de 100 mM y alnaa@erB80°C.

1.1.2. Preparar el buffer a un pH de 7.4 (0.5 BHHCI), 6 mM de taurocolato de sodio y 100 mM
de cloruro de sodio (NaCl). Para 10 ml de buffedisaelven 0.661 g de tis-HCI + 0.097 g
de tris-Base en agua destilada, se afiaden 0.082agicbcolato de sodio + 0.058 g de NaCl.

1.1.3. Mezclar el buffer con el miristato (100 mpgra alcanzar una concentracion final de 0.50

mM. Para 1 ml agregar 5.0 ul de miristato a 99&euibuffer.
2. Procedimiento

2.1. Ensayo de LDSB

2.1.1. Agregar 25 ul del homogenizado del tracgestivo de las larvas en los pozos de la placa

2.1.2. Iniciar la reaccion al agregar 200 ul dedaucion buffer + miristato, preferiblemente con
una pipeta de carga.

2.1.3. Registrar la absorbancia de la reaccioradangitud de onda de 400 nm de luz UV-visible,

cada minuto por una hora a 30 °C de temperatura.

2.2. Blanco y control positivo

2.2.1. Agregar agua destilada en lugar extractoreértizo como blanco.

2.2.2. Para el control positivo utilizar lipasa paatica porcina a 1.0 mg/ml.
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3. Calculo de actividad enzimatica

La actividad enzimatica se reporta como actividaal fpor larva (U Larvd) y actividad especifica
(U ngt proteina). Donde 1 U de actividad enzimatica dinidecomo el incremento de 0.1
unidades de absorbancia por minuto (Letza., 2000b).

La actividad total se determina usando la siguinaula,

A Abs/min Vol total de H (ul) Vol de reaccién (ul)
* *
Coef Ext Vol de H utilizado (ul) Vol de H utilizado (ul)

U Larva™! = { }/ No.Larvas

Donde,

Abs/min: es el punto donde se registro la mayoorddancia de cada muestra

Coef Ext: 0.1 unidades de absorbancia por minuto

Vol total de H: es el volumen total de agua deddilgue se uso para homogenizar las larvas (1 ml)
Vol de H utilizado: es la cantidad de homogenizade se utilizé para la reaccion (25ul)

Vol de reaccion: es el volumen final de la reacZ2bpul)

No. Larvas: es el niumero total de larvas utilizgoks realizar el homogenizado

La actividad especifica se obtiene al dividir léivadad total por larva entre la concentracion de

proteina soluble del homogenizado y esta expremadhp gt de proteina.



