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Resumen de la tesis que presenta Jazmine Gutierrez Castafieda como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Efecto del pH en el alimento formulado sobre el desempefio bioldgico, actividad enzimaticay
digestibilidad in vitro de juveniles de abuldén azul Haliotis fulgens

Resumen aprobado por:

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
CoDirectora de tesis CoDirector de tesis

El abuldn azul Haliotis fulgens es una especie endémica de la Peninsula de Baja California de importancia
pesquera y con potencial acuicola; sin embargo,como ocurre en muchas especies herbivoras, un factor
limitante para su cultivo es la disponibilidad y calidad del alga fresca durante todo el afio utilizada para su
alimentacién. Existen estudios relacionados con la formulacién de dietas que evidencian un mayor
crecimiento; siendo un factor clave su estabilidad en el agua. Al respecto, existe evidencia de que la
formulacion y elaboracién de dietas con pH acido favorece su estabilidad, permitiendo un mayor
aprovechamiento y una disminucion en los costos de produccién. Sin embargo, aun se desconoce el efecto
del pH de la dieta en el desempefio bioldgico, actividad enzimatica, digestibilidad in vitro y efecto en la
microbiota del tracto digestivo en abuldn. Por ello, este estudio evalué el efecto de alimentar juveniles de
abuldn azul Haliotis fulgens (peso inicial; 2.17 + 0.04 g; longitud inicial; 2.61 £ 0.08 cm) con una dieta
formulada ABKELP® isoproteica (15.52%) e isolipidica (1.51%) con tres niveles de pH (5, 7, 8) y un control
con Macrocystis pyrifera durante 5.5 meses. Al finalizar el bioensayo, el crecimiento y la supervivencia
resultd similar entre tratamientos. La estabilidad de la dieta tendié a aumentar con la disminucién del pH
y fue significativamente mayor en la dieta con pH 5 respecto a la dieta pH 8. La composicion proximal del
musculo del abulén mostré diferencias significativas en la composicion lipidica, donde los organismos
alimentados con la dieta control resultaron con menor porcentaje de lipidos en musculo (0.12 + 0.01 %).
En cuanto a la composicién en musculo de proteina, carbohidratos, humedad y ceniza no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Asimismo, la actividad de las enzimas digestivas
(proteasas alcalinas, tripsina, leucina aminopeptidasa y quimiotripsina) resulté significativamente menor
en los organismos alimentados con la dieta control respecto al resto de los tratamientos. Ademas, el mayor
porcentaje de digestibilidad in vitro se observd con los extractos enzimaticos de los organismos
alimentados con la dieta formulada a un pH 5 y el control (grado de hidrolisis = 8 %). El conteo de bacterias
heterdtrofas totales (BHT) del tracto digestivo del abuldn fue similar entre tratamientos; y el conteo de
bacterias tipo Vibrio (BTV) resulté significativamente mayor en tracto digestivo de los juveniles de abulén
alimentados con la dieta con pH 7. La caracterizacidon morfotipica de las BHT aisladas mostré que todas
eran Gram negativasy, en su mayoria, presentaron forma de cocobacilos. En conclusion, la dieta formulada
ABKELP® con pH 5 presenté mayor estabilidad en el agua (81.12 %), y los juveniles alimentados con ella
obtuvieron un crecimiento ligeramente mayor y una mejor digestibilidad in vitro, lo que a largo plazo
puede resultar en un menor tiempo de cultivo debido a una mayor eficiencia en el uso de esta dieta.

Palabras clave: Abuldn azul, Haliotis fulgens, alimento formulado, pH en dietas, estabilidad en el agua.



Abstract of the thesis presented by Jazmine Gutierrez Castafieda as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Effect of pH in the formulated food on the biological performance, enzymatic activity and in vitro
digestibility of juvenile blue abalone Haliotis fulgens

Abstract approved by:

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Thesis CoDirector Thesis CoDirector

The green abalone Haliotis fulgens is an endemic species from the Baja California Peninsula with economic
importance in the fishing industry and high potential for aquaculture. However, as with many herbivorous
species a limiting factor for its successful farming is the availability and the quality of the fresh kelp
throughout the year used for feeding. There are recent studies related to the development of formulated
diets that result in better growth but have problems associated with their stability in water. There is
evidence that the formulation and elaboration of diets with an acid pH, helps with water stability,
increased feeding and a reduction in production costs. Although acid pH increases diet stability it is
unknown to date what effects the lower pH of the diet has in terms of the biological performance,
enzymatic activity, in vitro digestibility and the effect on gut microbiota in the abalone. Thus the present
study was designed to assessed the effect of dietary pH on the biological performance of the green abalone
(initial weight: 2.17 £ 0.04 g; initial length: 2.61 £ 0.08 cm). Three isoproteic (15.52%) and isolipidic (1.51%)
based on a commercial diet, ABKELP®, with three pH levels (5,7 and 8) were formulated. A fourth
treatment using fresh algae Macrocystis pyrifera was used as a control. Abalone were fed the diets in
triplicate for a period of 5.5 months. At the end of the bioessay, growth and survival were not significantly
different among dietary treatments. Diet water stability tended to increase with decreasing pH, and was
significantly higher for the pH 5 diet compared to the pH 8 diet. The proximal composition of the abalone
muscle resulted in significant differences in terms of the lipid composition, where the organisms fed with
the control diet had lower lipid content (0.12 + 0.01 %). Muscle protein, carbohydrates, moisture and ash
were not significant differences among treatments. Additionally, the activity of the digestive enzymes
(alkaline protease, trypsin, leucine aminopeptidase and chymotrypsin) were significantly lower in the
abalone fed with the control diet compared to the rest of the treatments. Interestingly, the highest
percentage of in vitro protein digestibility was observed using digestive enzymes extracts from abalone
fed with the pH 5 diet or the control diet (i.e., degree of hydrolysis: 8%). Total heterotrophic bacteria (THB)
counts of the digestive tract of the abalone were not significantly different among treatments. Vibrio
counts resulted in significantly higher numbers in the digestive tract of the juvenile abalones fed with the
pH 7 diet. The morphotypic characterization of the isolated (THB) showed that all of them were Gram
negative bacteria and, in the majority of the cases, showed a coccobacillus form. In conclusion, the
formulated diet ABKELP® with pH of 5 resulted in higher stability in water (81.12 %) and the juvenile
abalones fed with it had a slightly higher growth and a better digestibility in vitro, which in the long term
can result in less time of farming due to a higher efficiency with the use of this diet.

Keywords: Green abalone, Haliotis fulgens, formulated diets, pH of the diet, water stability
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Capitulo 1. Introduccion

1.1Biologia del abuldon

El abulén es un molusco gasterépodo que pertenece al género Haliotis sp. (Leighton, 2000). Una de las
caracteristicas que distingue al género es la presencia de un pie muscular prominente que le permite
adherencia y desplazamiento en el sustrato. Ademads, posee una concha ovalada en forma de oreja que
contiene una serie de orificios cercanos a la curvatura de esta, utilizados en procesos de respiracion,
excrecion y expulsidon de gametos, misma que a su vez resguarda los érganos blandos (Heasman y Savva,
2007). La coloracién y textura de la concha permite diferenciar las distintas especies que conforman el
género. Habitan en las zonas costeras de aguas templadas y tropicales de los océanos Pacifico, Atlantico e
indico (Geiger y Owen, 2012). Esto, en relacién a los bosques de macroalgas de los cuales se alimenta en
su estadio juvenil y adulto. Por lo tanto, es considerado un organismo herbivoro. Viana (2000) menciona
gue la tasa de crecimiento es alta en relacidn a su alimentacién por lo que se deduce que también se
alimenta de los organismos epifitos presentes en el alga. Es un molusco dioico, es decir, presenta sexos
separados (hembra y macho). Dicha diferenciacion sexual puede ser observada una vez que el desarrollo
gonadal ha iniciado a través de la coloracién de la génada localizada alrededor de la glandula digestiva
(Heasman y Savva, 2007 y Leighton, 2008). Los machos presentan tonalidades que van desde amarillo
intenso al blanco cremoso; mientras que las hembras presentan tonalidades obscuras que van desde el

gris al verde olivo esto, en relacién a la especie (Leighton, 2008).

Durante el periodo de reproduccién los gametos son expulsados mediante contracciones musculares a la
columna de agua donde son fecundados. La larva de los haliétidos forma parte del zooplancton de 4-6 dias
dependiendo la especie y las condiciones ambientales (Geiger y Owen, 2012). Esta larva cuenta con una
capacidad limitada de dispersidon y movilidad (Vega- Garcia, 2016). Tras un proceso de metamorfosis la
larva se asienta en el sustrato, momento en el cual comienza la exploracién y reconocimiento del fondo
marino, lo que se traduce en el inicio de su vida béntica. Las postlarvas, juveniles y adultos presentan
habitos de alimentacién y desplazamiento nocturnos. La profundidad de su habitat varia acorde a la

especie, localizadas en profundidades que van desde los 13 hasta los 50 metros (Leighton,2000).

Actualmente, se han descrito cerca de 100 especies del género de las cuales tan solo aproximadamente
20 tienen importancia comercial (Jarayabhand y Paphavasit, 1996; Iba, 2008). Especificamente en la costa
occidental del Pacifico se distribuyen ocho especies de las cuales siete se localizan en México: Abuldn

rayado (Haliotis assimilis; Dall, 1878), chino (Haliotis sorenseni; Linnaeus, 1758), negro (Haliotis
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cracherodii; Leach, 1814), amarillo (Haliotis corrugata; Wood, 1828), pinto (Haliotis kamtschatkana; Jonas,

1845), rojo (Haliotis rufescens; Swainson, 1822) y azul (Haliotis fulgens; Philippi, 1845).

1.2 Cultivo de abuldn en la region

El abuldén es un recurso pesquero de importancia econdmica en México el cual, ha presentado una
importante disminucidn en sus poblaciones naturales durante los uUltimos afos debido a diversos factores
como lo son la sobrepesca y la degradacion de su medio ambiente (Vega - Garcia, 2016). Su importancia
en la regidn radica en su exportacién principalmente al mercado asiatico y estadounidense siendo de las
especies con mayor demanda en el mercado. El sabor de su carne es altamente apreciado por dichos paises
lo que le confiere un alto valor. El abuldn, es un recurso del cual se aprovecha la concha para actividades
de orfebreriay su pie muscular para consumo humano, asi como también se realiza la produccién de perlas
e inclusive en algunos casos se aprovechan las visceras para produccion de harina (Viana et al., 1996;

Searcy- Bernal et al., 2010).

Especificamente el abuldn azul Haliotis fulgens es una de las especies que destaca en México, debido a su
explotacién comercial. En la actualidad, esta especie sustenta aproximadamente un 80% de la pesca junto
con el abulén amarillo H. corrugata en menor proporcion (< 20 %). Produciendo cerca de 400 toneladas al
afio colectadas en los estados de Baja California y Baja California Sur (DOF, 2017). De acuerdo a las cifras
proporcionadas por el Diario Oficial de la Federacion (2017) Baja california produjo el 36.9 % del abuldn
colectado mientras que en Baja California Sur se produjo el 63.1 % de la produccion anual. H. fulgens
cuenta con una distribucidon que abarca desde Punta Concepcion (E.U.A.) hasta Bahia Magdalena en Baja
California Sur (México). Llega a medir hasta 25 cm de longitud y se localiza desde el intermareal bajo, hasta

los 18 metros de profundidad.

En cuanto a la produccidon en cautiverio del abuldn azul, la biotecnologia alin se encuentra poco
desarrollada en comparacion con el cultivo de abuldn rojo en la regién (DOF, 2017). La mayor parte de la
produccién en tierra se utiliza para resembrar postlarvas o semilla en el medio natural. De acuerdo con
Searcy- Bernal y colaboradores (Searcy et al., 2010) en los afios 2007 y 2008 alrededor de 130 millones de
larvas y 350 mil semillas (< 1.5 cm) de abuldn azul y amarillo fueron liberados al mar por seis cooperativas

que operan en la regidn y dos de ellas comenzaron bioensayos de crecimiento.
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En el afio 2014, la Sociedad Cooperativa Progreso de Produccion Pesquera S.C. de R.L. ubicada en la Bocana
(B.C.S.) inaugurd la primera unidad de produccidn de abuldn azul H. fulgens a nivel comercial. Utilizando
la tecnologia de cultivo japonesa y algunos desarrollos tecnolégicos empleados en Chile. Dicha unidad,
tiene como propdsito su estabilizacién financiera y una produccién promedio de 12 toneladas anuales a

partir de 2021 (Domingo Aguilar, Comunicacidn personal, septiembre 2020).

Sin embargo, aun existen algunas limitantes en el cultivo del abuldn azul, entre ellas: 1) las altas
mortalidades durante las primeras etapas de vida, 2), las bajas e irregulares tasas de crecimiento, 3) una
biotecnologia poco desarrollada y 4) la carencia de una nutricidon y alimentacién que satisfaga sus
requerimientos en las distintas etapas, entre otras. Esto Ultimo en relaciéon a las metodologias de
alimentacién empleadas en el cultivo, es decir la alimentacién con algas frescas (lba, 2008). Motivo por el
cual, en la actualidad han sido empleadas distintas dietas formuladas en los diferentes estadios de vida
del abulén con el fin de aumentar las tasas de crecimiento y supervivencia en cautiverio (Uki et al., 1985;

Britz, 1996; Shipton y Britz, 2001; Bautista- Teruel et al., 2003).

1.3 Alimento formulado

La pesca y la acuicultura juegan un papel importante en la seguridad alimentaria de la poblacién mundial.
La produccion pesquera se ha mantenido constante durante los ultimos 20 afios. Sin embargo, en 2018
alcanzd el nivel mas alto de produccion con un total de 96.4 millones de toneladas lo que equivale a cerca
del 54 % de la produccidn total de mariscos mientras que la acuicultura alcanzo una produccién cercana
al 46 % esto, sin contemplar las plantas acuaticas producidas mismas que al ser tomadas en cuenta superan
el 50% de la produccién mundial (FAO, 2020). Uno de los principales retos a los que se ha enfrentado la
acuicultura es la produccion de dietas balanceadas que cumplan con el requerimiento nutricional de la
especie cultivada. Mismos que a su vez deben de ser econdmicamente rentables, en algunos casos los
costos de produccidn de alimentar llegan a ser hasta del 60% de los costos totales (FAO, 2020). Esto

derivado de la materia prima utilizada para su elaboracion.

Particularmente en el cultivo de abuldn, distintos grupos de investigadores a nivel mundial se han dado a
la tarea de desarrollar dietas formuladas que suplementen o remplacen el uso de algas frescas en el
cultivo, siendo Japon el pionero en la produccién de dietas formuladas a inicios de los 1980°s (Fleming et

al., 1996). Esto, con el propdsito de no depender del suministro de alga fresca el cual, se ve alterado por
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las condiciones ambientales y la calidad nutricional del alga fluctia de acuerdo a dichas condiciones.
Ademas, una dieta formulada proporciona un mayor contenido de nutrientes que los presentes en el alga.
Especificamente en México, las granjas que se dedican a la produccion de abuldn basan su alimentacion
principalmente en la macroalga Macrocystis pyrifera. Sin embargo, la abundancia y perfil bioquimico de
esta alga cambia conforme las condiciones ambientales (Cruz-Suarez et al., 2000). Por lo tanto, las dietas
formuladas tienen como principal propdsito estabilizar y garantizar la produccién del abuldn bajo

condiciones de cultivo.

Existen diversos estudios que demuestran que proporcionar una dieta formulada genera mayores tasas
de crecimiento que el proporcionar alga fresca (Iba, 2008). Por mencionar algunos: Viana y colaboradores
(1993) evaluaron dos dietas formuladas con harina de pescado y caseina en juveniles de abuldn azul H.
fulgens en comparacién con el alga fresca M. pyrifera demostrando que ambas dietas formuladas proveen
un crecimiento mayor. Esto, también se ha registrado en H. discus y H. sieboldii (Nie et al., 1986; Hahn,
1989) atribuyendo estos resultados a un mayor contenido de proteina en la dieta y la calidad constante

de la misma.

En la formulacidon de un alimento es necesaria la evaluacidon de la calidad nutricional, rentabilidad,
capacidad de promover el crecimiento y disponibilidad para los organismos en cuestién. Sin embargo,
ademas de eso es importante tener en cuenta caracteristicas quimicas y fisicas del alimento que conlleven
a su aceptacién por parte del organismo (Fleming et al., 1996). Con caracteristicas quimicas se hace
referencia a que se cumplan con los requerimientos de macro y micronutrientes dentro de su alimentacion
indispensables para el desarrollo éptimo. Mientras que las caracteristicas fisicas hacen referencia a la
dureza, durabilidad, velocidad de hundimiento, porosidad, resistencia al estrés mecdnico, textura,

palatabilidad, tamafo y estabilidad del alimento. Este conjunto de caracteristicas es necesario para crear

una dieta econdmicamente rentable y bioldgicamente funcional (Hoyos et al., 2017). En el caso de dietas
formuladas para organismos acuaticos es importante que los nutrientes solubles permanezcan dentro de
la dieta. En el caso especifico del abuldn, es importante tomar en cuenta la estabilidad debido a la posible
lixiviacion de los nutrientes. El termino lixiviacién se refiere a la pérdida de materia seca y lavado de
micronutrientes después de la exposicidn del alimento al agua en un determinado periodo de tiempo. Lo
que ocasiona una pérdida de nutrientes y una degradacién progresiva de la calidad del agua.
Generalmente, se utilizan ligantes en las dietas los cuales, pueden ser alginatos o almidones, estas

formulaciones son patentadas por quien las produce debido a que la estabilidad del alimento es uno de

los factores de mayor importancia (Viana, 2000).
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Con el propdsito de mantener la estabilidad de la dieta en el agua se han realizado distintos estudios. Por
ejemplo, Gorfine (1991) observé que al aumentar la cantidad de aglutinante (del 2 al 8% de agar) en la
dieta del abuldn Haliotis rubra aumentd la estabilidad en el agua de la dieta sin embargo, disminuyo la
ingesta del mismo. Resultados similares fueron reportados por Uki y colaboradores (1985) al adicionar
alginato de sodio (30 al 50%) en dietas para abuldn. Por otro lado, se han realizado experimentos como el
de Rivero y Viana (1996) donde evaluaron una dieta formulada con distintos valores de pH (4, 5, 6, 7 y 8)
en juveniles de H. fulgens. Demostrando que el pH de la dieta formulada tiene influencia en el consumo y
la estabilidad del mismo en el agua. Sin embargo, se necesita mayor informacion respecto al tema dado
que se desconoce los efectos que esto pudiera tener sobre la fisiologia digestiva del organismo. También,
existen trabajos donde se evalla el uso de ensilados de las harinas en la dieta, demostrando que existe

una mejora en la estabilidad de la dieta en el agua (Viana et al., 1996; Viana et al., 1999).

1.4 Requerimientos nutricionales

El abulén es un organismo herbivoro que se alimenta en los mantos de macroalgas, algas a la deriva y
pastos marinos en su habitat natural. Sin embargo, se cree que para alcanzar tasas de crecimiento mayores
consume a los organismos epifitos presentes en el alga. Lo que vuelve ain mds complicado determinar el
requerimiento nutricional de la especie (Mai et al., 1995; Viana, 2002). Por tal motivo, se han realizado
distintos estudios para determinar el requerimiento especifico de proteina, lipidos y carbohidratos. Esto,
con el fin de poder proporcionar un alimento dptimo para el cultivo de cada especie en cautiverio. En la
actualidad las dietas formuladas generalmente proveen un alto contenido de proteinas que varia entre el
20y 50 % de proteina cruda, un 30 y 60 % carbohidratos, un bajo contenido de fibra (0 a 3 %) y lipidos (3
a 5.3 %). Dicha variacidn en los porcentajes se encuentra relacionada a la especie, estadio de vida y sexo

(Fleming et al., 1996).

1.4.1 Proteinas

La proteina es el ingrediente de mayor costo e importancia en la dieta, dado que proporciona el
crecimiento en el tejido suave. La respuesta al nivel proteico depende de la digestibilidad, equilibrio de

aminodcidos, disponibilidad y la energia suministrada (Fleming et al., 1996). Dentro de los aminodcidos
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esenciales para el abuldén se han identificado la treonina, valina, metionina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, triptéfano, lisina, histidina y arginina. Reportando altos niveles de este ultimo en el tejido
blando del abulén por lo tanto, es indispensable incluirlo en la dieta (Viana, 2000). En cuanto al contenido
proteico es vital la calidad de la proteina y no la cantidad. Dado que como muchos animales el abulén, no
puede sintetizar diez de los aminoacidos esenciales para el ensamble de proteinas y es importante

suministrarlos en su dieta.

En cuanto al porcentaje de inclusién se han realizado distintos trabajos como el de Ogino y Kato (1964)
con abulén H. discus donde emplearon distintos porcentajes de harina de pescado (15-44 %). Los
resultados mostraron una relacion lineal entre el porcentaje de proteina cruday el crecimiento del abulén.
Por otro lado, Stone y colaboradores en 2013 evaluaron el efecto del porcentaje de inclusion de proteina
(27, 30, 33 y 36 %) y su relacion con la temperatura de cultivo (14, 18 y 22 °C) en abuldn H. laevigata de
uno y dos afos. Los resultados mostraron que la tasa de crecimiento fue significativamente afectada por
la temperatura de cultivo, mas no por el nivel de proteina proporcionado en la dieta, dado que la variaciéon

en la cantidad proteica se vio compensada con un mayor consumo de alimento.

Las proteinas proporcionadas generalmente provienen de fuentes como la harina de pescado, harina de
soya o caseina las cuales se ha demostrado generan altas tasas de crecimiento (Uki et al., 1985; Hahn,
1989; Gorfine, 1991; Fleming et al., 1996). También, se han probado otras fuentes de proteinas en la

elaboracién de las dietas con el objetivo de disminuir costos de produccién.

Viana y colaboradores (1996) realizaron una dieta formulada a base de visceras de abuldn y caseina
demostrando que genera tasas de crecimiento mayores (101 um dia) a los obtenidos con el alga fresca
M. pyrifera (25 um dia) en juveniles de H. fulgens de 1.3 cm. Sin embargo, dicha dieta se vio afectada por
la estabilidad en el agua vy la lixiviacién de los nutrientes. También, Nava Guerrero y colaboradores (2004)
intentaron sustituir la harina del alga Macrocystis pyrifera por mosto de uva en dietas formuladas para
abulén azul H. fulgens, registrando como adecuado una sustituciéon del 16% sin comprometer el
desempeiio biolégico del organismo. También, se han realizado inclusiones de Spirulina spp. (10 %)
cultivada en aguas residuales como suplemento, asi como ensilados de pescado y viseras de abuldn
generando tasas de crecimiento de hasta 20 % mas en comparacién con alga fresca (Britz, 1996; Viana et

al, 1996; Jin et al., 2020).



1.4.2 Carbohidratos

Constituyen una fuente primaria de energia para el abulén esto, en relacidn a su alimentacién herbivora.
Dentro de las fuentes de carbohidratos en las dietas formuladas se localizan las harinas de trigo, soya, maiz
y subproductos de almidén donde este ultimo, cuenta con un papel doble como nutriente para el
organismo y como ligante para disminuir la lixiviacién y aumentar la estabilidad en el agua. Normalmente
el abuldn en su dieta natural consume entre el 40 y 60 % de carbohidratos (Fleming et al., 1996). Lee (2004)
demostré que el abulén H. discus hannai utiliza de manera mas eficiente los carbohidratos que los lipidos
como fuente de energia. Lo cual, se encuentra relacionado con los habitos alimenticios del organismo y
las enzimas digestivas presentes en el tracto digestivo, proponiendo un rango de 10 al 25 % de inclusion
en la dieta sin comprometer la tasa de crecimiento. La inclusién de carbohidratos en las dietas formuladas
es importante dado el suministro de energia proporcionado y de esta manera, obtener un mayor
aprovechamiento de la proteina. El porcentaje de inclusion es alto dado que se conoce que el abulén posee
enzimas que hidrolizan carbohidratos complejos. Sin embargo, es importante conocer el efecto que este
pueda generar al incluirlo en la dieta, considerando que Uki y colaboradores (1985) mencionan que
conforme se incrementa la cantidad de celulosa en la dieta (0-20 %) existe una disminucién en el
crecimiento del abuldn H. discus hannai. Cabe mencionar que, la celulosa aunque es un tipo especial de
carbohidrato, comunmente considerado como fibra, ya que muchos organismos no lo pueden digerir

(Lehninger, 1983).

1.4.3 Lipidos

Los lipidos son un nutriente que no representa un aporte significativo de energia. Estudios han revelado
que un aporte mayor al 5 % puede resultar en un retardo del crecimiento (Fleming et al., 1996). Estos en
muchos casos se incorporan a la dieta por medio de los aceites. En algunos casos pudieran no afadirse ya
que la harina de pescado aporta el bajo porcentaje que se requiere. Dentro de la dieta es importante la
inclusion de aceites ricos en los acidos grasos PUFA y HUFA n-3 y n-6 ya que son importantes en procesos

de reproduccién y desarrollo larval (Durazo- Beltran et al., 2004).

Durazo-Beltran (2014) evalud dietas formuladas con diferentes fuentes de aceites (oliva, linaza, maiz y
pescado) y porcentajes de lipidos (1.5, 3 y 5 %) utilizando como control una dieta sin adicidn de lipidos en

juveniles de abuldn azul H. fulgens con una longitud inicial de 5.9 mm y 24.2 mg de peso. Los resultados
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indicaron que no existe una relacidn significativa entre el porcentaje y fuente lipidica respecto al

crecimiento y composicion de acidos grasos en el tejido muscular del abulén.

1.4.4 Vitaminas y minerales

En cuanto al requerimiento en abulén son muy pocos los estudios llevados a cabo, la mayoria se basan en
el requerimiento de los peces marinos (Venter et al., 2018). En algunos casos, cuando se proporciona una
harina a base de algas, éstas, proporcionan los minerales necesarios para el organismo. En cuanto al
porcentaje de adicion se propone un 4 % de inclusidn, esto con relacién a la estabilidad de la dieta dentro
del agua (Uki y Watanabe, 1992). Hoy en dia, se conoce que al incluir el 0.5 % de calcio y 0.7 % de fdsforo
en la dieta formulada se pueden obtener tasas de crecimiento mayores en el abuldn H. discuss hannai y

H. laevigata (Coote et al., 1996; Tan et al., 2001).

1.5 Tracto digestivo y digestion en el abulon

El tracto digestivo se encuentra constituido por distintos érganos que ayudan al aprovechamiento del
alimento consumido. Este, se localiza de lado izquierdo del cuerpo contenido entre el prominente piey la

concha del abuldn, formando parte de la masa visceral (Figura 1).

Los componentes del sistema digestivo son: la boca compuesta por unos labios anchos que recubren una
cuticula gruesa la cual, resguarda dos estructuras que forman una mandibula donde se localiza la radula,
drgano raspador que permite introducir el alimento en pequefias porciones cubiertas de mucus. Este
material ingerido pasa a través de las aberturas de las glandulas salivales, estructuras largas y ramificadas
gue se encuentran cercanas a la regién bucal. El eséfago es un surco por el que pasan los alimentos por
medio de corrientes ciliares, generalmente se divide en tres regiones (anterior, medio y posterior) en este
proceso el alimento es empaquetado en fluidos digestivos. McLean (1970) demostré mediante estudios in
vitro que el eséfago es permeable a pequefios materiales organicos siendo una regién importante en la

absorcion de los nutrientes.



Receptor de luz /Tehtdwlo

Boca

Branquias Esofago

Manto
Ano

Glandulas

hipobranquiales

Figura 1. Anatomia general de un haliétido (tomado y modificado de Darling, D., 2016).

A partir de ahi el alimento se conduce hacia una cdmara de espiral donde llega el alimento triturado junto
con liquido digestivo para posteriormente redirigirse al estdmago, es pequefio, localizado por debajo del
esofago y separado por un pliegue donde se conecta con los conductos de la glandula digestiva. El
hepatopancreas o glandula digestiva es un érgano donde se producen un gran nimero de enzimas
digestivas. Ademas, se encuentra estrechamente asociada con el intestino ya que tiene funciones de
almacenamiento de energia, transformacion metabdlica, sintesis de enzimas, participa en el proceso de

gametogénesis, entre otras funciones (Venter et al., 2018).

Posterior al estdmago se localiza el intestino, lugar donde se lleva a cabo la absorcidn de los nutrientes.
Por ultimo, como parte final del tracto digestivo se localizan el recto y el ano localizados cerca a la cavidad

del manto.
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Figura 2. Diagrama esquematico del tracto digestivo del abulén Haliotis rufescens enfocado desde la superficie dorsal
(tomado y modificado de MC Lean, 1970).

1.6 Enzimas digestivas

La actividad de enzimas digestivas en animales se cree que es adaptativa y que se encuentra relacionada
con los componentes del alimento. Una gran cantidad de enzimas digestivas han sido identificadas en el
tracto digestivo del abuldn. Registrando actividad de enzimas tales como lipasas, proteasas, glucdsido
hidrolasas por ejemplo celulasa, laminarasa, alginasa y carragenasa encargadas de hidrolizar los nutrientes
ingeridos (Picos-Garcia, 1998). Mclean (1970) reporta actividad de proteasas, amilasas y lipasas en el

liquido digestivo de Haliotis rufescens.

Especificamente la actividad de las proteasas en el tracto digestivo es clave fundamental en la
digestibilidad y asimilacion de las proteinas presentes en la dieta. Cho y colaboradores (1983) registraron
actividad de proteasas en el tracto digestivo de H. discus hannai registrando una mayor actividad en un
ambiente ligeramente acido (pH 3.2). Por otra parte, Serviere-Zaragoza y colaboradores (1997)
determinaron las enzimas hidrolizantes de proteinas en el tracto digestivo del abuldn rojo H. rufescens
encontrando actividad de tripsina y quimiotripsina a lo largo del intestino y recto a pH alcalino. Mientras
que, en el estdmago y el hepatopancreas se encontrd actividad de varias proteasas desconocidas.

También, se han encontrado enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar carbohidratos complejos como
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los alginatos y la celulosa, entre otros presentes en las algas y que se relacionan con los habitos de
alimentacién herbivora del abulén (Fleming et al.,1996). La actividad de celulasas ha sido registrada en
distintas especies de halidtidos, observandose que el tipo de celulasa y su nivel de actividad varia entre
especies (Fleming et al., 1996). Clark y Jowett (1978) mencionan que el abuldn H. iris que se alimenta en
gran parte por algas rojas, presenta una gama de enzimas que degradan polisacaridos distintos del de las

algas pardas.

1.7 Bacterias asociadas al tracto digestivo

Hoy en dia se conoce que las bacterias presentes en el tracto digestivo juegan un papel importante en la
alimentacién (Fleming et al., 1996). Las cuales, pueden ser poblaciones residentes o transitorias. El tracto
digestivo ofrece un habitat favorable para las poblaciones bacterianas, estas realizan actividades como la
fermentacién de algunas moléculas orgdnicas complejas las cuales, pueden beneficiar al huésped
contribuyendo de manera positiva en la nutricién. Estas pueden hidrolizar polisacaridos, agarosa,
carragenina y alginatos ingredientes presentes en su dieta natural (Fleming et al., 1996). En conclusién, el
abuldén posee una gran diversidad de hidrolasas que degradan distintos tipos de polisacaridos mismos que
pueden diferir considerablemente respecto a la dieta suministrada y que pueden pertenecer a las

poblaciones de bacterias presentes en el tracto.

Sin embargo, estos estudios no han distinguido el origen especifico de estas enzimas dado que se conoce
que el abuldn posee bacterias simbidticas en su tracto digestivo que de igual manera que en otros
herbivoros ayuda en la degradacidon de nutrientes. Existen trabajos que han tratado de identificar las
bacterias viables en el intestino del abuldon. Erasmus y colaboradores (1997) descubrieron que el abulén
H. midae contiene cepas en sus intestinos que son capaces de hidrolizar polisacdridos complejos presentes

en las algas, lo que sugiere que la microbiota tiene un efecto significativo en la digestion.

Ademas, estas bacterias se cree que también se encuentran relacionadas con la nutricién del abulén
proporcionando nutrientes que no se encuentran en las dietas. Gran parte de las bacterias pueden
desarrollarse en las superficies de los alimentos proporcionados, en el articulo de Fleming y colaboradores
(1996) mencionan que se observaron tasas de crecimiento mayores con un alimento que permanecié
durante mas dias en los tanques de cultivo, sospechando de un crecimiento bacteriano que de alguna

manera mejorod la calidad nutricional o palatabilidad de la dieta.
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1.8 Digestibilidad y métodos de medicién

La digestidn se conoce como el proceso mecanico, quimico y enzimatico que sufre el alimento ingerido
para ser aprovechado. Estos procesos incluyen la ingesta, rompimiento y liberacion de nutrientes
presentes en el alimento para posteriormente ser absorbidos por el organismo. La participacion de
enzimas digestivas es crucial en este proceso ya que llevan a cabo el rompimiento del macronutriente en
sus unidades bdsicas para posteriormente ser absorbidos por el organismo. La digestibilidad es la forma
de medir el aprovechamiento de un nutriente la cual, puede ser determinada mediante métodos in vivo e
in vitro. Estos métodos, en la mayoria de los casos se centran en la digestibilidad de la fuente proteica, ya
que es uno de los nutrientes de mayor importancia en la dieta dado que participa en funciones

reguladoras, de reconstruccidn, transporte de sustancias, etc. (Picos-Garcia, 1998).

La digestibilidad in vivo es comunmente utilizada en ensayos de alimentacién la cual, se determina
mediante la diferencia entre el nutriente ingerido y la cantidad de nutriente excretado. Sin embargo, la
utilizacion de dichas técnicas requiere de mayor tiempo y costo. Ademas, el resultado puede verse
modificado por factores ambientales y metodoldgicos (Lazo et al., 1998). Una de las mayores desventajas
gue presenta esta metodologia es la recoleccién total del material fecal y determinar con exactitud la
cantidad de alimento ingerido lo cual, se vuelve mas complicado de realizar en organismos acudticos
debido a la presencia del agua que lixivia los nutrientes y las heces fecales. En el caso del abulén la
naturaleza de las heces vuelve muy complicado este tipo de analisis dado que tiene una consistencia
particulada y puede presentarse en suspensién como parte de los sélidos suspendidos en el sistema. Por
el contrario, las técnicas de digestibilidad in vitro proporcionan una alternativa rdpida, reproducible y
rentable; estas metodologias in vitro permiten la simulacién de las condiciones fisioldgicas del organismo

que existen durante la digestién (Gabner, 1985).

La digestibilidad in vitro es generalmente evaluada por medio del pH-Drop y el pH-stat. El primero se basa
en cuantificar la reduccion del pH a causa de la liberacién de hidrégeno (H) durante la ruptura de los
enlaces peptidicos, una de las limitantes de este procedimiento es que el acido producido puede bajar el
pH a niveles fuera de los dptimos de la enzima proteolitica. Por otro lado, el pH-stat se basa en cuantificar
la cantidad de hidréoxido de sodio (NaOH) requerido para mantener el pH dptimo de la enzima proteolitica
durante la digestidon. Dentro de las limitantes de la digestibilidad in vitro se encuentra la evaluacidn
Unicamente de enzimas a pH alcalino las cuales, pueden ser extraidas de la especie de interés o de enzimas
purificadas provenientes de mamiferos y de uso comercial. Estas técnicas cuantifican el grado de hidrolisis

de las proteinas en presencia de las enzimas agregadas, estimando asi la biodisponibilidad de la fuente
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proteica (Alarcon et al., 1999). Shipton y Britz (2002) evaluaron la digestibilidad in vitro por medio de pH-
stat de 34 distintas fuentes proteicas en el abuldn H. midae utilizando un coctel multienzimatico.
Determinando que la técnica in vitro puede utilizarse para predecir de manera confiable la digestibilidad

de la fuente proteica en cuestién.
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Capitulo 2. Justificacion, hipotesis y objetivos
2.1 Justificacion

Uno de los puntos criticos para el desarrollo del cultivo de abuldn azul Haliotis fulgens en la regidn consiste
en satisfacer los requerimientos nutricionales de la especie para optimizar su crecimiento, tanto en sus
primeras etapas de vida (postlarva) como en su estadio adulto. A partir de la etapa juvenil (aparicidn del
primer poro respiratorio), la macroalga parda Macrocystis pyrifera es una de las mds comUnmente
utilizadas para la alimentaciéon en cautiverio en la Peninsula de Baja California. Sin embargo, el perfil
bioquimico de M. pyrifera varia estacionalmente en respuesta a las condiciones ambientales, y su
contenido proteico es relativamente bajo (< 10 %). Por lo tanto, la disponibilidad del recurso M. pyrifera
depende de las condiciones oceanograficas para acceder a él. Lo que, en ocasiones, puede limitar la
cantidad disponible para cubrir la biomasa diaria necesaria para los cultivos. Lo que ocasiona que uno de
los costos mas altos para producir abulones sea el asociado a los costos de su alimentacién. Debido a esto,
en la actualidad la mayoria de las granjas abuloneras buscan alternativas como el uso de dietas formuladas
para maximizar las tasas de crecimiento de las distintas especies cultivadas. En general, los diversos
estudios al respecto demuestran que se pueden obtener mayores tasas de crecimiento al utilizar dietas
formuladas en comparacion con el uso de alimento fresco, dado que estos pueden proveer una cantidad
y calidad constante de micro y macronutrientes. Sin embargo, uno de los aspectos criticos a resolver aln
en las dietas formuladas es su estabilidad en el agua para evitar la pérdida de nutrientes por lixiviacion
tanto en sistemas abiertos como de recirculacién (donde, ademas, puede comprometerse la calidad del
agua). En este sentido, se sabe que el cocinar los ensilajes y mantenerlos a un pH bajo permite
posteriormente obtener una mayor estabilidad (baja lixiviacidn) y lento deterioro de la dieta en el agua.
Sin embargo, existe poca investigacion respecto a ello. Por lo que, en este estudio se planted evaluar el
efecto del uso del alimento formulado ABKELP® con tres distintos niveles de pH (5, 7, 8) en el crecimiento,
supervivencia, actividad enzimatica, composicién proximal del musculo, digestibilidad in vitro vy

crecimiento bacteriano presente en el tracto digestivo de juveniles de abuldn azul Haliotis fulgens.
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2.2 Hipotesis

* La dieta formulada ABKELP® a pH 5 tendra una mayor estabilidad (menor lixiviacion) sin modificar
significativamente el crecimiento y supervivencia del abuldn azul Haliotis fulgens en sistemas de

recirculacién.

* La composicién proximal del musculo, actividad enzimatica, digestibilidad in vitro y el crecimiento
de bacterias heterdtrofas y tipo Vibrio presentes en el tracto digestivo de los juveniles de abuldn

azul Haliotis fulgens no se verd afectada negativamente al disminuir el pH de la dieta.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la dieta formulada ABKELP® con tres distintos niveles de pH (5, 7, 8) sobre el
crecimiento, supervivencia, composicién proximal del musculo, actividad enzimatica, digestibilidad in vitro

y crecimiento bacteriano presente en el tracto digestivo de juveniles de abuldn azul Haliotis fulgens.

2.3.2 Objetivos especificos

e Determinar el porcentaje de estabilidad de la dieta formulada ABKELP® con distintos niveles de pH (5,
7, 8).

e Evaluar el efecto de la dieta formulada ABKELP® con distintos niveles de pH (5, 7, 8) sobre el
crecimiento, supervivencia y actividad enzimdtica digestiva en juveniles de abulén azul Haliotis
fulgens.

e Cuantificar la digestibilidad in vitro de la proteina cruda contenida en el alimento formulado (ABKELP®)
con distintos niveles de pH (5, 7, 8).

e Comparar la cantidad de bacterias heterétrofas y tipo Vibrio cultivables presentes en el tracto
digestivo de juveniles de abuldn azul Haliotis fulgens alimentados con una dieta formulada (ABKELP®)

con distintos niveles de pH (5, 7, 8) y caracterizarlas fenotipicamente.



16

Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1 Obtencion de los juveniles de abulén azul Haliotis fulgens

Un total de 2000 juveniles de abuldn azul H. fulgens con un peso promedio de 2.17 + 0.04 g y longitud de
2.61 +£0.08 cm fueron proporcionados por la Sociedad Cooperativa Progreso de Produccién Pesquera S.C.
de R.L. ubicada en La Bocana, Baja California Sur. Estos se trasladaron via terrestre a las instalaciones del
Departamento de Acuicultura en CICESE. Trasportados en hieleras con esponjas humedas, gel ice y oxigeno

a saturacion con una temperatura promedio de 16 + 1°C.

Una vez que los abulones llegaron a las instalaciones, se colocaron en tanques de recirculaciéon de 200 Ly
fueron gradualmente aclimatados a 19 = 0.5 °C (aumentando 1 °C por hora) donde se mantuvieron en
observacién dos semanas previas al experimento. Durante este periodo se alimentaron con el alga

Macrocystis pyrifera. Esto, con el propdsito de igualar la condicién nutricional de los organismos.

3.2 Obtencion del alimento

La empresa Algas Marinas S.A. de C.V., ubicada en la cuidad de Ensenada, Baja California, elaboré y nos
proporcioné tres dietas de alimento formulado ABKELP® las cuales, eran isoproteicas (15.52 %) e
isolipidicas (1.51 %) con tres distintos niveles de pH (5, 7, 8). El pH de la dieta fue modulado mediante la
adicion de acido citrico de grado alimenticio. Las dietas fueron formuladas a base de proteina animal
(harina de pescado) y vegetal (harina de macroalgas, harina soya, harina de maiz y harina de trigo).
Actualmente, la formulacidon se encuentra cerrada y patentada. Una de las distintivas del alimento
formulado ABKELP® fue la presentacion la cual, simulaba una fronda de macroalga, de forma plana y
alargada con un grosor menor a 0.5 mm, un largo de aproximadamente 15 cm, un ancho de 5 cm y un peso

aproximado de 15 g por lamina.

En cuanto a la macroalga M. pyrifera utilizada como tratamiento control fue proporcionada por pescadores
locales que la colectaban en la regidn aledafia a las costas de Ensenada. Durante el periodo experimental
se tomaron muestras de la macroalga proporcionada la cual, fue secada y refrigerada a -20 °C hasta su

posterior analisis proximal.
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3.3 Estabilidad del alimento

Previo al experimento se realizd la prueba de estabilidad en el alimento esto, para determinar el
porcentaje de pérdida de materia seca durante su exposicion al agua en un tiempo periodo de
determinado de acuerdo con la metodologia de Clausen (1988). Las condiciones experimentales fueron
simuladas dentro de los 12 tanques de 200 L con un flujo de agua de 1.6 L min y una temperatura de 18
+ 1 °C. La dieta fue colocada al azar dentro de los tanques de cultivo y retirada después de 12 h de
exposicién para su posterior secado en estufa (OV47355, Thermolyne, E.U.A.) hasta llegar a un peso

constante. El porcentaje de estabilidad se calculé mediante la siguiente ecuacién:

(PSDE)*(100)

Estabilidad(%): 5D

(1)

En donde:

PSDE= Peso seco de la dieta después de su exposicion al agua (12 h)

PSD= Peso seco de la dieta

3.4 Diseiio experimental

Posterior a su acondicionamiento los organismos fueron sometidos a un periodo de inanicidn de tres dias
con el propdsito de limpiar el tracto digestivo para la colecta inicial de las muestras y posteriormente dar
inicio al periodo experimental. Se utilizaron un total de 12 tanques con forma ovalada de
aproximadamente 200 L de capacidad, divididos en cuatro sistemas de recirculacién en los que se
distribuyeron aleatoriamente los tratamientos (Figura 3). Dentro de cada tanque se colocaron al azar 150
juveniles por tanque para evaluar los tres tratamientos: pH 5, pH 7, pH 8 y un control con la macroalga M.
pyrifera. Los abulones fueron alimentados a saciedad durante un periodo total de 5.5 meses. Cada sistema
de recirculacién estaba compuesto por 3 tanques de plastico con aproximadamente 150 L de agua de mar,
gue contaban con un tubo en la parte interna central del tanque que mantenia el nivel del agua y drenaba
el exceso hacia un tanque de compensacion colocado bajo el sistema. El cual, se conecta directamente a

una bomba magnética MD12 de 180 GPH que recirculaba el agua hacia el biofiltro mecéanico y
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posteriormente a un enfriador Delta Star DS-9 de 20/35 GPM que mantenia una temperatura promedio
de 18 + 1 °C antes de regresar nuevamente a los tanques de cultivo con un flujo de agua de 1.6 L min™.
Adicionalmente, se colocaron en cada tanque tubos de PVC que sirvieron como refugio para los juveniles

de abulén durante el dia.

Los retrolavados del biofiltro fueron realizados diariamente, asi como la limpieza de los tanques mediante
el sifoneo manual retirando las heces y el exceso de alimento. Reponiendo aproximadamente 30% del
volumen total del agua del sistema. Se manejé un fotoperiodo natural en su mayor parte de invierno de
10 horas luz y 14 obscuridad en los afios 2019-2020 (31° 52 N, 116° 37 O). El soplador que suministraba la
aireacion y el agua utilizada en los tanques provenia del sistema de abastecimiento del Departamento de

Acuicultura en CICESE el cual, antes de llegar a los sistemas de cultivo era filtradoa 5 um.

Aireacion

" _ Unjdad
Flujo de experimental

Agua

Tanque
compensacion

Figura 3. Sistema de recirculacidn utilizado en este experimento para el cultivo de juveniles de abulén azul H. fulgens
(tomado y modificado de Garcia-Concha, 2016).

3.5 Variables fisicoquimicas

Para evaluar la calidad del agua del cultivo durante el experimento, diariamente fueron medidos los
parametros fisico-quimicos de: temperatura (°C), porcentaje de oxigeno (%), oxigeno disuelto (mg/L),

salinidad (ppt) y potencial de hidrégeno (pH) con ayuda de un equipo multiparametro (Pro-2030, YSI,
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E.U.A.). Ademas, se adiciond un HOBO® pendant® MX2202 (medicidn de temperatura y luz) a cada tanque
para evaluar individualmente la temperatura (°C) e irradiancia (lum/ft?) dentro del mismo, asi como un
Mini dot (miniDOT logger, PME, E.U.A) que registraba la concentracion de oxigeno (mg/L) por minuto
dentro de cada sistema. Por otra parte, el nitrégeno amoniacal total (NAT), nitratos (NOs) y nitritos (NO3)
fueron medidos dos veces por semana utilizando un kit colorimétrico marca API® (Mars Fishcare North

America, Inc. USA).

3.6 Rutina de alimentacion

La dieta formulada con distintos niveles de pH (5, 7, 8) fue suministrada a los juveniles de manera ad
libitum esto, con el fin de proporcionar una mayor disponibilidad de alimento a los organismos, cada
[dmina contaba con un peso aproximado de 15 g. Por otra parte, la macroalga M. pyrifera utilizada como
dieta control se proporciond equivalente entre el 10% del peso humedo (Leighton, 2000) de los juveniles,

y se sustituia en cada tanque entre los 5 y 7 dias por macroalga nueva.

El alimento fue proporcionado una vez al dia durante la tarde. Esto, de acuerdo a los habitos nocturnos de
la especie. El exceso de alimento formulado se retiré diariamente mediante sifoneo en un periodo de

tiempo no mayor a 15 horas de exposicidn al agua.

3.7 Muestreo

Durante el periodo de acondicionamiento, se realizd una biometria inicial de los organismos, estos fueron
medidos y pesados. Mientras que, durante el periodo de experimentacién se realizaron biometrias
mensuales con la finalidad de contar con un registro y poder observar el efecto de la dieta proporcionada
respecto al tiempo transcurrido del cultivo (5.5 meses). Para ello, los abulones fueron extraidos de su
respectivo tanque de cultivo y colocados en una charola con agua proveniente del mismo tanque. Después,
se retiraba el exceso de agua del organismo, y una vez secos, se tomaba registro de la longitud (cm) y
ancho (cm) con ayuda de un vernier (Z136115, Scienceware) y el peso total (g) con una balanza (BABOL-
100G, Rhino, México). Después de registrar los datos, los organismos eran regresados a su respectivo

tanque de cultivo.
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3.8 indices de desempefio biolégico

Las variables de desempefio biolégico calculadas fueron: crecimiento y peso ganado durante el periodo
experimental, la tasa de crecimiento en longitud (um dia?) y peso (mg dia?), y supervivencia. A

continuacién, se describen las formulas usadas para cada una de ellas:

3.8.1 Supervivencia

El porcentaje de supervivencia mensual se calculd considerando el nimero inicial de abulones por tanque
(150 abulones) tomado como el 100 % y se relaciond con el nimero total de abulones sobrevivientes al

finalizar cada mes del periodo experimental. De acuerdo con la siguiente ecuacion:

. . Numero mensual de juveniles sobrevivientes
Supervivencia (%): X 100 (2)

Numero inicial de juveniles

3.8.2 Crecimiento (mm) y peso ganado (g)

Se calculé restando la longitud final del periodo evaluado de la longitud con que inicio el periodo

experimental. De acuerdo con la ecuacion:

Crecimiento (mm): Longitud final — Longitud inicial (3)

Se calculd restando al peso ganado final el peso al inicio del periodo experimental. De acuerdo con la

ecuacion:

Crecimiento (g): Peso final — Peso inicial (4)

3.8.3 Tasa de crecimiento en longitud (um dia?) y peso (mg dia™)

La tasa de crecimiento en términos de la longitud de la concha, se calculd restandole a la longitud final el
valor de la longitud inicial y dicho valor se dividid entre los dias de cultivo. Tal como se observa en la

ecuacion:
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Longitud final—Longitudi nicial (5)

Tasa de crecimiento (um dia?): . .
Tiempo de cultivo

Mientras que la tasa de crecimiento en términos de peso, se calculd restando el peso final el peso inicial y

dicho valor se dividié entre los dias de cultivo. Tal como se observa en la ecuacion:

L , .1\ Peso final—Peso inicial
Tasa de crecimiento (mg diat); 222/ : (6)
Tiempo de cultivo

3.8.4 Porcentaje de peso ganado (%)
El porcentaje de peso ganado se calcula restando al peso final el peso inicial y se divide entre el peso

inicial del organismo, tal como se muestra en la siguiente ecuacién:

Peso final(g)—Peso inicial(g)

X100 (7)

Peso ganado (%): Peso inicial(g)

3.8.5 Tasa de crecimiento especifica (% dia™)

La tasa de crecimiento especifica se calculé mediante el logaritmo natural del peso final menos el

logaritmo natural del peso inicial entre el tiempo, tal como se muestra en la ecuacién:

Tasa de crecimiento especifica (TCE): 100X 222 final(g)-InPeso nicial(g) (8)

Tiempo

3.9 Analisis proximal

3.9.1 Toma de muestras
Dietas experimentales y control

La composicion de la dieta formulada con distinto nivel de pH (5, 7, 8) se evalud previo al experimento,
cuando estas fueron formuladas y elaboradas. Mientras que, la composicién proximal del alga fresca M.
pyrifera utilizada durante el experimento se realiz6 mensualmente, a partir de una muestra equitativa de

un gramo de alga seca y molida colectada semanalmente (Figura 14).
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Musculo del abulon

La composicién proximal del musculo del abulén fue evaluada al inicio (tiempo cero) y final del
experimento (5.5 meses) tras ser alimentado con la dieta formulada ABKELP® con tres distintos niveles de
pH (5, 7, 8) y el tratamiento control alimentado con la macroalga M. pyrifera. Los abulones fueron tomados
aleatoriamente, se retird el exceso de agua y fueron colocados a una temperatura de -20 °C durante 30
min., hasta no presentar signos de vida. Posteriormente, se procedié al desconche del abulén, se retiraron
las visceras (tracto digestivo) y se colectd y enjuago con agua destilada el musculo (pie completo), el cual

fue etiquetado en bolsas por tratamiento y colocado a -80 °C para su posterior analisis.

3.9.2 Analisis proximales
Los analisis proximales se llevaron a cabo mediante las siguientes metodologias:
Proteina cruda

Para cuantificar la proteina cruda de la muestra se utilizé el método de micro-Kjeldahl (AOAC Oficial
Method 2005). El cual consiste en tomar 50 mg de la muestra y colocarla en tubos de digestion junto con
40 mg de CuSO.y 2 g de K;SO4 que actlian como catalizadores y 3 mL de H,SO, para después llevarlos a
digestion hasta observar una solucion cristalina, misma que fue colectada para posteriormente afiadir
agua destilada hasta llevar a una solucién aforada de 25 mL. De dicha muestra se tomd un volumen de 5
mL y se lleva a destilaciéon. El producto de dicha destilacién se recibié en un vaso de precipitado que
contenia una solucion de H3BO; al 3 % junto con el indicador Shiro Toshiro. Dicho producto se titulé con
HCI 0.05 Ny asi determinar el gasto de HCl que ayudaria a estimar el porcentaje de Nitrdgeno en la muestra
mediante la siguiente formula:

. (V1-V0)XNX1.4X5

Nitrégeno(%): — 9)
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Donde:

V1: Mililitros de HCl gastados en la titulacién de la muestra

VO: Mililitros de HCI gastados en la titulacién del blanco

g: Peso de la muestra en gramos

N: normalidad de HCI

El porcentaje de la proteina cruda fue calculado en relacién al porcentaje de

Nitrégeno total multiplicado por el factor 6.25.

Lipidos

Para determinar lipidos totales se utilizd el método de Soxhlet (1989). Se utilizé un 1 g de muestra el cual,
fue colocado en un papel filtro Whatman No.1 dentro de un cartucho, agregando 40 mL de éter de
petréleo en un vaso de precipitado para ser introducido a extraccién durante 4 h. Después de desecar y
eliminar todo el éter de petrdleo de la muestra se cuantifico la cantidad de lipido mediante la diferencia

de peso en el vaso. Utilizando la siguiente formula:

Peso vaso con grasa—Peso vaso inicial

Extracto lipidico(%): x100 (10)

Peso de la muestra incial

Humedad

La humedad se determind mediante la diferencia en peso entre la muestra humeda y la muestra seca
después de ser colocada en una estufa a 60 °C durante 24 h aproximadamente hasta obtener un peso

constante. Calculando la humedad con la siguiente formula:

Peso inicial—Peso final %100 (11)

Peso incial

Humedad(%):
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Ceniza

El contenido de cenizas se obtuvo mediante diferencia de peso. Se colocé aproximadamente un gramo de
muestra en un crisol previamente incinerado y se colocé en una mufla a 550 °C durante 4 h, una vez a
temperatura ambiente se registré el peso y el porcentaje de humedad se determind de acuerdo a la

siguiente formula:

. Peso de la muestra incinerada
% Ceniza: x100 (12)

Pesoincial

3.10 Actividad enzimatica

3.10.1 Toma de muestras

Para la cuantificacion de la actividad enzimdtica se utilizaron extractos enzimaticos provenientes del tracto
digestivo de los abulones de cada tratamiento, previamente preparados y conservados a -80 °C. Para ello,
se colectaron los organismos, se retiré el exceso de agua y se colocaron a una temperatura de -20 °C
durante 30 min., hasta no presentar signos de vida. Una vez realizado lo anterior se procedié a registrar
los datos de longitud y peso del organismo, después este fue desconchado y se diseco el tracto digestivo
el cual, fue pesado de igual forma y colectado en un tubo falcén de 50 mL previamente enfriado. Una vez
separados los sistemas digestivos (cuatro por réplica) se realizé una dilucién 1:10 con agua destilada fria y
se homogenizé la muestra con un POLYTRON® (PT-1200, Kinematica AG, Suiza). Después de la
homogenizacién, la muestra fue centrifugada a 16,000 g durante 30 min. a 4 °C. Posterior a esto, se colecto
el sobrenadante en tubos eppendorf de 1.5 ml. Las muestras fueron etiquetadas y resguardadas en

alicuotas de 600 pL a -80 °C para su posterior analisis.

3.10.2 Andlisis enzimatico

Previo al inicio de cada protocolo enzimatico, las muestras de extractos enzimaticos se mantuvieron en
frio a una temperatura de 4 °C. La actividad total se estimd para todo el tracto digestivo del abulén y las
metodologias empleadas fueron adaptadas a la medicidn espectrofotométrica de un lector de placas
Varioskan Flash (Thermo Scientific). Cada ensayo enzimatico incluye dos muestras en blanco que sustituye

el extracto enzimdtico por agua destilada y un control positivo con enzimas comerciales a una
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concentracién de 1mg mL™. Ademds, con el fin de corroborar la calidad del pipeteo y la concentracién de
la enzima presente se realizaron curvas de calibracién del extracto enzimatico. En todos los casos, una
unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima requerida para causar un aumento

de una unidad de absorbancia por minuto (Lazo et al., 2000).

3.10.3 Tripsina

La actividad de tripsina fue determinada de acuerdo al protocolo propuesto por Erlanger et al (1961).
Utilizando un buffer TRIS (concentracién 50 mM) adicionado con CaCl; (concentracion 20 mM) y BAPNA
(Nabenzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide hydrochloride, Sigma B-4875) como sustrato (concentracion 1
mM). El volumen final de la reaccién fue de 250 uL (25 uL del extracto enzimatico, 175 plL del buffer +
sustrato, 50 plL de dcido acético. Primero se dio inicio a la reaccidn con la colocacién del buffer + sustrato
y la enzima sobre la placa y se incubo a 37 °C durante 30 min. Posterior a esto, se adicionaron 50 plL de

acido acético para detener la reaccién durante 10 min y por ultimo leer a una absorbancia de 410 nm.

3.10.4 Leucina aminopeptidasa

La actividad de esta enzima se evalué mediante el método propuesto por Apple (1974). En el cual, se utilizd
L-leucina-Pnitroanilida (Sigma, L-9125) 1.2 mM como sustrato en buffer HCI-Tris 50 mM con un pH 8.0.
Agregando 175 plL del buffer + sustrato, 25 plL del extracto enzimatico a 37 °C e incubacién de 30 min.
Después, la reaccidn se detiene con 50 L de acido acético al 30% se espera 10 min. y se lee a una

absorbancia de 405 nm.

3.10.5 Proteinasa alcalina total

La actividad de proteinasa alcalina total se midid de acuerdo al método de Sarath y colaboradores (2001).
Utilizando caseina al 2% como sustrato buffer TRIS-HCL 50 mM, CaCl; 10 mM a un pH de 9.0 y una

temperatura de 37 °C. Agregando 50 ulL del extracto enzimatico y 75 uL del buffer + sustrato para iniciar
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la reaccion e incubacion a 37 °C durante 10 min. La reaccién se detuvo con acido tricloroacético al 10 %.
Las muestras se centrifugaron a 21,000 g durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante fue colectado y leido en

una absorbancia de 280 nm en placa de cuarzo.

3.10.6 Quimiotripsina

La actividad de quimiotripsina fue evaluada de acuerdo a la metodologia propuesta por Hummel (1959) y
modificada por Applebaum y colaboradores (2001). Utilizando BTEE 0.56 mM (éster etilico de N-benzoil-
L-tirosina, Sigma 13110-F) como sustrato en buffer Tris-HCI 100 mM, CaCl; 25 mM y metanol al 2.5% (v /
v) a un pH de 7.8 y una temperatura de 37 °C. Para la cuantificacidn se utilizaron 225 uL del buffer +
sustrato y 25 pL del extracto enzimatico. La lectura se realizé en una placa de cuarzo a una absorbancia de

256 nm con lecturas por minuto durante 20 min.

3.10.7 Lipasa

La actividad de lipasa se evalué por el método descrito por Gjellesvik y colaboradores (1992). Utilizando
un buffer TRIS-HCL 0.15 mM adicionado con taurocolato de sodio 15 mM y como sustrato Nitrofenil
miristato 0.56 mM previamente disuelto en DMSO. Para la cuantificacion se utilizaron 200 uL del buffer +
sustrato, 25 pL del extracto enzimatico y se incubo la muestra a 30 °C durante 30 min., con lecturas por

minuto a una absorbancia de 405 nm.

3.10.8 Amilasa

La enzima amilasa fue cuantificada mediante el método propuesto por Benfield (1951) del Worthington
Biochemical Corporation. En el cual, se utilizé almidén (Marca sigma, S9765) al 1% como sustrato mezclado
con un buffer de fosfato de sodio al 0.02 M, cloruro de sodio 6 mM con un pH de 6.9. Ademds, como
colorante se utilizé acido dinitrosalicilico al 2%. Se tomé 250 pL del homogenizado enzimatico mas 250 plL
de la solucidn de almiddn y se dejo incubar a 25 °C durante 3 min. Posterior a la incubacion se agregaron

500 pL de acido dinitrosalicilico al 2% y posteriormente se dejé incubar a 100 °C durante 5 min. Una vez a
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temperatura ambiente se adicionaron 5 mL de agua destilada a la muestra, de dicha solucion se tomaron

300 pL para posterior leer a una absorbancia de 540 nm.

3.10.9 Proteinas solubles

Con el propésito de cuantificar la concentracidn de proteinas solubles de los homogenizados y determinar
la actividad especifica, se utilizé el método de Bradford. El cual, consiste en colocar 250 uL de solucién
Bradford (BIO RAD, Protein assay; Hercules, CA, U.S.) en posos de microplaca. Utilizando suero de albumina

bovina (BIO RAD, U.S.) como estandar a temperatura ambiente registrando la absorbancia a 595 nm.

3.11 Digestibilidad in vitro

3.11.1 Toma de muestra

Para la cuantificacion de la digestibilidad in vitro de las diferentes dietas experimentales se utilizaron
extractos enzimaticos provenientes del tracto digestivo previamente obtenidos de cada tratamiento,
descritos en la seccidn anterior de toma de muestra para la actividad enzimatica (3.10.1). Cada dieta fue
molida, homogenizada y tamizada a 200 um. La cantidad requerida de cada dieta fue calculada en base al
porcentaje de proteina contenida en ella, para obtener un valor en la reaccion del 8% de proteina para

llevar a cabo el andlisis.

3.11.2 Grado de hidrolisis de la proteina cruda

El grado de hidrolisis (GH) de la proteina cruda de cada dieta fue evaluado por medio del método pH-stat.
Previo al anadlisis fue necesario que, la fuente proteica a evaluar sea molida y tamizada lo mas finamente
posible. Asi mismo, es necesario calcular el porcentaje de proteina en la muestra el cual, no debe exceder
del 8%. Ya calculado el porcentaje a agregar, se coloca la muestra en el vaso de agitacién se adiciona agua
destilada para disolverla y se ajusta el pH a 8 con NaOH (0.1 N). Una vez ajustado el pH, se agregan las
enzimas digestivas y se da inicio a la reaccion. Las proteasas presentes en el extracto enzimatico comienzan

a actuar sobre el sustrato provocando la liberacién de hidrégeno (H) debido a la ruptura de los enlaces
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peptidicos lo cual, provoca una acidificacién de la muestra misma que, el pH-stat va midiendo y regulando
con la adicién de pulsos de NaOH (0.1 N) para mantener el pH éptimo de las enzimas. Por Ultimo, se registra

el gasto de NaOH (0.1 N) y con este dato, se calcula el GH correspondiente a cada muestra.

El grado de hidrolisis fue calculado mediante la siguiente formula:

GH (%): Bx Ngx 1/a x 1/Mp x 1/htotx 100%

Donde B nos indica la suma en mililitros de la solucién 0.1 mol/ 1 NaOH consumido para mantener la
estabilidad de la reaccién a un pH de 8.0, N; es la normalidad de la solucion NaOH (en este trabajo fue de
0.1 N), a es el grado promedio de disociacién de los grupos a- aminodacidos liberados durante la hidrolisis,
determinado por la ecuacion a= (10 PHPX) / (1+10 P*P¥) siendo pK valores dependientes de la temperatura
y tamafio del péptido (Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2002). Asi, el valor de 1/a equivale al factor
de calibracion de a para el pH-stat (pH 8 y temperaturas cercanas a 40 °C). Mp equivale a la masa proteica
cruda en la mezcla de la reaccién, estimada al multiplicar la concentracidn de nitrégeno (N) obtenido por
el método de Kjeldahl multiplicado por el factor de conversién adecuado ([N) y hwt es el contenido total
de enlaces peptidicos en la proteina, el cual se expresa como equivalentes de enlaces peptidicos por

kilogramo (miliequivalente por gramo).

3.12 Cultivo de bacterias

3.12.1 Toma de muestras

El estimado de bacterias heterétrofas totales (BHT) y tipo Vibrio (BTV) se realizé al final del experimento
con el objetivo de observar cambios en las bacterias cultivables ya mencionadas procedentes del tracto
digestivo de los juveniles alimentados con las dietas formuladas a distinto pH y la dieta control, para lo
cual se utilizaron un total de 12 organismos (3 por tratamiento). Los abulones fueron colectados de sus
respectivos tanques y se extrajo el tracto digestivo. Posteriormente, se homogenizo el tracto digestivo
junto con agua de mar filtrada y esterilizada en autoclave (dilucion 1:10). Después, se procedid a hacer
diluciones subsecuentes del homogenizado (1:100 y 1:1000). Este procedimiento se realizé justo al

momento de la siembra en los respectivos medios de cultivo.
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3.12.2 Andlisis Bacterioldgico

Para el andlisis bacterioldgico se utilizé el medio de cultivo Agar Soya Tripticasa (TSA Dibico®) adicionado
con 2% de NaCl con la finalidad de obtener las bacterias heterdtrofas totales cultivables presentes del
tracto digestivo del abulén. Mientras que, para obtener el crecimiento de las bacterias tipo Vibrio se utilizé
el medio de cultivo selectivo Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS Difco™) adicionado con 2% de NaCl. Se
tomé un mililitro del homogenizado del tracto digestivo y a partir de ahi se realizaron dos diluciones (1:100
y 1:1000). La siembra en placa de los tratamientos (por triplicado de cada dilucién) se inoculo con 100 uL

de la dilucidn y se incubaron a 25 + 1 °C durante 48 h.

= = =
1:10 1:100 1:1000
ﬂ 100 pL ﬂ 100 pL ﬂ 100 puL
b i s
X3 X3 X3

Figura 4. Diluciones empleadas y siembra en el medio de cultivo

El conteo de colonias para ambos medios se realizd a las 24 y 48 h posteriores a la siembra, tomando en
cuenta los criterios establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-092-SSA1-1994) para el conteo de
bacterias en placa. Se utilizé un contador de colonias (marca Felisa®), registrando el resultado en unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC mL) tomando en cuenta la dilucién y el inoculo.

Las colonias bacterianas que crecieron en la siembra, fueron aisladas por el método de estriado por
separado en placas TSA al 2 % de NaCl y TCBS al 2 % de NaCl. Seleccionando las colonias a partir de su
morfotipo, color y dominancia, esto con el fin de obtener un solo tipo de colonia, incubandose a 25 + 1 °C
durante 48 h (Bergey et al., 1994). Con la finalidad de realizar la caracterizacién fenotipica se realizé con

las pruebas convencionales de morfologia colonial (tomando en cuenta la forma, borde, superficie y color),
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tincién Gram (Kit comercial Golden Bell) y la caracterizacion bioquimica de citocromo oxidasa, catalasa y

gota pendiente (Fernandez-Olmos et al., 2010).
3.13 Analisis estadistico

Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se evaluaron mediante la prueba de Shapiro-
Wilks y Barlett. Los indices de desempefio bioldgico, composicién proximal, actividad enzimatica y conteo
de bacterias fueron analizados mediante un ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey post hoc en
caso de existir diferencias significativas. En cuanto al analisis de digestibilidad in vitro se analizd6 mediante
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se utilizé un intervalo de confianza del 95% p (< 0.05). Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico SigmaPlot versién 14 para Windows. En
cuanto al porcentaje de digestibilidad in vitro y supervivencia los datos fueron transformados mediante la

ecuacion:

y = arcseno+/p/100

Donde:
Y= Valor en porcentaje transformando

P=valor en porcentaje
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Parametros evaluados

Durante el transcurso del bioensayo, se observd que los pardmetros de cultivo evaluados como la
temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, pH, irradiancia, amonio, nitritos y nitratos fueron similares entre
tratamientos sin presentar diferencias significativas (P > 0.05). Ademas, los valores de estos parametros
fisico-quimicos, estuvieron dentro de los limites tolerables y adecuados para la especie (Leighton, 2008;
DOF, 2013) y presentaron muy poca variacion durante los 5.5 meses del periodo de cultivo, por lo cual, se
puede considerar que las condiciones ambientales se mantuvieron en condiciones adecuadas y similares

entre los sistemas de recirculacién experimentales (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos promedio evaluados durante el periodo experimental de 5.5 meses. Los valores
se presentan como media y desviacion estandar (DE). n=4

Variable Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4 Optimo *
Tem‘(’fcr;"t"’a 18.86+0.65  18.87+0.52  18.78+0.68 18.6£0.73 17-26
Oxigeno 6.94 +0.11 6.95 + 0.09 6.93 +0.09 6.94 +0.10 6.5-8
(mg/mL)
pH 7.77 £ 0.07 7.79 +0.08 7.77+0.12 7.78 £ 0.09 7.5-8.5
salinidad (ppt) ~ 34.27+0.23  34.0314£2.85  34.39+0.29 34.42 +0.28 35
Irradiancia
, 1.9+2.13 2.56 +3.36 2.62+3.03 3.62+4.71 n.d.
(lum/ft<)
Amonio (mg/L) 0.25 0.25 0.25 0.25 0-0.1
Nitritos (mg/L) 0 0 0 0 0-0.5
Nitratos (mg/L) 0 0 0 0 0-0.025

n.d. no dato; *Leighton (2008) y DOF (2013).
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4.2 indices de desempeiio biolégico

Los indices de desempefio biolégico evaluados en el presente trabajo indican que no se encontraron
diferencias significativas (P > 0.05) respecto al peso, crecimiento y supervivencia entre los juveniles de
abuldn azul H. fulgens alimentados con las dietas de distintos niveles de pH (5, 7, 8) y la dieta control con
M. pyrifera (Tabla 2). Sin embargo, los parametros de crecimiento y la ganancia en peso final fueron

ligeramente mayores en los juveniles alimentados con la dieta de pH 5 (Anexo 2 y 3).

Tabla 2. Desempefio biolégico de juveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con tres dietas formuladas ABKELP®
con distintos niveles de pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera durante 5.5 meses. Los valores se presentan
como media y desviacion estandar (DE). n= 3.

Dieta pH 5 DietapH 7 DietapH 8 Control
Peso inicial (g) 2.20+£0.19 2.19+0.11 2.17 £0.04 2.14 £0.03
Peso final (g) 3.35+0.64 3.16 +£0.19 2.82 £0.05 2.84+0.17
Peso ganado (g) 1.14+0.45 0.96 £ 0.29 0.65 +0.09 0.70+0.19
Peso ganado (%) 51.19+15.82 44.59+15.88 30.23+4.74 32.77 £9.53
TCE (% dia™) 0.22 £ 0.05 0.20 £ 0.05 0.14 +0.01 0.15+0.03
Longitud inicial (cm) 2.56 +£0.09 2.62 £0.02 2.61+0.08 2.64 £0.006
Longitud final (cm) 3.04+0.22 2.97 £0.08 2.88+0.004 2.88+0.05
Crecimiento total (cm) 0.48 +0.31 0.35+0.10 0.26 £+ 0.08 0.23 £ 0.05
Tasa de crecimiento
um dia? 29.05+19.05 21.47+6.32 16.02+£5.13 14.14+3.15
mg dia™? 6.88 £2.73 5.79 +1.75 3.92+0.54 4.19+1.16
Supervivencia (%) 97.6 £1.73 98.3+1.15 98.6 £ 0.57 97.6+2.3

- TCE: Tasa de crecimiento especifica
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4.3 Analisis proximal

4.3.1 Composicion proximal de las dietas

En la tabla 3 se muestra la composicidn proximal de las tres dietas experimentales con distintos pH (5, 7,
8). No se encontraron diferencias significativas en cuanto al contenido quimico proximal de proteina,
lipidos, ceniza y humedad (P > 0.05). El contenido de carbohidratos fue calculado por diferencia del resto

de los componentes promedio de las dietas y varid de 29.08 a 33.82 %.

Por el contrario, la estabilidad del alimento presento diferencias significativas entre las dietas con pH 5.0
(81.12+1.5%)y pH 8.0 (74.67 £ 0.84 %). Mostrando una tendencia de que a menor pH menor porcentaje
de pérdida de la materia por lixiviacidn, y por ende mayor estabilidad de la dieta formulada en el agua del
sistema de recirculacién. El acido citrico grado alimenticio usado para modular el pH de las dietas se

adiciond en mayor porcentaje en la dieta acida (pH 5; Tabla 3).

Tabla 3. Composicién proximal de las dietas experimentales de distinto pH (5, 7, 8). Los valores se presentan como
media y desviacion estandar (DE). Los valores se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las
letras indican las agrupaciones realizadas mediante un andlisis post hoc de Tukey (P < 0.05).

Datos
Dieta pH 5 Dieta pH 7 Dieta pH 8 etiqueta
fabricante

Proteina cruda (%)  13.91+0.08  14.05+0.8 15.13 £ 0.97 18-20
Lipidos (%) 1.52+0.03 1.52 +0.05 1.49 +0.11 2-3
Humedad (%) 23.95+0.87  20.51+2.53 22.77+2.98 n.d.

Ceniza (%) 30.32+0.47 30.10+0.35 31.53+1.25 20-22

ELN? (%) 30.3 33.82 29.08 50-55
Acido citrico? (%) 7.7 4.2 0.7 n.d.
Estabilidad (%) 81.12+1.50° 78.15 +3.89% 74.67 +0.84° n.d

'ELN: extracto libre de nitrégeno calculado por diferencia;?dato proporcionado por empresa; n.d. no dato.

4.3.2. Composicion proximal del alga

La composicidn proximal del alga M. pyrifera utilizada como dieta control durante el periodo experimental

presentd diferencias significativas en su composicién quimica a través de los meses. M. pyrifera tuvo un
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porcentaje de proteina mayor en los meses de noviembre y febrero de 1.59 y 1.7 %, respectivamente.

Mientras que, en el mes de enero presentd el porcentaje de proteina mas bajo de proteina con un valor

de 0.21 % (Tabla 4).

Tabla 4. Composicién proximal (% en peso humedo) del alga Macrocystis pyrifera utilizada como dieta control
durante el periodo experimental de 5.5 meses. Los valores se presentan como media y desviacién estandar (DE). Los
valores se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P <0.05). Las letras indican las agrupaciones
realizadas mediante un andlisis post hoc de Tukey (P < 0.05).

Mes N D E F M A
Proteinas (%) 1.59 +0.18? 0.50 £ 0.12° 0.21+0.01° 1.7 £0.10° 0.36 £ 0.04° 0.91+0.23¢
Lipidos (%) 0.17+0.04° 0.34+0.06° 030%0.08* 0.70+0.03*  0.09+0.02°  0.18+0.04°
ELN? (%) 49.83 45.34 57.06 36.74 53.86 67.71
Ceniza (%) 28.32+£2.48°> 3399+1.94* 2259+1.25° 36.08+1.49° 3548+0.63° 20.83+1.55°
Humedad (%) 80.25+0.66° 80.17 £0.25* 80.16+0.21*> 75.22+0.37° 89.79+0.34° 89.63 + 1.43°

N: noviembre, D: diciembre, E: enero, F: febrero, M: marzo, A: abril; ELN: extracto libre de nitrégeno
calculado por diferencia.

4.3.3. Composicion proximal del musculo del abulén

De forma general, se observd que el contenido de proteinas aumento de la condicidn inicial al final del
experimento, mientras que el contenido de lipidos y cenizas disminuyd. Por ultimo, no se encontraron
diferencias significativas entre el porcentaje de humedad inicial y final entre los tratamientos evaluados

(Tabla 5).

Especificamente en la composicién final, el contenido de ceniza y lipidos disminuyo dentro de los
tratamientos evaluados (Tabla 5). El porcentaje lipidico en el mdusculo de los abulones fue
significativamente diferente entre las dietas proporcionadas (P < 0.05). Los abulones alimentados con la
dieta de pH 5 presentaron el valor de lipidos mas alto en musculo (0.81 + 0.11 %); mientras que los
abulones alimentados con la dieta control registraron el menor porcentaje (0.12 + 0.01 %). Se observo que
el porcentaje de proteinas en musculo no fue significativamente diferente en abulones alimentados con
las dietas formuladas (10.01 a 10.74 %) respecto a aquellos alimentados con la dieta control de M. pyrifera
(10.10 %; P > 0.05). Asi mismo se observé que los abulones alimentados con la dieta pH 5 resultaron con
un mayor contenido de proteinas (10.74 + 1.53 %); sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas. Finalmente, en cuanto al porcentaje de humedad no se observaron diferencias significativas



35

entre los juveniles alimentados con las dietas formuladas y la dieta control con M. pyrifera (P > 0.05; Tabla

5).

Tabla 5. Composicion proximal inicial y final (% en peso hiumedo) del musculo de abuldn azul H. fulgens alimentado
con tres dietas con distinto nivel de pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera. Los valores se presentan como
media y desviacion estandar (DE). Los valores se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P< 0.05). Las
letras indican las agrupaciones realizadas mediante un analisis post hoc de Tukey (P < 0.05). n=5

Inicial Dieta pH 5 Dieta pH 7 Dieta pH 8 Control
Proteina cruda (%) 8.2+0.01° 10.74 +1.53° 10.33 +1.21° 10.01 +1.23 10.10 +1.29°
Lipidos (%) 1.5+0.13° 0.81+0.11° 0.14 £ 0.01° 0.44 +0.05¢ 0.12 £0.01°
ELN* (%) 4.09 3.86 5.95 5.91 5.22
Ceniza (%) 10.69 + 0.04° 8.94 +0.59° 8.34+0.51° 8.69 + 0.86° 8.75 + 1.05°
Humedad (%) 75.52 +1.01° 75.65 £ 1.52° 75.24 £ 1.30° 74.95 +2.0° 75.81+1.5°

'ELN: extracto libre de nitrégeno calculado por diferencia.

4.4 Actividad enzimatica

4.4.1 Proteasas alcalinas totales

La actividad de proteasas alcalinas presentes en el tracto digestivo del abuldn H. fulgens varid respecto a
la dieta proporcionada (Figura 5). Los juveniles alimentados con la dieta control y la dieta formulada de pH
7 presentaron una menor actividad de proteasas alcalinas (0.18 + 0.05 y 0.37 + 0.03 U g de muestra,
respectivamente) que los abulones alimentados con las dietas pH 5y pH 8. Mostrando en estas dos ultimas

una actividad de las proteasas alcalinas similar (0.44 + 0.21 y 0.52 £ 0.07, respectivamente).

4.4.2 Tripsina

La actividad de tripsina en el tracto digestivo no fue significativamente diferente entre los abulones

alimentados con la dieta formulada con distinto pH (5, 7, 8). Por el contrario, en los organismos
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alimentados con la dieta control con M. pyrifera se observé una menor actividad de tripsina (0.266 + 0.07

U g* de muestra) respecto a las dietas con pH 5.0 y 8.0.
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Figura 5. Actividad enzimética de proteasas alcalinas totales (U g de muestra) del tracto digestivo de abulén azul H.
fulgens alimentados con una dieta con distinto pH (5,7, 8) y una dieta control con M. pyrifera al final del experimento.
Los datos se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las agrupaciones
realizadas mediante el andlisis post hoc de Tukey, indicando las diferencias entre los distintos tratamientos. Las barras
indican la media y su desviacién estandar.
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Figura 6. Actividad enzimatica de tripsina (U g de muestra) del tracto digestivo de abuldn azul H. fulgens alimentados
con una dieta formulada con distinto pH (5, 7 y 8) y una dieta control con M. pyrifera al final del experimento. Los
datos se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las agrupaciones realizadas
mediante el analisis post hoc de Tukey, indicando las diferencias entre los distintos tratamientos. Las barras indican
la media y su desviacion estandar.
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4.4.3 Leucina aminopeptidasa

La actividad enzimatica de Leucina aminopeptidasa en el tracto digestivo del abulén fue similar entre los
tratamientos (con distinto valor de pH 5, 7, 8). Sin embargo, se mostraron diferencias significativas entre
la actividad los organismos alimentados con la dieta control y la dieta con pH 5.0 (0.948 £+ 0.17 y 2.26

0.14 U g* de muestra, respectivamente).
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Figura 7. Actividad enzimatica de Leucina aminopeptidasa (U g** de muestra) del tracto digestivo de abulén azul H.
fulgens alimentados con una dieta con distinto pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera al final del experimento.
Los datos se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las agrupaciones
realizadas mediante el andlisis post hoc de Tukey, indicando las diferencias entre los distintos tratamientos. Las barras
indican la media y su desviacién estandar.

4.4.4 Quimiotripsina

La actividad de quimiotripsina en el tracto digestivo de los abulones alimentados con las dietas formuladas
a distintos niveles de pH (5, 7, 8) no fueron significativamente diferente entre ellas. Sin embargo, la
actividad de quimiotripsina en los abulones alimentados con la dieta control con M. pyrifera resulté

significativamente menor (0.282 + 0.05 U g! de muestra).
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Figura 8. Actividad enzimatica de la quimiotripsina (U g de muestra) del tracto digestivo de abulén azul H. fulgens
alimentados con una dieta con distinto pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera al final del experimento. Los
datos se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las agrupaciones realizadas
mediante el analisis post hoc de Tukey, indicando las diferencias entre los distintos tratamientos. Las barras indican
la media y su desviacién estandar.

4.4.5 Amilasa

La actividad enzimatica de amilasa no mostré diferencias significativas en los abulones alimentados con
dietas formuladas con distinto pH (5, 7, 8) y la dieta control con M. pyrifera (Figura 9). Sin embargo, se
observa un ligero incremento en la actividad de amilasa en el tracto digestivo de los abulones alimentados

con la dieta pH 5.0 (0.174 + 0.07 U g de muestra).
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Figura 9. Actividad enzimatica de la amilasa (U g1 de muestra) del tracto digestivo de abuldn azul H. fulgens alimentados con una
dieta con distinto pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera al final del experimento. Los datos se compararon mediante una
prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las agrupaciones realizadas mediante el analisis post hoc de Tukey,
indicando las diferencias entre los distintos tratamientos. Las barras indican la media y su desviacion estandar.
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4.4.6 Lipasa

En cuanto a la actividad de la lipasa en el tracto digestivo se observd que, los abulones alimentados con Ia
dieta pH 8 presentaron una actividad de lipasa significativamente mayor (0.0158 + 0.001 U g* de muestra)
que el resto de los abulones alimentados con las dietas experimentales (pH 5y 7) y la dieta control con M.

pyrifera (Figura 10).
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Figura 10. Actividad enzimdtica de la lipasa (U g de muestra) del tracto digestivo de abulén azul H. fulgens
alimentados con una dieta con distinto pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera al final del experimento. Los
datos se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las agrupaciones realizadas
mediante el analisis post hoc de Tukey, indicando las diferencias entre los distintos tratamientos. Las barras indican
la media y su desviacion estandar.

4.5 Cultivo bacteriolodgico

4.5.1 Conteo de bacterias heterotrofas totales (BHT)

De acuerdo a los estimados de los conteos de bacterias heterdtrofas totales (BHT) que se lograron cultivar
en el medio de cultivo TSA, se observd que no hubo diferencias entre las unidades formadoras de colonias
(UFC) en el tracto digestivo de los juveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con las dietas formuladas
de distinto pH (5, 7, 8) y la dieta control con M. pyrifera (Figura 11). El menor nimero de UFC se presento

en el tracto digestivo de organismos alimentados con la dieta control (30, 000 + 14, 142 UFC mL).
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4.5.2 Conteo de bacterias tipo Vibrio (BTV)

Respecto a la carga de bacterias tipo Vibrio (BTV) que se lograron cultivar en el medio de cultivo TCBS se
pueden observaron diferencias significativas entre el tracto digestivo de abulones alimentados con la dieta
formulada a pH 7.0 y el resto de las dietas (Figura 11). El cual, presenté una mayor presencia de BTV en el

tracto digestivo del abulén con 66,666 + 1,275 UFC/ mL.
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Figura 11. Conteo de bacterias heterdtrofas totales (BHT) y bacterias tipo Vibrio (BTV) en el tracto digestivo del abulén
azul H. fulgens alimentados con tres dietas formuladas con distinto pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera
durante 5.5 meses. Los datos se compararon mediante una prueba ANOVA de una via (P < 0.05). Las letras indican las
agrupaciones realizadas mediante el analisis post hoc de Tukey, indicando las diferencias entre los distintos
tratamientos. Las barras indican la media y su desviacion estandar.

4.5.3 Caracterizacion morfotipica de bacterias

La caracterizacion de las bacterias heterdtrofas presentes en el tracto digestivo del abuldn alimentado con
las tres dietas formuladas a distinto nivel de pH (5, 7, 8) y la dieta control con M. pyrifera se logré hacer
mediante diferentes pruebas bioquimicas, y se observé que todas las colonias cultivables fueron positivas
para la prueba de oxidasa, catalasa y gota pendiente (colgante o suspendida) esta ultima, para observar
motilidad bacteriana (Tabla 7). Ademas, la tincién Gram indicé que las bacterias cultivables presentes en

el tracto del abuldn son tipo Gram negativas. En su mayoria, los tratamientos presentaron bacterias con
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forma de bacilos a excepcion de la dieta pH 8 y pH 7 que mostraron una colonia de bacterias filamentosas

(Figura 12).

Tabla 6. Caracterizacion morfotipica de las bacterias del tracto digestivo de los juveniles de abuldn azul H. fulgens

alimentados con una dieta formulada a distinto pH (5,7 y 8) y una dieta control con M. pyrifera cultivables en el

medio TSA.
Tratamiento Colonia Color Forma Borde Superficie Morfologia Tincién (o} G.P.
microscopica Gram

Control 1 Beige Circular Entero Convexa Bacilos cortos - + +

2 Transparente Circular Entero Convexa Bacilos cortos - + +

3 Rosa tenue Circular Entero Convexa Bacilos cortos - + +

Dieta pH 5 1 Beige Circular Entero Convexa Bacilos - + +
2 Beige Circular Entero Convexa Bacilos - + +

Dieta pH 7 1 Beige Circular Entero Convexa Bacilos alargados - + +
2 Transparente  Filamentosa  Filamentoso Convexa Bacilos cortos - + +

3 Rosa tenue Circular Entero Convexa Bacilos alargados - + +

Dieta pH 8 1 Rosa tenue Circular Entero Convexa Filamentos - + +
2 Amarilla Filamentosa  Filamentosa Convexa Bacilos cortos - + +

3 Beige Circular Circular Convexa Filamentos - + +
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Figura 12. Bacterias heterdtrofas aisladas del medio de cultivo TSA inoculadas del tracto digestivo de los juveniles de
abuldn azul H. fulgens alimentados con una dieta formulada con distintos niveles de pH (5, 7, 8) y una dieta control
con M. pyrifera. A) bacterias tipo cocobacilos B) bacterias tipo filamentosa.
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4.6 Digestibilidad in vitro

4.6.1 Digestibilidad in vitro de las dietas

En la figura 13 se presentan los resultados de digestibilidad in vitro de las dietas experimentales, (tres
dietas formuladas con distintos niveles de pH 5, 7, 8), y la dieta control con M. pyrifera. La digestibilidad
proteica in vitro expresada como el grado de hidrdlisis (GH %) varié respecto a la dieta proporcionada,
mostrando una tendencia a menor digestibilidad conforme aumenta el pH de la dieta de 5 a 8. Ademas,
se detectaron diferencias significativas p (< 0.05) entre las dietas formuladas de pH 5 (8.12 + 2.17 %) y la
dieta formulada a pH 7 (2.94 + 2.29 %). En las dietas con pH 8 y el control con M. pyrifera solo se pudo
realizar una medicién de este parametro (por lo que no se considera en el andlisis estadistico). Se observd
un valor de GH de 1.75 y 8.96 %, respectivamente. Por lo que observamos que la dieta control con alga

fresca y la dieta formulada con pH 5 presentan un valor similar de GH alrededor de 8%.
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Figura 13. Digestibilidad proteica in vitro, expresada como grado de hidrolisis (GH%) de los tratamientos probados
utilizando los extractos enzimaticos de los juveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con tres dietas formuladas
con distinto pH (5, 7, 8) y una dieta control con M. pyrifera durante 5.5 meses. El tiempo de reaccidn fue de 60
minutos. Las barras indican la media y su desviacion estandar (n=2). * representa los tratamientos con n=1.

Es preciso comentar que, debido al porcentaje proteico de las dietas y su naturaleza insoluble seguramente
por el alto contenido de macroalgas (i.e, alginatos), se presentaron complicaciones en la puesta a punto

de la técnica del pH-stat. Durante los ensayos preliminares se consumié mucho material de las dietas y no



44
se logrd realizar por triplicado todas las muestras como se tenia pensado. Se intentaron distintas
metodologias para intentar diluir al maximo la muestra y lograr un concentrado proteico sugerido en la
metoddloga y no se logré plenamente disolver la proteina soluble requerida por lo que se deben de tomar
los datos obtenidos con sus respectivas limitaciones. De igual manera, no se logré realizar el analisis

estadistico de los valores de digestibilidad debido al bajo nimero de réplicas obtenidas.
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Capitulo 5. Discusion

El objetivo principal de una dieta formulada es proporcionar los requerimientos nutricionales de la especie
y que estos a su vez, sean digeridos eficientemente. Asi mismo, deben reflejar un aumento en la
supervivencia, peso y crecimiento ganado. En dietas formuladas para abuldén se presta atencién a la
estabilidad de la misma dentro del agua. Esto, con el fin de obtener el mayor aprovechamiento y la menor
lixiviacién de los nutrientes dada la lenta respuesta al consumo por parte del abuldn. En este sentido se
conoce que un pH bajo en la dieta favorece su estabilidad lo que podria influir en una mejora de los indices

de desempefio bioldgico.

En el presente trabajo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) en la
supervivencia, peso y crecimiento ganado entre los juveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con
una dieta formulada a distintos niveles de pH (5,7,8) y un control con el alga M. pyrifera. Cabe mencionar
gue se observé un crecimiento y ganancia en peso ligeramente mayor en los organismos alimentados con
la dieta pH 5 mismo que no fue estadisticamente significativo lo cual, podria estar estrechamente
relacionado con la estabilidad del pellet dentro del agua lo que se traduce en un mayor aprovechamiento

por parte del organismo.

En este sentido, en la actualidad existe una amplia literatura respecto a la formulacion de dietas para
abuldn, con la finalidad de poder sustituir la dieta fresca tradicionalmente usada (i.e., macroalgas) por una
dieta formulada que cumpla con los requerimientos nutricionales y optimice el crecimiento de la especie
en cuestion (Durazo-Beltran et al., 2003). Las ventajas que este tipo de dietas presentan, podemos
mencionar su composiciéon proximal constante, mayor disponibilidad, facil de usar, menor factor de
conversion alimenticia, facil de almacenar y transportar, entre otras (Venter et al., 2018). En México, la
empresa Algas Marinas S. A. de C. V., produce una dieta comercial denominada ABKELP®, en varias
presentaciones, que se encuentra bien posicionada a nivel internacional (Australia, EUA, Corea, China,
Japdn, Chile y Sudafrica) por promover el crecimiento en el cultivo abierto o semi-abierto de diferentes
especies de abulones (comm. Pers. Roberto Marcos, 2020). Por otra parte, a nivel internacional se estan
desarrollando investigaciones relacionadas con el uso de sistemas de recirculacion acuicola (RAS) para el
cultivo de abuldn, con la finalidad de hacer un mejor uso del agua y reducir los costos de electricidad
asociados al bombeo, principalmente (Xiaolong et al., 2018). Sin embargo, uno de los factores que afecta
la eficiencia de la dieta ABKELP® (formulada a un pH 8) es que presenta tipicamente entre un 24y 26 % de
perdida de materia seca (i.e., 74-76 % de estabilidad) en sistemas RAS de abulén (datos del presente

estudio). En el desarrollo de dietas formuladas adecuadas para abuldn se presta particular atencién a la
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estabilidad de la misma dentro del agua, ya que los habitos alimenticios de la especie lo requieren (Sales
y Janssens, 2004). Esto, con el fin de obtener el mayor aprovechamiento y la menor lixiviacién de los
nutrientes dada la lenta respuesta al consumo por parte del organismo (Bansemer et al., 2016). En este
sentido, existe evidencia que un pH bajo en la dieta favorece su estabilidad, lo que podria influir en una
mejora de los indices de desempefio bioldgico de los organismos (crecimiento, supervivencia y salud).
Rivero y Viana (1996) evaluaron el efecto del pH en la estabilidad, dureza y palatabilidad de la dieta en
juveniles de abuldn azul H. fulgens (14.5 + 1.7 g) con una dieta de ensilados de visceras de abulén
moduladas a distintos pH (4, 5, 6, 7 y 8). En este estudio, el pH normal del ensilaje fue 4 (dieta control) y
se neutralizé utilizando carbonato de calcio y sodio (2.5% de cada uno) en el resto de las dietas, y
posteriormente se obtuvo el pH deseado adicionando acido clorhidrico o hidréxido de sodio. Los
resultados del estudio indicaron que las dietas con pH 4, 6, 7 y 8 tuvieron una mayor estabilidad en el agua
(>82 %) y un mayor consumo respecto a la dieta con pH 5 (76.9 %), siendo esta ultima la menos consumida.
En contraste, en el presente estudio se obtuvo una mayor estabilidad en la dieta con pH 5 (81 %) respecto
a las dietas pH 7 y 8 (78 y 74 %, respectivamente). Otro aspecto que difiere entre el trabajo de Rivero y
Viana (1996) y el reportado aqui, es que ellos encontraron un decremento en el pH del agua de cultivo al
usar las dietas de pH 6, 7 y 8, mientras que en el presente estudio la dieta no modificé el pH del agua de
cultivo. Es probable que la discrepancia entre los estudios pudiera deberse a la naturaleza y cantidad de
los ingredientes usados en las dietas, y a los compuestos usados para neutralizar el ensilaje y ajustar el pH
de cada dieta (Sales y Janssens, 2004). Como la formulacién de las dietas no es la misma entre estudios,
es probable que esta pueda estar interactuando en la estabilidad, dureza y palatibilidad de la dieta. Por
ejemplo, Rivero y Viana (1996) utilizan como aglutinante almidén y alginato de sodio; mientras que en la
dieta ABKELP® se utiliza el ALGIBINDER®, un producto 100% de algas marinas. Ademas, que, para modular
el pH final en las dietas ABKELP® se utilizd un acido organico (acido citrico), y también utilizan carbonato
de calcio como fuente de minerales en conjunto con fésforo. Y en este sentido, de las cantidades usadas
en la formulacidon de las dietas de este experimento se observa una relacién indirecta entre porcentaje de
acido citricoy el pH (pH 5 con 7.7 %; pH 7 con 4.2 % y pH 8 con 0.7 %) y su estabilidad (menor pH mayor

estabilidad en el agua o menor perdida por lixiviacion).

Por otra parte, los indices de desempefio bioldgico (supervivencia, peso y crecimiento ganado) obtenidos
en este trabajo no presentaron diferencias significativas entre los juveniles de abulén azul H. fulgens
alimentados con dieta formulada ABKELP® a distintos niveles de pH (5, 7, 8) y la dieta fresca con M.
pyrifera. Resultados similares fueron obtenidos por Serviere-Zaragoza y colaboradores (2001), quienes
observaron un crecimiento similar entre juveniles de abuldn azul H. fulgens (17.3 £ 2.2 mm; 0.44 +00.2 g)

alimentados con M. pyrifera y una dieta formulada control. Sin embargo, cuando compararon con otras
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dietas frescas, el crecimiento fue significativamente menor al alimentar con las macroalgas Eisenia
arborea, Gelidium robustum y el pasto marino Phyllospadix torreyi. En contraste, en el presente trabajo se
observé un crecimiento y ganancia en peso promedio mayor en los organismos alimentados con la dieta
pH 5 con respecto a la dieta control de macroalgas. En la dieta pH 5 se obtuvo una tasa de crecimiento
diario (TCD) de 29.05 um (DE 19.05) y 6.88 mg (DE 2.73); mientras que, en la dieta control con M. pyrifera
fue de 14.14 um (DE 3.15) y4.19 mg (DE 1.16), de longitud de conchay peso, respectivamente. Al comparar
estadisticamente estos dos tratamientos no se observaron diferencias significativas, dada la alta
variabilidad en longitud y peso observada en los organismos de la dieta pH 5 (Anexo 6). Sin embargo, en
trabajos previos con la dieta ABKELP®, con diferentes niveles de proteinas y lipidos, y una dieta control con
M. pyrifera llevados a cabo con juveniles de abuldn rojo H. rufescens de 3 meses (6 mm) se registrd un
crecimiento significativamente mayor al alimentar los abulones con las dietas formuladas respecto al

control (Lafarga-De la Cruz et al., 2018).

Las tasas de crecimiento obtenidas en el presente trabajo son similares a otros estudios realizados en
juveniles de abuldn azul H. fulgens. Por ejemplo, Serviere-Zaragoza y colaboradores (2016) observaron
resultados similares en un estudio evaluando distintas algas rehidratadas (12-18 um dia™ y 4.5-8.2 mg dia
1) al alimentar juveniles de 3.16 cm (DE 0.01) y al utilizar alga fresca en este estudio (14.14 pm y 4.19 mg).
Por su parte, Serviere-Zaragoza y colaboradores (2001) reportan TCD promedio que variaron de 19-46 um
dia'y 1.52-5.49 mg dia™ en juveniles de 1.73 cm (DE 0.22), cuando los abulones fueron alimentados con
diferentes dietas de algas frescas y una dieta formulada como control. Resultados que también son
similares a otro trabajo previo, evaluando juveniles de 1.2-1.5 cm (6-7.6 meses) cultivados en barriles en
el mary alimentados con algas frescas locales, donde se obtuvieron TCD de 49.4 um day™ (Gonzalez-Aviles
y Shepherd, 1996). Las diferencias observadas en las TCD entre los diferentes estudios publicados (Anexo
7) pueden deberse a las tallas iniciales de juveniles utilizados en los bioensayos, la temperatura de cultivo,
la variabilidad en la composicidon proximal de las dietas frescas, la densidad de cultivo (biomasa), los
sistemas de cultivo usados, entre otros aspectos a considerar que pueden afectar el crecimiento de
abulones (Morash y Alter, 2016). Por otro lado, el suministro de alimentos formulados provee tasas de
crecimiento mayores. Un ejemplo de esto es el trabajo realizado por Lépez y colaboradores (1998) donde
observaron que al proporcionar una dieta formulada a base de harina de pescado en H. tuberculata se
obtuvieron tasas de crecimiento de 134 um dia™. En cuanto a la supervivencia, no se encontraron
diferencias significativas, obteniendo porcentajes mayores al 90% en los cuatro tratamientos lo cual, se
considera relativamente alto. Durazo y colaboradores en (2003) evaluaron el efecto del alga M. pyrifera

en contraste con una dieta formulada en juveniles de abulén azul de aproximadamente 5.9 + 0.06 mm
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obteniendo una supervivencia mayor en la dieta formulada en comparacién con el alga fresca de 48.88 +

3.68y 36.97 £ 5.08, respectivamente.

Respecto al contenido proximal del musculo de los juveniles de abuldn azul alimentados con una dieta
formulada con distintos valores de pH (5,7,8) y un control con M. pyrifera no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de proteina, humedad y ceniza. En cuanto al contenido
lipidico se observaron diferencias entre los tratamientos, siendo los abulones alimentados con la dieta pH
7 y la dieta control los que resultaron en los porcentajes lipidicos en musculo mas bajos, cercanos al 0.1%.
Esta variacion en la composicion lipidica del musculo podria atribuirse a un incremento en las reservas de
glucdgeno y al crecimiento del abuldn. Resultados similares fueron reportados por Knauer en 1994 quien
reportd la composicion proximal del tejido blando de H. midae de dos distintas tallas (10-20 mm y 45-55
mm) observando una disminucién de lipidos respecto al tamafio lo cual, dicho autor lo relaciono con el
crecimiento y el incremento de reservas de glucdgeno en el musculo. Asi mismo, los resultados de la
composicion proximal de los abulones con talla inicial de 45-55 mm fueron similares a los obtenidos en el
presente trabajo, indicando valores similares en el contenido de proteina, ceniza y humedad en el abulén
H. midaey el abuldn azul H. fulgens de tallas entre 45-55 mm. Por otro lado, Durazo y colaboradores (2003)
reportaron resultados similares al evaluar el efecto de Macrocystis pyrifera y una dieta formulada en
juveniles de abulén azul de 5.9 mm y un peso de 24.2 mg. Los autores mencionan, que la composicién
lipidica de los abulones fue menor al alimentar con una dieta formulada (4.69 + 0.16 %), con respecto a los
abulones alimentados con solo con M. pyrifera y también con una mezcla de ambas dietas (4.88 £+ 0.10 y
5.36 £0.14 %, respectivamente). En cuanto a la composicidon proteica del presente trabajo fue ligeramente
mas alta al proporcionar la dieta formulada a pH 5.0 (10.79 + 1.53 %) respecto a la dieta control con alga
fresca (10.10 + 1.29 %). Cruz- Sudrez y colaboradores (2000) mencionan que la composicidn dietética de
vitaminas, aminodcidos y factores antinutricionales cambia significativamente durante el verano y el
invierno dado que la composicidn del alga se ve directamente afectada por las condiciones ambientales.
Es posible que los resultados de la composicién proximal de los organismos en el tratamiento control del
presente trabajo hayan sido directamente afectados por la calidad nutricional del alga M. pyrifera a través
del tiempo (i.e., variaciones en la composicién proximal); sin embargo, esto se tendria que evaluar en un

estudio particular.

En dietas formuladas adicionadas con acidos orgdnicos el efecto sobre la composicién proximal del musculo
varia dependiendo del organismo en cuestion. Su y colaboradores (2014) evaluaron la inclusién de acido
citrico a distintas concentraciones 0.0,1.0,2.0,3.0,4.0,5.0 g kg* en la dieta del camardn blanco Litopenaeus

vannamej con un peso inicial de 5.57 £ 0.21 g. Los distintos niveles de inclusidén no resultaron en diferencias
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estadisticamente significativas respecto a la composicidén proximal del musculo del camarén. Por su parte
Khajepour y Hosseini (2012) evaluaron dietas con distintas fuentes de proteina y nivel de inclusién de acido
citrico en el esturién Huso huso. Los resultados mostraron diferencias significativas en la composicién de
ceniza y lipidos, resultados similares a los observados en el presente trabajo. Dichos autores mencionan
gue estas variaciones podrian deberse a una mejor digestibilidad y aprovechamiento de los minerales
presentes en la dieta lo cual, se ve reflejado en un mayor crecimiento por parte del organismo dado que,
los minerales son esenciales en la formacion de tejido esquelético y blando, asi como también son
componentes esenciales de enzimas encargadas de las reacciones bioquimicas del organismo. En abuldn,
se ha evaluado el efecto de acidos y sales organicas como promotores del crecimiento. Goosen y
colaboradores (2011) evaluaron dos dietas en juveniles de H. midae con talla inicial de 23 mm, una
adicionada con una mezcla de acidos organicos y la segunda una mezcla de sales organicas. Ademas,
evaluaron dos dietas control (uno negativo y uno positivo adicionando 30 ppm de avilamicina como
antibidtico). Los resultados mostraron que, al proporcionar la temperatura dptima para la especie (16.5
°C), se obtiene un incremento mayor en las dietas adicionadas con 4cidos y sales orgdnicas (15.8 y 17.9%,

respectivamente) en contraste con ambos controles.

En cuanto a las enzimas digestivas de los organismos, es bien conocido que factores como la edad y talla
del organismo, la temperatura de cultivo, la dieta o incluso con el sexo del organismo en cuestién por
mencionar algunos pueden afectar la actividad de éstas (Serviere-Zaragoza et al., 1997). Se piensa que
estos cambios en la actividad enzimatica tienen como principal propdsito el incrementar el
aprovechamiento de los nutrientes presentes en la dieta. Bansenmer y colaboradores en 2016 evaluaron
la respuesta dependiente de la edad (1 y 2 afios) de la actividad enzimatica en H. laevigata respecto a la
temperatura del agua (14, 18 y 22 °C) y distintos niveles de proteina en la dieta. Los resultados mostraron
que conforme aumenta la edad del abuldn la actividad de enzimas digestivas (tripsina, amilasa y lipasa) se
puede disminuir hasta en un 53%. Ademads, mencionan que la actividad de lipasas y o amilasas

incrementaron respecto al incremento en la temperatura de cultivo.

Las enzimas presentes en el tracto digestivo de un organismo son un determinante clave en la
digestibilidad y asimilacién de los nutrientes. Enzimas tales como pepsina, tripsina y aminopeptidasas por
mencionar algunas, son las responsables de la digestidn de las proteinas presentes en la dieta. Serviere-
Zaragoza y colaboradores (1997) caracterizaron las enzimas proteasas del tracto digestivo en el abulén
azul H. fulgens con una talla inicial de aproximadamente 150 mm. Los resultados mostraron una actividad
proteolitica mayor en los fluidos intestinales y rectales a pH alcalino seguido del hepatopdancreas y por

ultimo del estdmago a pH 4acido. Ademas, se observaron diferencias en el intestino y recto donde se
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registré una actividad de tripsina de 0.05 y 0.18 U mg de muestra, respectivamente y de la quimiotripsina
de 3.38 y 1.85 U mg? de muestra, respectivamente. Ademas, reportan diferencias significativas en la
activada de estas enzimas respecto al sexo, siendo las hembras las que expresaban una actividad mayor.
Con el fin de tener un panorama mas completo sobre la actividad de las enzimas digestivas y su
comportamiento con respecto a la dieta suministrada en abulén Garcia- Esquivel y Felbeck (2006)
evaluaron la actividad de las enzimas digestivas a lo largo del tracto digestivo del abuldn rojo H. rufescens
alimentado con una dieta formulada y una dieta natural a base macroalgas. Los resultados mostraron la
presencia de dos regiones principales en la digestion: la regiéon donde se encuentra la glandula digestiva,
registrando actividad de celulasas y lisozimas, quimiotripsina y proteasas, asi como la regién de la boca e
intestino donde se registré actividad de lipasas y aminopeptidasas, dicha actividad se vio

significativamente modificada por la dieta suministrada.

Actualmente se conoce que la composiciéon de la dieta puede modificar la actividad digestiva de un
organismo. Sin embargo, el efecto de los acidos organicos sobre la actividad de las enzimas digestivas es
un area aun en desarrollo. Li y colaboradores (2009) reportaron que el acido citrico en la dieta (i.e., 10 g
kg?) dio como resultado un aumento en la actividad de las proteasas acidas en un 29.6 % en el tracto
digestivo de la tilapia Orechromis niloticus x Orechromis aureus de aproximadamente 150 g de peso.
Ademds, reportan que la actividad de amilasa en intestino (54,464.3 + 2063.2 y 113,482.8 + 6534.6 U g!
por pez, respectivamente) eran elevadas debido a los cambios en el pH intestinal inducidos por el acido
citrico en la dieta. Resultados similares se observaron en el presente trabajo, donde la actividad de
proteasas fue significativamente mayor en los organismos alimentados con la dieta con un pH 5 (0.56 +
0.11 U g de muestra) respecto a los alimentados con la dieta control y la dieta con un pH 7, los cuales
presentaron una actividad de 0.18 + 0.05 y 0.37 + 0.03 g'! de muestra, respectivamente. Por el contrario,
en el presente trabajo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la actividad de
amilasa entre los distintos tratamientos. Sin embargo, existe un ligero aumento en los organismos
alimentados con la dieta pH 5 con una actividad de 0.174 U g de muestra. Resultados similares son
reportados por Su y colaboradores (2014) en camardn Litopenaeus vannamei de aproximadamente 5.57
+ 0.21 g donde se evalué la actividad de proteasas y amilasas tras ser sometidos durante 45 dias a una
dieta con distintas concentraciones de &cido citrico (0.0.1.0,2.0.3.0,4.0 y 5.0 g kg™). La actividad de amilasa
respecto a las dietas no presenté diferencias significativas. Por otra parte, Castillo y colaboradores (2014)
realizaron la inclusion de tres distintos acidos organicos lactato de calcio (1.5 y 3 %), 4cido citrico (0.75 y
1.5 %) y dicromato de potasio (0.75 y 1.5 %) en la corvina roja Sciaenops ocellatus de 8.01 + 0.29 g. Los
resultados mostraron que el pH estomacal se relaciond con el pH de la dieta experimental generando un

aumento en el peso conforme incrementaba el porcentaje de inclusién del acido organico (1.5%). Dicho
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crecimiento se le atribuyd al incremento en la actividad de las enzimas digestivas donde la pepsina (enzima
presente en estdmago), tripsina y lipasa (enzimas pancreaticas secretadas al intestino) asi como leucina
aminopeptidasa y fosfatasas (enzimas del borde de cepillo intestinal) presentaron mayor actividad
conforme aumento la inclusién de dcido orgdnico en la dieta. De manera similar la actividad de tripsina 'y

leucina aminopeptidasa se vio afectada por el pH de la dieta en el presente trabajo.

En los resultados de la digestibilidad in vitro de las dietas experimentales utilizando un homogenizado del
tracto digestivo de los abulones en el presente trabajo indicaron un mayor grado de digestibilidad (i.e.,
grado de hidrdlisis) en la dieta con pH 5 y la dieta control con DH de 8.12 y 8.96 %, respectivamente. En
contraste, las dietas con pH 7 y pH 8 resultaron con valores de DH menores al 3%. Hoy en dia, se conoce
que la adicién de 4cidos organicos en la dieta da como resultado un mejor aprovechamiento de los
nutrientes (Li et al., 2009; Khajepour y Hosseini, 2012; Castillo et al., 2014). Dentro de las hipédtesis
asociadas a esto en animales rumiantes se encuentran las siguientes: la adicion de acidos organicos reduce
el pH gastrico lo que conduce a un aumento de la actividad enzimatica de la pepsina, el reducir el pH de la
dieta puede aumentar la solubilizacion de minerales lo que lleva a un mayor aprovechamiento y por
ultimo, la adicién de acidos organicos inhibe la colonizacion de microbios dafinos en el intestino los cuales
de cierta manera podrian estar utilizando nutrientes destinados al huésped. Dichas hipdtesis podrian
ayudarnos a explicar los valores de digestibilidad mas altos en la dieta con pH 5 respecto a los pH 7 y pH
8. Sin embargo, también pudiera estar ocurriendo que la dieta con pH 5 permite una solubilizacion mayor
de los nutrientes. Alarcén y colaboradores (2002) evaluaron diferentes fuentes de proteina utilizadas en
alimentos acuicolas mediante el sistema de pH-stat. Los resultados indicaron que al realizar una pre-
digestion acida en las distintas fuentes de proteina utilizadas se observaba un mayor grado de hidrolisis

(GH).

Castro Gonzales y colaboradores (1994) evaluaron el contenido proximal del alga Macrocystis pyrifera
durante invierno y verano, los resultados mostraron que en ambas épocas del afio predomina el contenido
de ceniza y carbohidratos. Por el contrario, menciona que las algas pardas poseen un bajo porcentaje de
nitrégeno y que gran parte de él no es de origen proteico. A pesar de este bajo porcentaje se considera de
calidad aceptable debido al perfil de aminodacidos. Ademas, dicho autor menciona que la digestibilidad in
vitro es mayor durante el invierno lo cual, esta relacionado con una disminucién en la concentracién de
alginatos debido a que estos complican la lectura de la muestra. Tomando como base estos resultados,

ayudaria a explicar la
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dificultad en el analisis de digestibilidad in vitro por medio del pH-stat en el presente trabajo. Sin embargo,
no se realizé la digestidon de las macroalgas a través del tiempo lo que nos hubiera ayudar a discernir mejor
este factor. Los resultados de digestibilidad in vitro del presente trabajo deben tratarse con cautela,
debido al tamafio de muestra. Cabe mencionar que el analisis en pH-stat de las dietas evaluadas
presentaron dificultades en la lectura debido a la viscosidad de la misma y los posibles problemas que
puede generar las lecturas del pH con el electrodo utilizado. Dado la naturaleza de la dieta es necesario la
implementaciéon de un electrodo para materiales viscosos (como el usado para medir pH en los alimentos)

que permita cuantificar el cambio del pH durante la digestidon por medio del método del pH-stat.

Se cree que los resultados del presente trabajo estan relacionados con lo mencionado por Castro-Gonzalez
y colaboradores (1994). Aunque no se cuenta con las cantidades y composiciéon de los ingredientes exactos
utilizados en las dietas experimentales dado que estan bajo patente, se puede inferir que estas contienen
una gran cantidad de carbohidratos y alginatos, asi como un bajo porcentaje de proteina soluble, factores
que dificultaron la lectura del pH por medio del pH-stat. Adicionalmente, por haber trabajado con una
formulacion cerrada por la proteccidn del secreto industrial (Algamar S.A de C.V.), no se puede llegar a
una conclusién concreta sobre los posibles factores que influyeron en los resultados del DH, debido en
parte a la falta de informacién sobre la composicion exacta de las dietas. Es necesario una mayor
caracterizacion de los ingredientes utilizados para lograr inferencias mds adecuadas sobre la misma. Otro
factor importante es la baja concentracion de proteina en las dietas, por lo que se recomienda buscar
alternativas que permitan concentrar la proteina soluble presente en la dieta y poder asi, realizar mas

mediciones.

Dentro de los trabajos acerca de la digestibilidad in vitro en abuldn se encuentra el realizado por Shipton
y Britz en 2002. En el cual, evaluaron la digestibilidad in vitro de 34 posibles fuentes de proteina utilizadas
en las dietas formuladas para abulén H. midae por medio de pH-stat. Dichas fuentes proteicas fueron
evaluadas individualmente utilizando un sistema de tres enzimas descrito por Hsu y colaboradores (1977).
Los resultados de estos autores indican que es posible utilizar la técnica para predecir de manera confiable
la digestibilidad aparente de la proteina tras ser comparada con los coeficientes de digestibilidad in vivo.
Dichos autores registraron que la fuente de la proteina influye en la digestibilidad de la misma, mencionan
que las fuentes de origen animal evaluadas tienen una digestibilidad mayor y mds rdpida a las fuentes de

origen vegetal

Por ultimo, es importante mencionar que la metodologia de digestibilidad in vitro por medio del pH-stat,

solo nos ayuda a simular una digestidn alcalina. Esto podria de alguna manera alterar los resultados de
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hidrolisis observados. Un claro ejemplo de esto se muestra en el trabajo realizado por Alarcén (2002) en
el cual evalud el efecto de una pre-digestién acida a los ingredientes y dietas antes de realizar la digestién
de las proteinas por medio de pH-stat. Los resultados mostraron diferencias significativas en el grado de

DH donde las dietas previamente acidificadas mostraron un mayor porcentaje de hidrolisis.

Hoy en dia se conoce que los cambios en la poblacidn y composicién de la microbiota intestinal tienen un
fuerte impacto en el rendimiento en términos de crecimiento, utilizacidon de nutrientes, respuesta inmune
y resistencia a organismos patdgenos. Estos cambios pueden estar sujetos a distintos factores fisicos,
guimicos y bioldgicos. En el presente trabajo se evaluaron las bacterias presentes en el tracto digestivo del
abuldn cultivables en los medios TSA y TCBS. De acuerdo con los resultados obtenidos se observé que el
conteo de bacterias heterdtrofas totales (BHT) no resulto con diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, las bacterias procedentes del tracto digestivo de los organismos alimentados
con la dieta pH 5y pH 8 mostraron un ligero incremento en las unidades formadoras de colonias (UFC) con
un promedio de 133,333 y 126,666 UFC, respectivamente. Resultados similares han sido reportados en
otras especies alimentadas con dietas formuladas a bajo pH (Ramli et al.,2005; Su et al., 2014; Chuchird et
al., 2015). Por su parte, Wing-Keong y Chik-Boon (2017) mencionan que el suplementar con acidos
orgdanicos en la dieta favorece el crecimiento de bacterias benéficas presentes en el tracto digestivo y

reduce las poblaciones potencialmente patégenas tales como el tipo Vibrio spp.

Goosen y colaboradores (2011) probaron tres mezclas de acidos organicos en contraste con un control
positivo adicionado con antibidtico y un control negativo (sin antibiético) en la dieta de juveniles de H.
midae de 2.1 +0.77 gy 23.4 £ 2.72 mm. El experimento se desarrollé en dos fases, una en condiciones de
temperatura controlada (16.5 °C) y la segunda en condiciones de temperatura no controlada (18.5 — 20.5
°C). Los resultados mostraron una mejora significativa en el peso y tasa de crecimiento de los organismos
alimentados con las dietas adicionadas con acidos orgénicos (27 mg dia y 76 um dia™) respecto al control
positivo (25.24 + 2.66 mg diat y 71.43 + 6.69 um dia?) y el control negativo (24.78 + 2.45 mg dialy 67.27
+ 4.19 um dial) en temperatura controlada. Sin embargo, los autores mencionan que no se logré
demostrar el efecto de los acidos organicos sobre la microbiota intestinal. Los estudios microbioldgicos
mostraron un total de 22 colonias distintas dentro de las que se encontraron 7 colonias Gram negativas, 9
Gram positivas y 6 colonias sin identificar. De manera similar, en el presente trabajo no se lograron
detectar diferencias significativas en los conteos de las bacterias cultivables en medios (TSA y TCB) como
resultado de los distintos tratamientos esto, debido a que los recuentos en placa mostraron variaciones
altas. Sin embargo, se lograron hacer observaciones cualitativas con respecto a ciertas bacterias que

dominaban la microflora intestinal cultivada en los distintos medios.
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Actualmente, se ha demostrado que la adicion de acidos organicos en la dieta inhibe el crecimiento de
varios tipos de Vibrio. La eficacia depende del tipo de acido, pH y dosis utilizada. Sin embargo, este
beneficio no es generalizado ya que influye significativamente por la especie en cuestiéon y el estadio de
vida en el que se encuentra. La carga de bacterias tipo Vibrio (BTV) en el presente trabajo resulto con
diferencias significativas en los organismos alimentados con la dieta pH 7 respecto a los demas
tratamientos. Actualmente se acepta que los acidos organicos tienen cierta eficacia antimicrobiana, la cual
puede ser bacteriostdtica y bactericida. Esto, se debe a su capacidad de atravesar la membrana
semipermeable de las bacterias y de esta manera disociarse en el citoplasma y modificar el pH neutro de
la misma acidificandolo y afectando procesos vitales (Wing-Keong y Chik-Boon, 2017). Esto podria ayudar

a explicar el incremento de las bacterias tipo Vibrio en los organismos alimentados con la dieta pH 7.

En organismos terrestres los acidos organicos han sido utilizados en el control de patégenos bacterianos y
como promotores en la salud del ganado. Especificamente en especies acudticas tales como el camarény
peces se ha demostrado que la inclusion de acidos organicos en la dieta reduce la poblacion de bacterias
potencialmente dafiinas en el tracto intestinal (Adams y Boopathy,2013; Silvia et al., 2013; Chucchird et
al., 2015). Ramli y colaboradores (2005) adicionaron dicromato de potasio (0,2,3y 5 g kg') en el alimento
formulado de la tilapia hibrida (Orechromis niloticus x O. aureus) de aproximadamente 16.7 g. Los
resultados mostraron una ganancia en peso y tasa de crecimiento respecto la adicién del acido. Ademas,
tras ser sometidos a un reto con V. anguillarum se mostraron mejoras en la resistencia al patégeno al
incrementar la dosis del acido orgédnico en la dieta. Wing-Keong y Chik-Boon (2017) mencionan que la
colonizacion de bacterias benéficas en el intestino puede inhibir el crecimiento de otras por competencia
directa. Sin embargo, en el caso particular del abulén no se ha reportado un efecto significativo en la

adicion de acidos organicos respecto a la microflora intestinal.

Por ultimo, es importante mencionar que la adicidn de acidos organicos en las dietas formuladas no solo
trae consigo una disminucién en los costos de produccion. Recientemente se ha descubierto que también
presenta un beneficio en el organismo que lo consume, estos pueden ser en relacién al crecimiento,
ganancia en peso, un mayor aprovechamiento de los nutrientes o mayor resistencia a enfermedades por
mencionar algunos. En el presente trabajo la adicién de acido citrico en la dieta formulada ajustada a pH
5 presento una mejora en la estabilidad de la dieta durante su exposicion al agua (81.12 %). Asi mismo,
represento un beneficio en los abulones alimentados con ella. Por ejemplo, se observé un crecimiento
ligeramente mayor y una mejor digestibilidad in vitro, lo que a largo plazo puede resultar en un menor
tiempo de cultivo debido a una mayor eficiencia en el uso de esta dieta. El presente proyecto da pauta a

futuras investigaciones sobre la inclusién de acidos organicos en las dietas no solo de abuldn si no de las
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especies con potencial acuicola en la regidn. Esto, con el propdsito de investigar los beneficios de su

inclusion en la dieta.
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Capitulo 6. Conclusiones

e ElpH(5,7,8) de la dieta formulada afecto la estabilidad de la misma. En el presente trabajo la dieta
con pH 5 tiene una mayor estabilidad (81.12 %) durante su exposicién al agua respecto a la dieta

pH7vy38.

e Enlosjuveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con la dieta formulada a pH 5 se observé un
crecimiento y supervivencia promedio mayor en comparacion con abulones alimentados con las

dietas de pH 7 y 8, asi como del control con la dieta fresca de Macrocystis pyrifera.

e El contenido proteico en musculo de los juveniles de abuldn azul aumenté de la condicidn inicial a
la final. El porcentaje de lipidos en musculo fue significativamente diferente entre tratamientos,
los abulones alimentados con la dieta control resultaron con un menor porcentaje de lipidos en
musculo (0.12 £ 0.01 %). En cuanto al porcentaje de proteina, carbohidratos, ceniza y humedad en

musculo de los abulones, no existieron diferencias significativas.

e La actividad enzimatica de proteasas alcalinas, tripsina, quimiotripsina, leucina aminopeptidasa y
lipasa en los juveniles de abulén azul H. fulgens evaluada en el presente trabajo no se vio

significativamente afectada entre las dietas formuladas con distinto pH.

e Laactividad enzimatica de la amilasa fue similar entre tratamientos lo que se relaciona con un alto

contenido de carbohidratos en las dietas formuladas y la macroalga utilizada como control.

e El mayor porcentaje de hidrolisis se observd en los extractos enzimaticos de los abulones
alimentados con la dieta formulada con pH 5 (GH= 8) asociado a una mayor solubilizacién de la

proteina soluble en la dieta.

o El contenido de bacterias heterdtrofas totales del tracto digestivo de los abulones alimentados
con los diferentes tratamientos, no presento diferencias significativas. En contraste, el conteo de
bacterias tipo Vibrio fue significativamente mayor en abulones alimentados con la dietaa Ph 7. La
caracterizacién morfotipica de las bacterias heterdtrofas totales aisladas del tracto digestivo de
los abulones alimentados con los diferentes tratamientos mostré que todas eran Gram negativas

Yy, en su mayoria, presentaron forma de cocobacilos.
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e La dieta formulada ABKELP® con pH 5 presenté mayor estabilidad en el agua (81.12 %), y los
juveniles alimentados con ella obtuvieron un crecimiento ligeramente mayor y una mejor
digestibilidad in vitro, lo que a largo plazo puede resultar en un menor tiempo de cultivo debido a

una mayor eficiencia en el uso de esta dieta.



58

Capitulo 7. Recomendaciones

Evaluar el efecto del tipo y concentracion de acidos organicos en la dieta del abulén azul H. fulgens

sobre los indices de desempenio bioldgico, digestibilidad, y resistencia a enfermedades.

Determinar si el pH influye en la ingesta del alimento.

Determinar si existe una mejora en la absorcidn de nutrientes y minerales de acuerdo a la

concentracién de acidos orgdnicos en el alimento.

Determinar mediante histologia convencional si existe algun cambio morfoldgico en la estructura
del tracto digestivo del abuldon conforme la concentracién de acidos organicos en la dieta

formulada lo cual, trae consigo una disminucién del pH digestivo.

Especificamente en la evaluacion de la digestibilidad in vitro mediante la técnica de pH-stat se
recomienda buscar alternativas que permitan concentrar la proteina soluble presente en las dietas
con bajo porcentaje de proteina (ie., 5 al 10%) para poder realizar una estimaciéon mds adecuada

del grado de hidrolisis de la misma.

Realizar la medicion del pH y oxigeno en el tracto digestivo del abulén antes y después de ser
sometido a la dieta formulada para determinar si existe alglin cambio en relacion a la adicion de

acidos organicos en la dieta.

Utilizar un electrodo mds adecuado para muestras viscosas para poder cuantificar el cambio del

pH durante la digestion por medio del método del pH-stat.

Evaluar los ingredientes de la dieta formulada por separado por medio del pH-stat.

Realizar un anadlisis molecular de las bacterias presentes en el tracto digestivo de los juveniles de
abuldn azul H. fulgens para obtener una mejor caracterizacion de la microflora y complementar

con medios de cultivo especificos.
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Anexo 1

Colecta semanal

( Secar, moler y tomar un gramo de casa semana )

!

Muestra mensual (4 gramos)

Figura 14. Colecta mensual del alga Macrocystis pyrifera destinada para el analisis quimico proximal.
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Anexo 2
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Figura 15. Crecimiento ganado al final del periodo experimental de los juveniles de abuldn azul H. fulgens
alimentados con una dieta formulada con distinto pH (5,7,8) y un control con M. pyrifera. Los datos representan la
media mas su desviacion estandar. n= 3.
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Anexo 3
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Figura 16. Peso ganado al final del periodo experimental de los juveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con
una dieta formulada con distinto pH (5,7,8) y un control con M. pyrifera. Los datos representan la media mas su
desviacién estandar. n=3.
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Anexo 4
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Figura 17. Valores promedio de la longitud de la concha durante el periodo experimental de juveniles de abuldn azul
H. fulgens alimentados con una dieta formulada con distinto pH (5,7,8) y un control con M. pyrifera. Los datos
representan la media mas su desviacion estandar.



69

Anexo 5
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Figura 18. Valores promedio del peso durante el periodo experimental de juveniles de abulén azul H. fulgens
alimentados con una dieta formulada con distinto pH (5,7,8) y un control con M. pyrifera. Los datos representan la
media mas su desviacion estandar. n=3.
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Anexo 6

Tabla 7. Comparacion de la longitud de la concha y el peso de los juveniles de abuldn azul H. fulgens alimentados con
la dieta pH 5 y la dieta control con M. pyrifera mediante una prueba de T.

Valor de P

Longitud de la concha (cm) 0.184

Peso del organismo (g) 0.255




Anexo 7

Tabla 8. Tasas de crecimiento de Haliotis fulgens alimentado con distintas dietas.
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Especi Talla Tiempo Sistema Temperatur Tasa supervivenci
Autor Afio Titulo P experimenta . P Localidad L P Alimento crecimient P
e ) cultivo cultivo a o a
Dieta 44'2,6,Fm 49%
. formulada dia
Los lipidos
Durazo- en ‘Ia - Ejido 131 C
Beltran 200 nutricion del Halioti Eréndira Invierno
Y abulén azul, s 5.9 mm 329 dias . Abierto v
colaboradore 3 (Baja 211 C Alga fresca
molusco con fulgens " . . 48.31 um
s . California) verano (Macrocystis 1 37%
potencial de rifera) dia
cultivo Py
combinacié 61.77 um o
n de ambas dia? 54%
9
0 % » 31 um dia™ s.d.
sustitucion
Substitucion
de la harina 259% -
de sustitucion 27 um dia s.d.
Macrocystis
Nava- i Ejid
Gue:}/earo 200 pﬁg{:: gg ' Halioti Eréjrl1d?ra
Y s 15.09 mm 60 dias ; Abierto 20c
colaboradore 4 mosto de fulgens (Baja
s uva en 9 California) 50% 32 um dia™ s.d
alimento sustitucion o
balanceado
parael
abuldn azul
9
7.5 A’A . 24 um dia™ s.d.
sustitucion
100% L
sustitucion 26 um dia s.d.
Ensilaje o1
cocido 53 pum dia s.d.
Eluso de
ensilaje de
) pfescado Y — Bahia S
Vianay 199 visceras de Halioti 25 tortugas Ensilaje sin 61 um dia™ s.d
colaboradore abulén como s 18.3 mm semana Baji Abierto 20-23C cocer a o
s ingrediente fulgens s California
enla
alimentacién
delabuldn Alga fresca 1.5 um dia”
(Macrocystis : “1 s.d.
pyrifera)
I\(awcttlla 46.dGlOl.1m 83.23%
Fisiologia incerta a
digestivay
metabolismo
del abulén
verde Amphiphora 39.38 um o
Haliotis paludosa diat 81.7%
Vianay 200 fulgens Halioti
colaboradore 7 desde s 909.21 pm 90 dias s.d. cerrado 20+1C
s postlarvas fulgens
hasta Nitzshi 35.14
juveniles, itzs rq - ,fm 63.52 %
X thermalis dia
alimentado
con tres
diatomeas
diferentes b
Combinacié 51.37 um
.- 929
n de las tres dia™ 87.92%




Dieta pH 4 s.d s.d.
Efecto del pH
artificial, la Dieta pH S d d
estabilidad leta p s 50
delaguayla
dureza de las Halioti Laboratori
Riveroy 199 dietas sobre ode .
Viana 6 a fu/sens 14.5g. s.d. nutricién Abierto 22-24 C Dieta pH 6 sd s.d.
palatabilidad 9 (10-UABC)
del abulén
juvenil
Halioti
atotts Dieta pH 7 s.d s.d.
fulgens
Dieta pH 8 s.d s.d.
Crecimiento
y
supervivenci
adel abulén
azul Haliotis .
Macrocystis
fulgens en Isla de pyrifera
Gon??lez ) 199 barriles en Halioti 11 Cedros Maricultiv Eisenia 49.4 um
Avilés y Isla Cedros, s 12-15 mm R s.d. o 87 %
R meses (Baja o arboreay dia
Sheperd Baja fulgens " .
. . California) otras algas
California, . "
disponibles.
con una
revision del
cultivo en
barril de
abulén
Ulva sp.
rehidratada s.d.
Estado de la Eisenia
glandula arborea s.d.
digestiva e rehidratada
indice de
. alimentacion
Serviere- en abulén Halioti
z 201 Fluj i 1.6-47.8
Co;fg'f;o\:'e 6 verde juvenil s 31.67 mm 136 dias s.d. conijij:uo 20+1C Macrycyst/s m diat
Haliotis fulgens pyrifera W s.d.
s fulgens rehidratada
alimentados
con
macroalgas .
Egregia
rehidratadas g gl "
menziesii s.d.
rehidratada
Porphyra
perforata s.d.
rehidratada
Ulva sp. L o
rehidratada 16 |.1r1n dia 4%
Crecimiento
Yy Macrocystis
composicion pyrifera maéﬁm 69 %
bioquimica rehidratada
Pérez- del abulén Halioti
Estraday 201 verde juvenil s 31.67 mm 136 dias s.d. Flujo 20+1C Porphyra 15.1 um
colaboradore 1 Haliotis fulgens continuo perforata diat 67 %
s fulgens 9 rehidratada
alimentado
con
macroalgas Eisenia
rehidratadas menziesii 17&2!’?“ 59 %
rehidratada
Eisenia
arborea 12 um dia™ 65%
rehidratada
Serviere 00 Crecimiento 17.3mm 106 dias F|L!]O 20+1C Macr(.)cystls 5 4? Tg 93%
Zaragozay 1 de abulones continuo pyrifera dia



colaboradore

juveniles,

Eisenia
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s Haliotis 1'5,2 Tg 93%
arborea dia
fulgens
Philippi, Halioti Eréndira,
alimentados s l_3a]a ) Gelidium 2.07mg 89%
con fulgens California robustum dia®
diferentes
dietas. Dieta 4.39 mg
.- 97 %
artificial dia” %
Crecimiento
y
composicion Macrocystis
bioquimica pyrifera 39 um dia™ 96 %
tisular de Temperatur
Haliotis Bahia are zlar (18
Ponce- Diazy 200 fulgens a Halioti Asuncién Fluio _ gl )
colaboradore temperatura s 29 mm 120 dias Baja AJ v
4 e continuo temperatura
s s elevadas en fulgens California
K elevada (20
Baja Sur
X . -28CQ)
California Fisenia
bajo dos 16 um dia™ 95%
" arborea
dietas secas
de algas
pardas
Harina 13.5um d
Desarrollo pescado dia? s.d.
de dieta para
juveniles de
abulén
Vianay L Halioti
colaboradore 199 Haliotis s s.d. 90 dias s.d. s.d. s.d.
s 3 Julgens fulgens
Evaluac.lon Har|'n3 17 um dia™ s.d.
de dos dietas caseina
artificiales y
macroalgas
Harina d
arina de sd sd

macroalgas




