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Resumen de la tesis que presenta Alondra Nayeli Martinez Franco como requisito parcial para la obtenciéon
del grado de Maestra en Ciencias en Acuicultura.

El efecto de la frecuencia de alimentacion en el desempefio biolégico, digestibilidad de la dietay
expresion de genes de saciedad en juveniles de lobina rayada (Morone saxatilis) cultivados en agua
marina

Resumen aprobado por:
Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Director de tesis

En el cultivo de peces, una estrategia de alimentacidon adecuada es de suma importancia para disminuir
costos de produccidn. Morone saxatilis, es una de las especies con gran potencial econdmico, no obstante,
su cultivo se ve comprometido debido a los escasos estudios relacionados con la alimentacion en
condiciones locales. El objetivo fue evaluar la frecuencia de alimentacién sobre el desempefio biolégico,
digestibilidad y genes de saciedad en juveniles de M. saxatilis cultivada en agua marina a 21°C durante 56
dias. Un total de 708 organismos (con un peso promedio inicial de 21.97 + 0.26 g) distribuidos
aleatoriamente en 12 tanques con una densidad de 59 peces por tanque. Fueron alimentados a saciedad
con una dieta comercial Ewos® (54% proteinas, 14% lipidos) con cuatro frecuencias de alimentacién; una
cada 4 h cuatro veces al dia, una cada 12 h dos veces al dia, una cada 24 h una vez al diay una cada 48 h
una vez cada dos dias (Al4h, Al12h, Al24h y Al48h, respectivamente). Los resultados indican que la
frecuencia de alimentacién influye significativamente en el desempefio biolégico, la eficiencia alimentaria,
composicion muscular y expresion de genes de saciedad en juveniles de M. saxatilis. La frecuencia Aldh
presentd mayor ganancia de peso (40.21 + 1.63 g) y TCE (1.77 + 0.04 %), mientras que Al48h resulto con
un mejor TCA (0.91 + 0.03 %) y TEP (2.03 = 0.06 %). En la composicién muscular, Al4h mostré mayor
porcentaje de proteinas (77.63 £ 1.16 %) y menor porcentaje de lipidos (16.00 £ 1.21 %). En lo que respecta
a la expresion de los genes de saciedad (orexina y leptina) sus respuestas varian en funcion de la frecuencia
y alimento ofrecido, donde los peces del tratamiento Al48h resultaron en una mayor expresion de la
orexina y los peces del tratamiento Al4dh resultaron con una mayor expresion de la leptina. Bajo nuestras
condiciones de cultivo, la frecuencia de alimentacién adecuada para obtener el mejor crecimiento es
Al24h, sin embargo, si se quiere reducir los costos operativos mejorando la eficiencia alimenticia, la
frecuencia alimenticia es Al48h.

Palabras clave: Lobina rayada, frecuencia de alimentacion, desempefio bioldgico, eficiencia alimenticia,
expresion de genes de saciedad.



Abstract of the thesis presented by Alondra Nayeli Martinez Franco as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

The effect of feeding frequency on biological performance, diet digestibility and satiety gene
expression in juvenile striped bass (Morone saxatilis) cultured in marine water

Abstract approved by:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Thesis Director

In the marine fish farming industry, one of the major challenges to reduce costs is related to feeding,
prompting the development of strategies to optimize feed utilization. Morone saxatilis is one of the species
that has shown great economic potential, however, local culture practices are compromised due to the
limited studies related to feeding frequencies. The objective of this study was to evaluate the effect of
feeding frequency on the biological performance, feed efficiency, digestibility, and satiety-related genes in
juvenile striped bass (M. saxatilis) reared in seawater at 21°C for 56 days. A total of 708 fish (with an initial
average weight of 21.97 + 0.26 g) were randomly distributed into 12 tanks with a capacity of 400 L resulting
in stocking densities of 59 per tank. The fish were fed to satiation with a commercial diet Ewos® (54%
protein, 14% lipid) under four feeding frequencies, once every 4 h four times per day, once every 12 h twice
per day, once every 24 h once per day and once every 48 h (once every two days) (Al4h, Al12h, Al24h, and
Al48h, respectively). The results of this research indicate that feeding frequency significantly affected
biological performance, feed efficiency, muscle composition, and the expression of genes related to satiety
in juvenile striped bass, but not survival or diet digestibility. The Al4h frequency resulted in the highest
weight gain (40.21 + 1.63 g) and SGR (1.77 £ 0.04%). Meanwhile, Al48h resulted in the best FCR (0.91 +
0.03%) and PER (2.03 + 0.06%) with lower feed intake (28.37 g). Al4h showed the highest muscle protein
content (77.63 £ 1.16%) and the lowest lipid content (16.00 + 1.21%). As for the expression of satiety genes
(orexin and leptin), responses varied with respect to the feeding frequency and feed availability, where fish
in the Al48 treatment resulted in higher orexin expression levels while fish in the treatment Al4 resulted in
higher leptin expression levels. Under our cultivation conditions, the recommended feeding frequency to
increase growth and feed efficiency was Al12h. Nonetheless, if the objective is to reduce operational costs
Al48h, is the optimal feeding frequency.

Keywords: Striped bass, feeding frequency, biological performance, feed efficiency, expression of satiety
genes.
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Modelo de regulacidn del apetito en peces teledsteos. Los controles orexigénicos (positivo) y
anorexigénicos (negativos) se integran en el hipotalamo mediante el control de sefiales periféricas
relacionadas con la ingesta de alimentos y almacenamiento de energia. Dichas sefales se
componen de péptidos (como el neuropéptido Y, orexina, péptido aguti, leptina, péptido YY,
péptido liberador de gastrina, etc.) y nutrientes que son detectados mediante sefiales metabdlicas
ante la ausencia o presencia de alimentos dentro del tracto gastrointestinal. Tomado y modificado
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Dibujo de M. saxatilis, €laboraciOn Propia. ......cccccceeecvreieeiiiieeeeiieeeesee e essiee e sree e e sree e e e sree e e e sabeeas 5

Sistema de recirculacion. A: Tanques experimentales, B: tanque de compensacion adaptado con
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Juvenil de M. saxatilis sacrificado para determinar los indices corporales. Se observa el corte
longitudinal en la musculatura dorsal con un bisturi para extraccion de visceras, grasa visceral e

Disefio de primers de orexina y leptina en el programa Geneious Prime. En el Panel A se muestra
el gen de orexina junto con los dos pares de primers disefiados. Los primers forward se
representan en verde oscuro, mientras que los primers reverse se indican en verde claro. En el
Panel B se ilustra el gen de leptina con sus respectivos dos pares de primers, utilizando la misma
convencién de colores: verde oscuro para los primers forward y verde claro para los primers
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Amplificacién de los genes leptina y orexina utilizando los primers disefiados. En el panel superior
se muestran los fragmentos correspondientes al tamafio esperado para el gen leptina. Se observa
la amplificacidon correcta en todas las muestras, excepto en la ultima, donde se detecta la
amplificacidon de multiples bandas. En el panel inferior, se aprecia la amplificacién de un fragmento
con el tamafio esperado para el gen orexina, sin evidencia de amplificacién de bandas multiples.

Expresion del gen de la orexina en cerebro antes de alimentar, en juveniles de lobina rayada (M.
saxatilis) alimentados durante 56 dias. Las barras representan media + desviacion estandar (D.E.)
de muestras por triplicado n=3 (exceptuando al tratamiento Al48h n=2). Letras en superindices
indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). Al4h= una alimentacion cada 4
horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una
alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacidon cada 48 horas........cccceceeevieesceeeiieesceeenns 27
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Produccion mundial de animales acuaticos

En el afio 2024, la FAO registré una produccion mundial de 185.4 millones de toneladas en peso vivo de
organismos acuaticos, estos datos representan un maximo histdrico significativo en relacién con afios
anteriores. De este total, la produccion acuicola (excluyendo las algas) alcanzé 94.4 millones de toneladas
representando el 51% del total, superando la produccidn de pesca de captura, que produjo 91 millones de
toneladas (49%). Del total de la produccién mundial de la pesca y acuicultura, el 89% fue destinado al
consumo humano, proporcionado el equivalente de 20,7 kg per capita (Food and Agriculture Organization

of the United Nations, 2024).

Para el afio 2050 se prevé que, ante el crecimiento exponencial de la poblacién, la acuicultura genere de
forma sostenible el 25% del consumo per cdpita de alimentos acudticos. Por ello, se busca actualmente
mejorar los sistemas acuicolas sostenibles mediante desarrollos tecnolégicos que optimicen,
principalmente, el uso y consumo de agua. Entre estas iniciativas destacan las buenas practicas de
alimentacién de precisién, la cual no solo satisface los requerimientos nutricionales de las especies
cultivadas, sino que también contribuyen a reducir costos y minimizar el desperdicio de alimento. Esto, a
suvez, mejora la calidad del agua y promueve mayor sostenibilidad tanto ambiental como econémica (FAO,

2022).

1.2 Optimizacidn de la nutricion acuicola

En la produccién acuicola, una de las grandes preocupaciones es el impacto ambiental, y la sostenibilidad
de los alimentos utilizados. Se ha identificado un uso excesivo de proteinas que no son completamente
aprovechadas por las especies cultivadas, lo que genera desperdicios significativos tanto econdmicos como
ecoldgicos. Esta ineficiencia resulta en la acumulacidn de fosforo y nitrégeno, promoviendo la acumulacidn
de residuos organicos que, a su vez, contribuyen a la eutroficacidon del agua (Madrid-Hernandez, 2019;

FAO, 2020).



Por lo tanto, uno de los retos en la produccion de organismos acuaticos es reducir la contaminacidn por el
desperdicio generado por el alimento no consumido (Abdo-de la Parra et al., 2020). En la industria acuicola,
el éxito en la cria de peces se encuentra determinada en gran parte por la calidad y cantidad de alimento,
asi como por la frecuencia de alimentacidn (Zakes et al. 2006), por lo tanto, una alimentacion correcta es
factor clave en el éxito de una unidad acuicola, principalmente en las primeras etapas de vida de los
organismos (Oliveira-Tenazoa y Delgado-Vargas, 2019), ya que el alimento representa el mayor costo
operacional (de hasta el 70%), por lo que se han desarrollado estrategias para eficientizar el

aprovechamiento del alimento (Spieler, 2000; Davis & Hardy, 2022; Vazquez-Vera et al., 2022).

1.3 Estrategia de alimentacion

La frecuencia de alimentaciéon es una de las estrategias con mayor impacto dentro de las industrias
acuicolas, ya que puede optimizar la eficiencia alimenticia, minimizan el desperdicio de alimentos (lo que
mejora la calidad del agua) y reducir los costos de produccién (Oliveira-Tenazoa y Delgado-Vargas, 2019;
Abdo-de la Parra et al., 2020). Se entiende como frecuencia de alimentacion, al nUmero de veces al dia que

se le es proporcionado el alimento a los organismos (Davis & Hardy, 2022).

Se ha demostrado que, en algunas especies de juveniles de peces marinos, es imprescindible tener altas
frecuencias de alimentacion, para poder tener un buen rendimiento de cultivo. Sin embargo, también se
ha encontrado que la sobrealimentacién provoca reducciones en cuanto a la eficiencia alimenticia y puede
causar una acumulaciéon de lipidos excesiva, por consecuencia genera grandes desperdicios que
incrementan los costos de produccién. Por otro lado, una subalimentacién afecta directamente al
crecimiento adecuado y la supervivencia de los peces, ya que no proporciona los nutrientes esenciales, lo
gue incrementa su susceptibilidad a enfermedades (Gliroy et al., 2006; Oh et al., 2018; Oliveira-Tenazoa y

Delgado-Vargas, 2019; Abdo-de la Parra et al., 2020).

Los estudios que se enfocan en la frecuencia de alimentacion en peces han concluido que los factores
abidticos mas importantes son los siguientes: calidad del alimento, sistema de cultivo, temperatura del
aguay el fotoperiodo; y de los factores bidticos son: la especie, etapa de vida, capacidad estomacal, tiempo
de digestion, talla, densidad de cria, y biorritmo de los peces. Debido a esto la frecuencia de alimentacién

es especie-especifica, por lo que todos estos factores son sustanciales para poder determinar una



frecuencia 6ptima para una especie determinada y se deben estudiar (Tsevis et al., 1992; Ganzon-Naret,

2013; Abdo-de la Parra et al., 2020, Davis & Hardy, 2022).

Si bien la frecuencia de alimentacidn 6ptima proporciona las herramientas necesarias para que se optimice
el cultivo de la especie aumentando la eficiencia alimenticia, absorcidn de nutrientes, digestién,
crecimiento y supervivencia, reduciendo asi los costos de produccion, también se debe considerar que se

aporten los nutrientes necesarios dentro del pellet (Abdo-de la Parra et al., 2020; Davis & Hardy, 2022).

1.4 Regulacidn en la ingesta de alimentos

La ingesta de alimentos es crucial para la supervivencia y el desarrollo de los organismos, ya que permite
una Optima asignacidn de recursos energéticos destinadas a satisfacer las principales demandas
metabdlicas y sistema inmunoldgico, asi como impulsar el crecimiento somatico, y mantener reservas de
energia garantizando la reproduccién (Rgnnestad et al., 2017). Tanto en los peces como en otros
vertebrados, la ingesta de alimentos es regulada por un sistema homeostatico controlado por hormonas
producidas en el cerebro y otros tejidos. Este proceso involucra sefiales periféricas y centrales integradas
en el hipotdlamo, que son consideradas parte del centro de integracion, y que se encargan de controlar el
apetito y el equilibrio energético (Rgnnestad et al., 2017). Esto Ultimo se debe a que estas sefales
periféricas, también incluyen las sefales que cuantifican los nutrientes mediante sistemas de deteccion
gastrointestinales y de aferencias vagales que se proyectan al cerebro (Rgnnestad et al., 2017; Butt et al.,
2019). El hipotalamo responde liberando sefiales enddcrinas que se dividen en dos grupos: orexigénicas,
que inducen el comportamiento alimenticio, y anorexigénicas, que inhiben el apetito (Rgnnestad et al.,
2017; Butt et al., 2019; Nadermann et al., 2019). Se tienen diversas hormonas y neuropéptidos
involucrados en la regulacion de la ingesta del alimento, pero en esta investigacion haremos énfasis en la
orexina, que es un neuropéptido orexigénico que es producido en el cerebro, mientras que la leptina es
una hormona anorexigénica, y es producida en los tejidos periféricos (tracto gastrointestinal, tejido adiposo
e higado), ya que es un indicador endocrino de las reservas de energia (Volkoff, 2016; Rgnnestad et al.,

2017; Butt et al., 2019).

En la Figura 1 se muestra un diagrama de algunas de las hormonas y neuropéptidos que han sido descritos
en teledsteos y que regulan la ingesta de alimento, en donde el hipotdlamo integra todas las sefiales que
son producidas en los diferentes drganos periféricos (Rgnnestad et al., 2017). Sin embargo, la informacién

disponible hasta ahora sobre la integracidn del sistema del apetito en teledsteos es diversa, limitada y poco
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estudiada. Ademas, puede variar en funciéon de los habitos alimenticios de cada especie y de los
mecanismos de adaptacion, existiendo grados de resistencia y/o adaptaciones que dependeran de la
morfologia intestinal del organismo (donde los peces herbivoros tienden a tener intestinos largos y
delgados en comparacidn a los peces carnivoros) (Bar y Volkoff, 2012; Won et al., 2012; Rgnnestad et al.,
2017; Butt et al., 2019). Los peces herbivoros suelen tener un suministro constante de alimento, mientras
qgue los omnivoros adaptan sus habitos de alimentacién a la disponibilidad de alimento, y por otro lado los
carnivoros suelen alimentarse de manera mas irregular debido a la menor disponibilidad de presas
adecuadas, por consecuencia, estos dos ultimos presentan mayor resistencia a la privacién de alimento.
Estas caracteristicas reportadas sugieren una gran diversidad de variaciones interespecificas en cuanto a la
regulacién endocrina del proceso alimenticio (Butt et al., 2019). Diversos estudios sefialan que los habitos
alimenticios influyen en la expresion y funcién de los reguladores del apetito, y que estas variaciones
pueden diferir entre especies. Sin embargo, esta relacién adn no esta completamente comprendida, lo que

resalta la importancia de integrar mds estudios comparativos.

Control
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Figura 1. Modelo de regulacion del apetito en peces teledsteos. Los controles orexigénicos (positivo) y anorexigénicos
(negativos) se integran en el hipotalamo mediante el control de sefiales periféricas relacionadas con la ingesta de
alimentos y almacenamiento de energia. Dichas sefiales se componen de péptidos (como el neuropéptido Y, orexina,
péptido aguti, leptina, péptido YY, péptido liberador de gastrina, etc.) y nutrientes que son detectados mediante
sefiales metabdlicas ante la ausencia o presencia de alimentos dentro del tracto gastrointestinal. Tomado y
modificado de Rgnnestad et al., 2017.



1.5 Morone saxatilis

La lobina rayada (Morone saxatilis) (Figura 2) es un pez anadromo, poiquilotermo con habitos alimenticios
carnivoros, es una especie originaria de la costa atldntica de América del Norte. Fue introducida en 1879
en el Océano Pacifico para estimular su pesca deportiva (Andersen et al., 2021). Esta especie ha
demostrado tener un gran potencial para la acuacultura, siendo comercializada para el consumo humano
dado que presenta un buen perfil nutricional (i.e., aminodcidos y dacidos grasos esenciales) y es
ampliamente apreciada en el mercado debido a que el tamafio para su comercializacién (1.36 — 2.72 kg)
se obtiene entre los 18 a 24 meses (Consejo Mexicano de Promocion de los Productos Pesqueros y
Acuicolas, 2015; Cano-Vera, 2019, Andersen et al., 2021; Vazquez-Vera et al., 2022). Actualmente es
cultivada en jaulas marinas en la isla de Todos Santos en Baja California, México por una empresa, Pacifico

Agquaculture, que se dedica a su comercializacién (Cano-Vera, 2019; Mayoral-Noriega, 2024).

La especie se caracteriza principalmente por tener un cuerpo alargado ligeramente comprimido que posee
franjas oscuras en la mitad superior de su cuerpo, alcanza medidas de 150 cm de largo con un peso maximo
de 35 kilogramos, con una longevidad de 25 afios (Instituto Nacional de Pesca y Acuacultura, 2022). No
obstante, el cultivo de esta especie se ve comprometido debido a los escasos estudios nutricionales, ya
gue aun no se tienen dietas especificas para esta especie cultivada en agua marina y bajo las condiciones
locales de Baja California, por lo que es necesario continuar las investigaciones relacionadas con la
nutricion y la alimentacién para poder utilizar dietas dptimas, asi mismo, se observa una notable carencia
de investigaciones centradas en frecuencias de alimentacidn, lo que resalta la necesidad de investigaciones
futuras. Hasta ahora, la mayoria de los estudios realizados se han centrado principalmente en hibridos de

la lobina.

Figura 2. Dibujo de M. saxatilis, elaboracién propia.



Capitulo 2. Antecedentes, justificacion, hipotesis y objetivos

2.1 Antecedentes

Los estudios han determinado que la frecuencia de alimentacion dptima es considerada especie-especifico,
por lo que es imprescindible establecer regimenes de alimentacidn para cada especie estudiada, con la
finalidad de aportar al conocimiento requerido para un cultivo mas eficiente (Oh et al., 2018). De este
modo, las practicas alimenticias optimizadas mejoran la eficiencia alimenticia, el consumo de alimento, el
crecimiento, la supervivencia, entre otros factores, reduciendo el desperdicio del alimento y costos de
produccidn (Oliveira-Tenazoa y Delgado-Vargas, 2019; Abdo-de la Parra et al., 2020). Por esta razdn, se han
llevado a cabo diversos estudios para determinar el protocolo de alimentacidon dptimo en especies de
interés acuicola, con el objetivo de establecer estrategias eficientes que optimicen la frecuencia de

alimentacion.

Una de las especies de las que se ha estudiado el efecto de la frecuencia de alimentacién es el rébalo de
bandas oscuras (Sebastes inermis). Oh et al. (2018) evaluaron la supervivencia, crecimiento, eficiencia
alimenticia y composicion bioquimica de juveniles de esta especie, donde las frecuencias de alimentacion
evaluadas fueron las siguientes; una racién cada 2 dias, una racién al dia, dos raciones al dia y tres raciones
al dia, alimentados a saciedad con una dieta comercial (51% de proteina). Estos autores encontraron que
la frecuencia de alimentacidon no afectd la supervivencia de los juveniles, sin embargo, los peces
alimentados con dos y tres raciones al dia tuvieron los mayores valores crecimiento y consumo de alimento.
En lo que respecta en la eficiencia alimenticia, indice de eficiencia proteica y tasa de alimentacion no se
vieron afectados por la frecuencia de alimentacion. Los autores encontraron que a medida que aumentaba
la frecuencia de alimentacion aumentd significativamente la cantidad de lipidos y proteinas en el
organismo completo, por lo que se concluye que la racién mas rentable para esta especie es de dos raciones

al dia.

Por su parte, Oh y Venmathi-Maran (2015), evaluaron la frecuencia de alimentar una, dos, tres y cuatro
raciones por dia, sobre el efecto en el crecimiento, consumo de alimento, y la composicidn corporal de
juveniles del pez perico rayado (Oplegnathus fasciatus) alimentado a saciedad con una dieta comercial
(42.5% de proteina). En este estudio, los peces alimentados con tres y cuatro raciones al dia, presentaron

las mayores tasas especificas de crecimiento y la tasa de alimentacidn, mientras que la tasa de conversion



alimenticia no se vio afectada por la frecuencia de alimentacion. Ademas, la variacién de tamafio en peso
de los peces al final del experimento disminuyd significativamente con el aumento de la frecuencia de
alimentacién (i.e., menos variacion de tallas). En cuanto a la composicion bioquimica, los contenidos de
lipidos aumentaron conforme la frecuencia alimenticia aumentaba. Estos autores concluyeron que la
frecuencia de alimentacion éptima, la cual estd destinada a mejorar el crecimiento en juveniles de O.
fasciatus, es de tres raciones por dia, ademas de reducir los costos operacionales, esto adecuandose a sus

condiciones experimentales.

También se han evaluado los efectos de la frecuencia de alimentacién en juveniles de la doncella
(Pseudoplatystoma fasciatum). En un estudio se evalud el efecto que tiene alimentar dos, cuatro y seis
raciones al dia, sobre el crecimiento, utilizacién del alimento y supervivencia, alimentados con una dieta
comercial (42% de proteina) a una tasa del 5% de su biomasa. Los resultados mostraron que los indices de
crecimiento, utilizacion del alimento y supervivencia no se vieron afectados por la frecuencia de
alimentacién, por lo que se concluyé que los juveniles de P. fasciatum necesitan ser alimentados con dos
raciones al dia, para tener un adecuado rendimiento productivo y reducir los costos operacionales (Guerra-

Grandez et al., 2009).

En otro estudio, Dwyer et al. (2002) evaluaron la frecuencia de alimentacion (4 raciones, 2 raciones, 1
racion al dia, y 2 raciones cada dos dias) sobre el consumo de alimentacién y crecimiento en juveniles de
la platija de cola amarilla (Limanda ferruginea) alimentados a saciedad. Los autores reportan que los peces
alimentados con menor frecuencia (una vez al dia y dos raciones cada dos dias), obtuvieron los mejores
resultados en cuanto a consumo de alimento y crecimiento. Estos autores, concluyen que este resultado
posiblemente se debid a la reduccién de la disponibilidad de alimento en cada racién, dado que los
organismos consumian mayor cantidad de alimento al momento de alimentarlos con menor frecuencia, en
comparacion a los que tuvieron mas raciones al dia (Dwyer et al., 2002). Por otro lado, se han evaluado los
efectos de la alimentacion y la inanicién sobre el rendimiento, y la composicidon quimica corporal de los
juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), los cuales fueron sometidos a 1, 2, y 3 dias de inanicion.
Los resultados arrojaron que 1 dia de inanicidn resulto en las mejores tasas de crecimiento, conversion

alimenticia y contenido bioquimico del organismo (Tasbozan et al., 2016).

Actualmente no se han evaluado los efectos de la frecuencia de alimentacién en lobina rayada (M.
saxatilis), ni se ha estipulado una frecuencia éptima, pero se tiene informacién con otras especies de

lobinas como la europea (Dicentrarchus labrax L.), el hibrido de la lobina rayada (M. saxatilis x M. chrysops)
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y la lobina asiatica (Lates calcarifer) (Tsevis et al., 1992; Liu & Liao, 1999; Biswas et al., 2010; Hassan et al.,

2021).

Tsevis et al. (1992) evaluaron en alevines de la lobina europea (Dicentrarchus labrax L.) diferentes
frecuencias de alimentacion (una, dos, tres y cuatro veces al dia) con diferentes patrones de alimentacion
(luz 12 h al dia y 24 h al dia), encontrando que el alimento consumido si se vio afectado por la frecuencia
de alimentacidn, al igual que la tasa de crecimiento especifico (TCE), donde los valores mas bajos fueron
para la menor frecuencia de alimentacidn (una vez al dia). Los autores concluyen que la frecuencia de

alimentacién dptima para alevines de lobina europea es de dos raciones al dia.

En juveniles de la lobina hibrida (M. saxatilis x M. chrysops), se evaluaron los efectos de la frecuencia de
alimentacién sobre peso, consumo de alimento, crecimiento y composicién corporal. Los peces fueron
alimentados con seis frecuencias de alimentacién; una racion diaria, dos raciones diarias (durante el dia),
dos raciones diarias (una de dia y una por la noche), tres raciones diarias (con intervalos de 3 horas), tres
raciones diarias (con intervalos de 6 horas) y cuatro raciones diarias. Estos autores encontraron que el
aumento de la frecuencia de alimentacion resulté en un aumento en ganancia en peso y mayor ingesta de
alimento, pero se disminuyd la eficiencia de conversidn alimenticia. Donde la tasa maxima de crecimiento
especifico fue en el régimen de tres raciones diarias (con 6 horas de intervalo), asi mismo indicaron una
baja variacién de tamaifo en los peces alimentados con mas frecuencias. Adicionalmente, los peces
alimentados con 3 raciones cada 6 horas obtuvieron los mayores valores de contenido de lipidos, mientras
gue no se encontraron diferencias significativas en el resto de los compuestos bioquimicos como proteinas
y cenizas. Estos resultados ayudaron a los autores a considerar que la mejor frecuencia de alimentacién

fue de 3 raciones con intervalos de 6 horas, bajo sus condiciones de cultivo (Liu y Liao, 1999).

Por ultimo, en alevines de lobina asidtica (Lates calcarifer) se encontré que al someterla a cuatro
frecuencias de alimentacion (Biswas et al., 2010; Hassan et al., 2021) con dos dietas comerciales de 55 y
46 % de proteina, respectivamente, la frecuencia alimenticia afecté significativamente la ganancia en peso,
TCE, supervivencia y TCA, encontrando que la menor frecuencia de alimentacion tuvo los valores mas
bajos. En ambos estudios se determiné que la frecuencia éptima para lograr un maximo rendimiento de
crecimiento, supervivencia y TCA es de tres raciones al dia, esto adecuandose a sus condiciones

experimentales.



2.2 Justificacion

La lobina rayada (M. saxatilis) es una especie marina de interés comercial debido a que posee una alta
calidad nutricional. Sin embargo, el cultivo de esta especie en agua marina presenta una notable falta de
informacion en lo que respecta a su alimentacidn bajo condiciones de cultivo, esto limita la mejora en la
produccidn acuicola de esta especie. Por lo que es de gran importancia establecer estrategias de
alimentacién para la optimizacién de su cultivo que maximicen el desempefio biolégico y, a su vez,
reduzcan los costos operativos. En este contexto, el presente estudio pretende abordar esta falta de
informacion para obtener datos mas precisos sobre las frecuencias de alimentacién, para generar nuevas
estrategias que mejoren el desempefio de los cultivos de esta especie bajo las condiciones locales e

impulsar el crecimiento de la industria acuicola de manera eficiente y sostenible.

2.3 Hipotesis

l. La frecuencia de alimentacion de 2 raciones cada 12 horas (Al12h) al dia presentara los valores mas
altos en cuanto al desempefio bioldgico, eficiencia alimenticia y digestibilidad de la dieta en

juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

. Las frecuencias de alimentacién menores a dos veces al dia (i.e., Al24h y Al48h) aumentara la

expresion de la orexina y disminuiran la expresion de la leptina.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la frecuencia de alimentacion sobre el desempefio bioldgico, eficiencia alimenticia,
digestibilidad de la dieta y expresion de genes de saciedad en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis)

cultivados en agua marina a 21°C.
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2.4.2 Objetivos especificos

VI.

Evaluar el efecto de la frecuencia de alimentaciéon sobre el desempefio biolégico (ganancia en peso,
incremento en peso relativo (IPR), biomasa final, tasa de crecimiento especifico (TCE) y

supervivencia) en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

Evaluar el efecto de la frecuencia de alimentacion sobre la eficiencia alimenticia (alimento
consumido (AC), tasa de conversién alimenticia (TCA) y tasa de eficiencia proteica (TEP) y los
indices corporales (factor de condicidn, indice hepatosomatico (IHS), indice viscerosomatico (IVS)

e indice liposomatico (ILS)) de los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

Analizar el efecto de la frecuencia de alimentacién en la digestibilidad de la dieta suministrada a

los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

Analizar el efecto de la frecuencia de alimentacién en la composicién bioquimica del musculo de

juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

Evaluar el efecto de la frecuencia de alimentacion en la expresidon de genes relacionados con la

saciedad (i.e., orexina y leptina) en los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

Evaluar el efecto de la frecuencia de alimentacion sobre los costos de alimentar a los juveniles de

lobina rayada (M. saxatilis).
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Capitulo 3. Metodologia

3.1 Condiciones experimentales

Los juveniles de lobina rayada (Morone saxatilis) se obtuvieron de la empresa Pacifico Aquaculture S.A.P.l.
de CV. y fueron transportados al laboratorio de peces marinos del Departamento de Acuicultura del
CICESE, donde se mantuvieron en condiciones éptimas de cultivo para la especie durante el periodo de
aclimatacion, y se alimentaron con una dieta comercial EWOS® de 2 mm (54% de proteina, 14% de lipidos,
10% de cenizas) tres veces al dia en intervalos de tres horas (09:00, 12:00 y 15:00) a saciedad aparente

durante 4 semanas.

Se distribuyeron aleatoriamente 59 organismos por tanque en un sistema de 12 tanques (n= 708
organismos) con un peso inicial promedio de 21.97 + 0.26 g. El sistema experimental consté de 12 tanques
de fibra de vidrio con una capacidad de 500 L adaptados a un sistema de recirculacidon de agua de mar, a
una salinidad de 35 ppt y una temperatura de 19-20 °C. El sistema de recirculacién acuicola estuvo
integrado por un tanque de compensacién y un sedimentador con una capacidad de 500 L, un biofiltro de
micro cuentas plasticas (Bubble bead filter, International Filter Solutions #5232586, USA) y un fraccionador
de proteinas, adaptado a una bomba de agua de % HP (Wave II- 2 speed pump, USA) y una bomba de
calor/frio (chiller) de 2 HP (Aqua Logic Inc. model 2TWB0018A1000AB, USA) (Figura 3). El sistema se
mantuvo con un recambio parcial del 20% del agua y se contd con aireacidon constante, los tanques
mantuvieron un flujo de agua de 0.8 litros por segundo. Se monitorearon diariamente con un analizador
YSI (model Pro-2030, USA) las mediciones de oxigeno disuelto (OD), salinidad y temperatura, mientras que
los compuestos nitrogenados (NAT, NHs, NH,4*), alcalinidad (ALK) y pH, fueron cuantificados cada tercer dia

con un kit colorimétrico (API®, USA)

El disefio experimental del presente estudio comprendia evaluar cuatro frecuencias de alimentacién; una
alimentacién cada 4 horas 4 veces al dia (Al4h), una alimentacion cada 12 horas dos veces al dia (Al12h;
control), una alimentacion cada 24 horas (Al24h) y una alimentacién cada 48 horas (Al48h). Dado que no
se ha establecido un régimen alimenticio éptimo para esta especie, se decidié basarse en la experiencia
acumulada en estudios previos realizados en el Laboratorio de Peces Marinos del Departamento de

Acuicultura, utilizando un régimen de dos raciones diarias como tratamiento de control.
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La clasificacién y horarios se muestran en la Tabla 1. Frecuencias de alimentacidn para los juveniles de lobina
rayada (M. saxatilis).. Cada tratamiento se realizé por triplicado (n=3) utilizando 3 tanques independientes
por cada régimen alimenticio. Los organismos fueron alimentados a saciedad aparente con la dieta
comercial EWOS® de 3 mm (54% de proteina y 14% de lipidos) y se cuantificd diariamente el consumo de

alimento por tanque, la duracién del experimento fue de 8 semanas.

Tabla 1. Frecuencias de alimentacidn para los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis).

Frecuencia
Régimen alimenticio de Horario de alimentacion
alimentacion
Aldh 4 08:00 — 12:00 - 16:00 — 20:00
Al12h 2 08:00 —20:00
Al24h 1 08:00
Al48h 1cada48 h 08:00

Figura 3. Sistema de recirculacion. A: Tanques experimentales, B: tanque de compensacion adaptado con un tanque
de sedimentacion, C: fraccionador de proteinas, D: biofiltro, E: bomba de calor. Elaboracidn propia utilizando el
software de modelado 3D SketchUp.
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3.2 Parametros productivos

Durante el bioensayo se realizaron dos biometrias, una inicial (dia 1) y una final (al dia 56) (Figura 4), donde
los peces fueron anestesiados con aceite de clavo (0.05 ml-L?). Una vez anestesiados, los peces se pesaron
con una bascula (Rhino, Bapre-3 con una capacidad max. de 3 kg y un min. de 10 g) y se midieron con un
ictiometro (Aquatic, Eco-Systems, Inc., USA), donde se registrd el peso total (g) y la longitud total (cm),

respectivamente.

L L AARRT A A
2 3 - 5

314
RERRRRRRS

Figura 4. Biometria final. Registro de longitud total de M. saxatilis con el ictidmetro.

3.2.1 Desempeiio biolégico

El desempefio biolégico de los organismos fue estimado por medio de las siguientes férmulas:

Peso final (g)
Peso inicial (g)

(1)

Ganancia en peso (g) =

Biomasa final (g) = ((Peso final (g)) x Total de peces al final del experimento) (2)

(Peso final (g) — Peso inicial (g))
x 100

Incremento en peso relativo (IPR) = ( Peso inicial (9)

Tasa de crecimiento especifico (TCE)

(In peso final (g) — In peso inicial (g)) (4)
=100 - - -
Tiempo determinado

N° de peces final

Supervivencia = ( )x 100 (5)

N° peces inicial
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3.2.2 Eficiencia alimenticia

Durante cada racidn de alimentacidn, el alimento fue pesado con una bdscula digital gramera (Lidert CE-
B200 con una capacidad max. de 200 y un min. de 0.01 g) y se estimé la eficiencia alimenticia por medio

de las siguientes férmulas:

Peso total de alimento consumido (g)

Alimento consumido (AC) = N° de peces total

Alimento consumido (AC) (g)

Tasa de conversion alimenticia (TCA) = Peso ganado (g)

[Peso final (g) — peso incial (g)])

Tasa de eficiencia proteica (TEP) = (Peso de la proteina consumida (g)

3.2.3 indices corporales

Al final del bioensayo, se utilizaron 5 peces de cada tanque (15 peces-tratamiento®) para determinar los
indices corporales. Los peces fueron sacrificados por sobredosis de aceite de clavo (SIGMA) (2 ml-L2); se
registré el peso total (g) y longitud total (cm) de cada organismo con una bascula y un ictiémetro
respectivamente, posterior a este paso los peces fueron diseccionados con un kit de diseccidn, para la
obtencidn de las visceras, higado y grasa visceral (Figura 5), a las cuales se les registro el peso. Los indices

corporales se calcularon mediante las férmulas obtenidas de Ni et al. (2021):

o Peso total del organismo (g)
Factor de condiciéon (FC) = < - ) x 100 (9)
Longitud total?
. . L Peso de visceras (g)
Indice viscerosomatico (IVS) = ( ) x 100 (10)
Peso total (g)
indice hepatosomatico (IHS) = (Peso del higado (g)> 100 (11)
ndice hepatosomatico (IHS) = Peso total (g) x
. Peso de grasa visceral
Indice liposomético (ILS) = ( Pegso total () (g)) x 100 (12)
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Figura 5. Juvenil de M. saxatilis sacrificado para determinar los indices corporales. Se observa el corte longitudinal en
la musculatura dorsal con un bisturi para extraccion de visceras, grasa visceral e higado.

3.3 Recoleccion de heces

Durante el bioensayo, la recoleccién de la materia fecal comenzé a las dos semanas después de alimentar
a los peces a saciedad aparente. Los peces fueron alimentados con la primera alimentacion del dia (8:00
am) y se esperd alrededor de 30 minutos y hasta 4 horas para que comenzaran a defecar los peces (el
tiempo dependio del tratamiento, siendo el tratamiento Al48h el que mas tardaron los peces en defecar).
La recoleccidn de heces comenzd antes de que comenzara el proceso de lixiviacion. La recoleccion de heces
se realizd cada dos dias, con un sifén y retenidas con un filtro de 140 um. Las heces fueron enjuagadas con
agua destilada para eliminar rastro de agua salada, se almacenaron en tubos falcéon de 50 mL, y se
mantuvieron a -20°C para su posterior analisis. Para preservar las muestras de heces, estas se liofilizaron a
-80°C durante 2 dias o hasta extraer toda la humedad, posterior a esto las heces se cuantificaron en una
bascula. Este proceso fue repetido hasta obtener 5 g de peso seco de heces por tanque, las heces secas se

refrigeraron a 4°C para su posterior analisis.

3.4 Analisis bioquimico

Se analizé la composicion bioquimica de la dieta, heces y musculo del organismo. Para la obtencién del
musculo inicial se utilizaron 2 peces en total, mientras que, para el muestreo final, se obtuvieron 2 peces
de cada tanque (6 peces-tratamiento™). Una vez eviscerados, se les realizé un corte longitudinal en la

musculatura dorsal con un bisturi para obtener el muisculo de cada pez. Los musculos fueron colocados en
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tubos falcén de 50 mL previamente etiquetados, y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis. A
todas las muestras se les determiné humedad, lipidos, proteinas y cenizas, siguiendo los protocolos de la
Asociacidn Oficial de Quimicos Internacionales (A.0.A.C., 2005). Asi mismo, los analisis se realizaron por

triplicado y se describen brevemente a continuacion;

3.4.1 Humedad

El contenido de humedad de las muestras se obtuvo colocandolas en la estufa de secado a 135 °C por 2
horas para extraer la humedad del musculo, dieta y heces. El contenido de humedad se calculé utilizando

la siguiente formula:

Peso muestra himeda — Peso muestra seca

% Humedad = ( ) x 100 (13)

Peso muestra himeda

3.4.2 Lipidos totales

A las muestras secas, se les realizé la extraccién de lipidos con el método de Soxhlet, usando éter de
petrdleo como solvente acarreador. El contenido de lipidos totales se calculé por medio de la siguiente

ecuacion:
o P1— P2
% Lipidos totales = (W) x 100 (14)

Donde:
P1 = Peso del vaso antes de la extraccion (g)
P2 = Peso del vaso después de la extraccion (g)

Pm = Peso de la muestra (g)



17

3.4.3 Proteinas totales

La extraccion de proteinas totales de las muestras secas se realizé siguiendo el método de microKjeldahl,
el cual consiste en tres procesos denominados: “digestion”, “destilacidon” y “titulacion”. El porcentaje de

proteinas totales se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacién:

] (V x N x meqN)
% Nitrogeno total = | —— (15)
Pm
% Proteina total = % Nitrégeno total x 6.5 (16)

Donde:

V = Volumen de HCL gastados al titular (mL)

N = Normalidad de HCL

meqN = miliequivalentes de Nitrogeno =0.014 g

Pm = Peso de la muestra (g)

3.4.4 Cenizas totales

La cuantificacidon de cenizas se realizd por medio de la incineracién de las muestras a 550 °C durante 6
horas en una mufla (Lindergerg/Blue M, modelo BF51842PBFMC-1), y por diferencia de peso se determind

el contenido de cenizas totales, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

) PC1—PC2
%Cenizas = <T> x 100 (17)

Donde:
PC1 = Peso del crisol con cenizas (g)
PC2 = Peso del crisol vacio (g)

Pm = Peso de la muestra (g)
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3.4.5 ELN

El extracto libre de nitrégeno (ELN) se calculd indirectamente con la siguiente férmula:

%ELN = 100 — (% proteina total + % lipidos totales + % cenizas) (18)

3.5 Determinacidn del Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA)

Para determinar el coeficiente de digestibilidad aparente de la dieta en cada tratamiento, se utilizé el
método de cenizas insolubles en acido (CIA) descrito por Van Keulen y Young en 1977, modificado por
Montafio-Vargas et al., 2002. Las muestras de heces de cada tanque fueron pesadas e incineradas a 500°C
en una mufla durante 4 horas. Las cenizas (50 mg) fueron hervidas en acido clorhidrico (HCI) al 2 N (5 mL)
cubiertas con un filtro de reloj. Una vez hervida la muestra, se filtraron con agua destilada y un filtro
Whatman (110 mm) previamente calcinado y pesado, con una bomba de vacio, este filtro fue incinerado a
450°C por 5 horas en una mufla (Lindergerg/Blue M, modelo BF51842PBFMC-1), y con el método
gravimétrico se obtuvieron las cenizas insolubles que se retuvieron en el filtro. Por medio de las siguientes

ecuaciones se calcularon los porcentajes de cenizas insolubles en acido (CIA):

Peso de ceniza insoluble (g)

% CIA = ( ) x 100 (19)

Peso de materia seca (g)

Una vez obtenido el porcentaje de CIA en las dietas y heces, se utilizo la siguiente férmula para obtener el

coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) de la dieta:

CIA% en dieta

%CDA = [100 - [——
e [100 (CIA%enheces

)] x 100 (20)

También se obtuvieron los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de proteinas y lipidos con la

siguiente férmula propuesta por Cho y Kaushik (1990):

%ND  %CIAH
%NH * %CIAD

% CDA (Proteinas y Lipidos) = <1 - )x 100 (21)

Donde:
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ND= % del nutriente en la dieta
NH= % del nutriente en las heces
CIAD= % de ceniza insoluble en la dieta

CIAH= % de ceniza insoluble en las heces

3.6 Expresion de genes de saciedad

Se evalué el efecto de la frecuencia de alimentacion en la expresidn relativa de los genes relacionados con
la regulacion del apetito; leptina y orexina. Para el andlisis de la expresién de la leptina se utilizaron
muestras de tejido del intestino distal e higado, mientras que el tejido cerebral se empled para evaluar la
expresion de la orexina. Las muestras fueron recolectadas antes y después de la alimentacién de los peces,
con un kit de diseccion (Figura 6), estas fueron estabilizadas en RNAlater y almacenadas a -80 °C para su

conservacion.

-
.

Figura 6. Extraccion de cerebro del juvenil de M. saxatilis.

3.6.1 Diseio de primers

Tras obtener el genoma de la lobina rayada (M. saxatilis), disponible en GenBank con el nimero de

referencia XM_035655406, el archivo fue importado al programa Geneious Prime (

Figura 7). Con base en esta secuencia, se disefiaron dos pares de primers, uno para la leptina y otro parala
orexina, ajustando el tamafio de los fragmentos amplificados a un rango de 100-200 pb. Posteriormente,

las secuencias de los primers se analizaron con la herramienta Primer-BLAST del NCBI para verificar su
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afinidad con M. saxatilis y otras especies. Como gen de referencia, se empled el 18S, cuya secuencia esta
disponible en GenBank bajo el nimero de acceso HM754483.1, garantizando asi una adecuada
normalizacion en la expresion génica. Una vez validados los primers, estos fueron sintetizados por la
empresa Eton Bioscience, Inc., en San Diego, CA, USA. Una vez obtenidos los primers, se evalud su
especificidad mediante amplificacidn por PCR y posterior analisis por electroforesis en un gel de agarosa al
2%, con el fin de asegurar la ausencia de multiples fragmentos en los tejidos correspondientes (Figura 8).

Tras la visualizacidn del gel, se selecciond un primer especifico para cada gen. Las secuencias de los pares

de offgoTTUCIESTITOS SE Presentam e ta 1apta 2:
A

AGCAAAGCAGCAGAAACAAGAGAATTACTGGTTTTGTGTCATATTTGTGOTTCGCCTCAATCGACGTCCATCGOTGTGCACATCACCAAAGATATAAAAGACACTTGTTCTTCCCCTC
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iGOAGATAAGAAAATTACATGACTCCCCTTCATACAAGCCAGAAGATGACGTGGTTCCCCGCCAACTTCCAGAAAGCTACTGGEATGGACACATCTAACAGOAAAGTCCTGGTGCT

hert CDS
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SCTTTTCATGTTECTTGCTGTCTCAACTGGCCTGTGATGCTCACAGTCTGTCCCGAGTGCTGCAGACAACCATCTCGCTCCTGCCGCCTCTATGTCTTGCTGTCTCGCTCTGCCAGCA
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| S—
ACACCTTTGGAGGACCTCTCACACGACATGCTCCCGCTCOGCATCCTCACTCTOLOGTAAACGLAAACACAATCACCATCCGCTTCCAGAGTCGCCTCCATCACCTCCTCCATOLCTCC
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TTTAAATTAAATAGTAGTATAAGCATACTGGGACTTTCAAAATCTAGTTTAAAAAAATAATTTTGTGATTTTCTTTCAACTGTGCCTTTTTCGAATTTGACATGATGTGCTT
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ATGCACTACACTCTGGCCATCCTGTTTTCTATGTTGCAACTTTTAAGTGTGAGCATGGCTOGCTCCTCTOGCCGGTOGGAAGTCGTGAAGATCAAATCCAAAGTG
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AAATGGATGGCTGAACAGCTAGTGGTTAGGCTGAACAGAGATTTCGAGGTAACATTCTGATTATGGTGACACAGAGTCTGAAGTGTTTACAAAGGTTGGTTT
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Figura 7. Disefio de primers de orexina y leptina en el programa Geneious Prime. En el Panel A se muestra el gen de
orexina junto con los dos pares de primers disefiados. Los primers forward se representan en verde oscuro, mientras
que los primers reverse se indican en verde claro. En el Panel B se ilustra el gen de leptina con sus respectivos dos



21

pares de primers, utilizando la misma convencién de colores: verde oscuro para los primers forward y verde claro
para los primers reverse.

primers Iepﬁna _
- - T e S

Primers de orexina

Figura 8. Amplificacion de los genes leptina y orexina utilizando los primers disefiados. En el panel superior se
muestran los fragmentos correspondientes al tamafo esperado para el gen leptina. Se observa la amplificacion
correcta en todas las muestras, excepto en la ultima, donde se detecta la amplificacion de multiples bandas. En el
panel inferior, se aprecia la amplificacion de un fragmento con el tamafio esperado para el gen orexina, sin evidencia
de amplificacidn de bandas multiples.

Tabla 2. Secuencia de pares de oligonucledtidos utilizados en la reaccidn de RT-qPCR, se muestra el tamafio de
ampliacién en pares de bases (pb), eficiencia de reaccidn (E) y coeficientes de determinacidn de Pearson (R?).

Gen Secuencia sentido (5’-3’) Secuencia antisentido (3’-5’) | Tamaiio pb E R?
18’S CGGTTCTATTTTGTGGGTTTTC CTTTCGCTTTCGTCCGTCTT 126 0.98 | 1.00
Leptina TGACATCTCTTCGCTGACGG CTCCATGCTCACGGTGTGAA 138 0.93 | 0.97
Orexina | TGAGGATCGCTTGCAGAGTC CTGATCGAGCCATCCAGTCC 133 0.91 | 0.93

3.6.2 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total de las muestras se empled el kit comercial RNeasy® de QIAGEN, siguiendo
el protocolo del fabricante. La calidad y cantidad del ARN extraido se evaluaron mediante
espectrofotometria a 260/280 nm usando un Nanodrop2000™ (ThermoFisher Scientific, USA).
Posteriormente, el ARN total fue sometido a una reaccién de limpieza de 20 pl utilizando el kit DNase |,

RNase-free de Thermo Scientific™ para asegurar la eliminacién de cualquier rastro de ADN.

3.6.3 Cuantificacion relativa

Finalmente, se llevd a cabo la sintesis de ADNc mediante la transcriptasa inversa utilizando el kit

SensiFAST™ SYBR® No-ROX One-Step de Meridian Bioscience® en preparaciéon para las posteriores
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reacciones de PCR. Se llevd a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-
gPCR) utilizando un termociclador Rotor-Gene (Corbett Research, Qiagen). La cuantificacion relativa de los
genes de interés se realizd aplicando el método ACr (Livak & Schmittgen, 2008), con umbrales y lineas base
establecidos automaticamente por el software del equipo para determinar los valores de Cry en ocasiones
el Cr se establecid manualmente. La expresion relativa se cuantifico con la siguiente ecuacién obtenida de

Schmittgen & Livak, (2008):

2—ACT_ [2— (CTGen deinterés __ cGende referencia)] (22)

3.7 Costos de alimentacion

Se calcularon los costos de alimentacién con base en el precio del alimento multiplicado por el consumo
de alimento y la eficiencia alimenticia (TCA), dando como resultado el costo general de alimentar a los

organismos durante el experimento en cada tratamiento.

3.8 Analisis estadistico

Se comprobd normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilk, y la homocedasticidad con la prueba de
Levene en todos los datos obtenidos del experimento. Si los datos se ajustaron con los supuestos
estadisticos se aplicd una prueba de varianza de una via (ANOVA) para determinar diferencias significativas
entre los tratamientos. Si se detectaron diferencias estadisticas entre tratamientos se les aplicé una prueba
post hoc de Tukey para identificar dichas diferencias. Silos datos no cumplieron los supuestos, se les aplico
una prueba de Kruskal-Wallis, si se detectaron diferencias estadisticas entre tratamientos, se les aplicé una
prueba post hoc de Dunn. Para el analisis de los datos de expresion génica (antes vs después de ser
alimentados), se utilizé la prueba de t-Student. Se establecié un nivel de significancia de P < 0.05. Se

utilizaron los programas estadisticos SPSS versién 25 y SigmaPlot versién 11.
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Parametros productivos

4.1.1 Desempeiio biolégico

En la Tabla 3 se observan los resultados obtenidos del desempefio bioldgico de los organismos alimentados
con las cuatro frecuencias de alimentacion. Se observa una tendencia, donde a mayor frecuencia de
alimentacién mayor desempeno biolégico, siendo el tratamiento Al4h el que presentd valores mayores con
respecto al peso final (61.95 + 1.72 g), ganancia en peso (40.21 £+ 1.63 g), biomasa final (6,195.25 + 172.21
g), IPR (184.96 + 6.74 %) y TCE (1.77 + 0.04 %), sin diferencias significativas con los tratamientos Al12h vy
Al24h. Sin embargo, el tratamiento AL48h presentd valores significativamente menores (P < 0.05) que
todos los demds tratamientos para cada una de las variables antes mencionadas (52.99 + 1.24 g, 31.15
1.31g,5,238.92+114.34g,142.65+6.73 %y 1.50 £ 0.04 %, respectivamente). Adicionalmente, se observd

gue ningun tratamiento tuvo un efecto significativo (P < 0.05) en la supervivencia de los organismos.

Tabla 3. Desempefio bioldgico y supervivencia de juveniles de lobina rayada (M. saxatilis), sometidos a distintas
frecuencias de alimentacion.

Aldh Al12h Al24h Al48h
Peso inicial (g) 21.74 £0.09 22.11+£0.17 22.20+£0.22 21.84+£0.22
Peso final (g) 61.95+1.72° 60.50 + 1.87° 58.64 + 2.08° 52.99 + 1.24°
Ganancia en peso (g) 40.21+1.63? 38.39+1.97° 36.44 £ 2.32° 31.15+1.31°
Biomasa final (g) 6,195.25 + 6,049.94 + 5,864.29 + 5,238.92 +
172.21° 186.67° 207.62° 114.34°
IPR (%) 184.96 + 6.74° 173.66 £ 9.85° 164.26 + 142.65 + 6.73°
12.32%
TCE (%) 1.77 £ 0.04° 1.71 +£0.06° 1.65 +0.08% 1.50 + 0.04°
Supervivencia (%) 100 100 100 99

Incremento en peso relativo (IPR), tasa de crecimiento especifico (TCE)

Los valores representan media + desviacion estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3.

Letras en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05)
Aldh= una alimentacién cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h=

una alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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4.1.2 Eficiencia alimenticia e indices corporales

En lo que respecta a la eficiencia alimenticia (Tabla 4), podemos observar que a mayor frecuencia de
alimentacién mayor AC, donde el tratamiento Al4h obtuvo numéricamente el mayor valor (43.65+1.13 g
pez 1), siendo similar al tratamiento Al12h (40.64 + 1.01 g pez 1), y estos fueron significativamente
diferentes (P < 0.05) al tratamiento Al24h (36.16 + 2.72 g pez ') y Al48h (28.37 £ 0.40 g pez ) siendo este
ultimo el valor numéricamente mas bajo. Con respecto a la TCA podemos observar que a menor frecuencia
de alimentacién hay mayor TCA, donde el tratamiento Al48h fue el que menor valor obtuvo (0.91 + 0.03),
siendo similar al tratamiento Al24h (0.96 + 0.02), pero significativamente diferente (P < 0.05) a los
tratamientos AL24h y AL48h. En la TEP se observa la tendencia de que a menor frecuencia de alimentacion
mayor utilizacién de la proteina, siendo el tratamiento Al48h el que mayor TEP obtuvo (2.03 + 0.06), sin
diferencias estadisticas con los tratamientos Al24h (1.92 + 0.05) y Al24 (1.92 + 0.05), pero los tratamientos
AL4h y Al12h fueron significativamente menores (P < 0.05) al tratamiento Al48h (2.03 + 0.06). En la Tabla
4, también se observa que la frecuencia de alimentacién no influyé en los indices corporales, como el FC,

IHS, IVS y ILS.

Tabla 4. Eficiencia alimenticia e indices corporales de juveniles de lobina rayada (M. saxatilis), sometidos a distintas
frecuencias de alimentacion.

Al4h Al12h Al24h Al48h

AC (g .pez?) 43.65+1.13° 40.64 +1.01° 36.16 + 2.72° 28.37+0.40°
TCA 1.09 £ 0.06° 1.06 + 0.05%® 0.96 + 0.02"* 0.91 £0.03°
TEP 1.71+0.10° 1.75+0.08° 1.92 +0.05% 2.03 £ 0.06°

FC 1.15+0.03 1.14+0.01 1.13+0.02 1.13+0.02

IHS 2.00+£0.26 1.95+0.09 1.94+0.11 1.93+0.07
VS 12.53 £ 0.65 12.64 £ 0.88 13.43+0.42 13.48 £ 0.04

ILS 2.88+0.19 2.84+0.25 3.25+0.19 2.77+0.25

- Alimento consumido (AC), tasa de conversidn alimenticia (TCA), tasa de eficiencia proteica (TEP), factor de condicidn
(FC), indice hepatosomatico (IHS), indice viscerosomatico (IVS), indice liposomatico (ILS).

- Los valores representan media + desviacion estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3.

- Letras en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05)

- Al4h= una alimentacion cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacion cada 12 horas dos veces al dia. Al24h=
una alimentacidn cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.

4.2 Coeficientes de Digestibilidad Aparente

En la Tabla 5 se presentan los valores de coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de la dieta y

nutrientes. No se presentaron diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05) en los valores de CDA
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de la dieta. Sin embargo, el porcentaje de digestibilidad de las proteinas disminuyé conforme la frecuencia
de alimentacién aumenté, siendo el tratamiento Al48h el que obtuvo el valor mas alto (80.81 + 1.31) con
respecto a los demas tratamientos, sin diferencias significativas con el tratamiento Al24h (76.64 + 2.98).
Mientras que en el porcentaje de digestibilidad de los lipidos se observa que el tratamiento Al24h (94.33
+ 0.93) fue similar al tratamiento Al4h (91.63 + 2.07), pero significativamente diferente (P < 0.05) a los
tratamientos Al12h (89.12 + 1.27) y AL48h (90.60 + 0.58).

Tabla 5. Coeficientes de Digestibilidad Aparente (CDA) de dieta, proteinas y lipidos.

Al4h Al12h Al24h Al48h
CDA Dieta 53.12+4.95 49.18 £7.32 46.18 £7.12 46.17 +2.13
CDA Proteinas 73.56 + 1.90° 74.44 + 2.61° 76.64 + 2.98% 80.81+1.31°
CDA Lipidos 91.63 + 2.07% 89.12 + 1.27° 94.33+0.93" 90.60 + 0.58°

- Los valores representan media * desviacién estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3.
- Letras en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05)

- Aldh= una alimentacién cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h=
una alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.

4.3 Analisis proximales del musculo

En cuanto a los anadlisis proximales del musculo de los peces (Tabla 6) se encontraron diferencias
significativas con respecto a la frecuencia de alimentacidn, a excepcion de las cenizas. En lo que respecta
a la proteina total, los peces alimentados con el tratamiento Al4h obtuvieron el mayor valor (77.63 = 1.16
%) y fue significativamente diferente (P < 0.05) a los demas tratamientos, siendo los peces alimentados con
el tratamiento Al12h los que obtuvieron el valor numéricamente menor (68.35 + 2.61 %) sin diferencias
significativas con AL24h (69.32 + 1.17 %) y Al48h (71.98 + 1.24 %). En los lipidos totales se observa que los
peces alimentados con el tratamiento Al12h obtuvieron el mayor porcentaje de lipidos (23.13 + 3.19 %),
sin diferencias estadisticas con Al24h (21.69 + 0.60 %) ni Al48h (19.98 + 1.04 %). Por su parte los peces
alimentados con el tratamiento Al4h (16.00 + 1.21 %) resultaron con porcentaje de lipidos numéricamente
menor, sin diferencias significativas con el tratamiento Al48h (19.98 + 1.04 %), pero significativamente

diferente (P < 0.05) a los tratamientos Al12h y Al24h.
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Tabla 6. Analisis proximales en base seca del musculo de juveniles de lobina rayada (M. saxatilis), sometidos a distintas
frecuencias de alimentacion.

Inicial Al4h Al12h Al24h Al48h

Proteina total 70.70+0.67 | 77.63+1.16° | 68.35+2.61° | 69.32+1.17° 71.98 +1.24°

Lipidos totales 17.95+0.26 | 16.00+1.21* | 23.13+3.19° | 21.69+0.60° | 19.98 + 1.04*

Cenizas totales 4.62 +0.35 4.18 +0.28 3.72+0.45 3.55+041 4.49 +0.47
ELN 6.73 2.19 4.80 5.44 3.55

- Los valores representan media + desviacion estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3.
- ELN: Extracto libre de nitrégeno.

- Letras en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05)
- Aldh= una alimentacidn cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h=
una alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.

4.4 Expresion de genes de saciedad

4.4.1 Orexina

La expresion relativa del gen de la orexina en cerebro se presenta en las siguientes Figuras (9-11), donde
se observa que la expresion de la orexina en el cerebro si se vio afectada por las frecuencias de
alimentacién, especificamente en los peces antes de que fueran alimentados del tratamiento Al48h con
respecto a los demas tratamientos (Figura 9) (P < 0.05), siendo este ultimo tratamiento el que presento
una mayor expresién de orexina. Si bien se observa el mismo comportamiento en la expresion relativa
después de que los peces fueran alimentados no se presentaron diferencias significativas con respecto a
los tratamientos (P < 0.05) (Figura 10). Adicionalmente, se evaluaron estadisticamente las diferencias en la
expresién de orexina antes vs después de la alimentacién en cada tratamiento (Figura 11), y no se

presentaron diferencias significativas (P < 0.05).

4.4.2 Leptina

La expresion relativa del gen de la leptina en higado se presenta en las siguientes Figuras (12-14), donde
se puede observar que esta expresion si se vio afectada por las frecuencias de alimentacién. En la Figura
12, se muestra la expresion relativa de los peces antes de que fueran alimentados, y en la Figura 13 después
de que los peces fueran alimentados, en ambas figuras se muestra que los peces del tratamiento Al4h

tuvieron valores de expresion de leptina mayores, siendo significativamente diferentes (P < 0.05) con
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respecto a los demas tratamientos. Por ultimo, en la expresidn antes vs después de alimentarse por cada
tratamiento evaluado (Figura 14), se puede observar que la expresidn de leptina en el tratamiento Al4h,
Al12h y Al48h tuvieron diferencias significativas (P < 0.05), observandose que aumentando su expresion

después de ser alimentados con respecto a antes de ser alimentados.

La expresion relativa del gen de la leptina en intestino de los peces se presenta en las siguientes Figuras
(15-17), donde se muestra la expresién relativa antes de que los peces fueran alimentados en la Figura 15,
y en la Figura 16, después de que fueron alimentados. En lo que respecta a la expresién de la leptina en el
intestino antes de que fueran alimentados, se puede observar un aumento en la expresién en los peces
del tratamiento Al4h, sin embargo, estas no fueron significativamente diferentes con respecto a los demas
tratamientos (P < 0.05). En lo que respecta a los peces después de ser alimentados, la expresion del
tratamiento Al4h presento los valores mas altos, no obstante, fue similar en los demds tratamientos,
exceptuando en el tratamiento Al24h, quien si presentd diferencias significativas (P < 0.05). En la expresion
de la leptina antes vs después de alimentarse de cada tratamiento evaluado (Figura 17) se encontraron
diferencias significativas (P < 0.05), en los peces del tratamiento Al4dh, y Al48h, aumentando su expresion

después de ser alimentados con respecto a la expresion antes de ser alimentados.

Expresidon génica de orexina en cerebro antes de comer
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Figura 9. Expresidn del gen de la orexina en cerebro antes de alimentar, en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis)
alimentados durante 56 dias. Las barras representan media + desviacién estandar (D.E.) de muestras por triplicado
n=3 (exceptuando al tratamiento Al48h n=2). Letras en superindices indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05). Al4h= una alimentacidn cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas
dos veces al dia. Al24h= una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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Expresion génica de orexina en cerebro después de comer
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Figura 10. Expresion del gen de la orexina en cerebro después de alimentar, en de juveniles de lobina rayada (M.
saxatilis) alimentados durante 56 dias. Las barras representan media + desviacién estandar (D.E.) de muestras por
triplicado n=3. Al4h= una alimentacidn cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h=una alimentacién cada 12 horas dos veces
al dia. Al24h=una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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Figura 11. Expresion del gen de la orexina en cerebro antes vs después de alimentar dentro de cada tratamiento
evaluado, en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis) alimentados durante 56 dias. Las barras representan media +
desviacién estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3 (exceptuando al tratamiento Al48h antes n=2). Al4h= una
alimentacion cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una
alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentacion cada 48 horas.
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Expresion génica de leptina en higado antes de comer
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Figura 12. Expresion del gen de la leptina en higado antes de alimentar, en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis)
alimentados durante 56 dias. Las barras representan media + desviacidn estandar (D.E.) de muestras por triplicado
n=3 (exceptuando al tratamiento Al48h n=1). Letras en superindices indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05). Al4h= una alimentacidn cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas
dos veces al dia. Al24h= una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacion cada 48 horas.
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Figura 13. Expresion del gen de la leptina en higado después de alimentar, en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis)
alimentados durante 56 dias. Las barras representan media + desviacion estandar (D.E.) de muestras por triplicado
n=3 Letras en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). Al4h= una alimentacién
cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una alimentacién cada
24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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Expresion génica de leptina en higado antes vs después de comer
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Figura 14. Expresion del gen de la leptina en higado antes vs después de alimentar dentro de cada tratamiento
evaluado, en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis) alimentados durante 56 dias. Las barras representan media +
desviacién estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3 ((exceptuando al tratamiento Al48h antes n=1). * indica
diferencias significativas entre antes vs después entre cada tratamiento (P < 0.05). Al4dh= una alimentacién cada 4

horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacion cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una alimentacion cada 24 horas.
Al48h= una alimentacién cada 48 horas.

Expresion génica de leptina en intestino antes de comer
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Figura 15. Expresién del gen de la leptina en intestino antes de alimentar, en de juveniles de lobina rayada (M.
saxatilis) alimentados con las frecuencias experimentales durante 56 dias. Las barras representan media * desviacion
estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3. Al4h= una alimentacién cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una

alimentacion cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada
48 horas.



31

Expresion génica de leptina en intestino después de comer
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Figura 16. Expresion del gen de la leptina en intestino después de alimentar, en de juveniles de lobina rayada (M.
saxatilis) alimentados durante 56 dias. Las barras representan media + desviacidn estandar (D.E.) de muestras por
triplicado n=3. Letras en superindices indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). Al4h= una
alimentacion cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una
alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentaciéon cada 48 horas.
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Figura 17. Expresion del gen de la leptina en intestino antes vs después de alimentar dentro de cada tratamiento
evaluado, en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis) alimentados durante 56 dias. Las barras representan media +
desviacién estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3. * indica diferencias significativas entre antes vs después
entre cada tratamiento (P < 0.05). Al4h=una alimentacidn cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada
12 horas dos veces al dia. Al24h= una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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4.5 Costos de alimentacion

Por ultimo, lo que respecta al costo general de alimentar a los organismos en cada tratamiento se muestra
en la Figura 18. Para estimar este valor se considerd el alimento Ewos® a un costo de $2.66 USD/kg. Se
observan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos, donde a mayor frecuencia de alimentacién
mayor es el costo de alimentar a los organismos, por kilogramo de pez producido, siendo el tratamiento
Al4h (2.89 £ 0.16 USD) el que presentd mayor costo de produccién, siendo similar al tratamiento Al12h,
mientras que el tratamiento Al48h presento el menor costo de alimentacién (2.42 + 0.07 USD), siendo

similar que el tratamiento Al24h.
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Figura 18. Costos de alimento por kilogramo de lobina rayada (M. saxatilis) producida durante 56 dias. Los valores
representan media + desviacién estandar (D.E.) de muestras por triplicado n=3. Letras en superindices indican
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). Al4h= una alimentacion cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h=
una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacidn
cada 48 horas.
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Capitulo 5. Discusion

Para un futuro sostenible de la industria acuicola, es imprescindible implementar estrategias que reduzcan
el consumo de alimento sin afectar la eficiencia alimenticia de los organismos. Es por ello que los estudios
relacionados con la frecuencia de alimentacién y su efecto en la productividad muestran un gran potencial
para cumplir con estos objetivos. Este estudio se enfocd en determinar la frecuencia de alimentacion
Optima para la lobina rayada (M. saxatilis) comparando alimentar cuatro veces, dos veces, y una vez por

dia, o una vez cada dos dias.

Los resultados del presente estudio indican que la frecuencia de alimentacién tuvo un efecto significativo
en diversos aspectos clave, incluyendo el desempefio bioldgico, la digestibilidad de la dieta, la expresion
génica y los costos asociados a la alimentacidn. Estos resultados subrayan la relevancia de establecer una
frecuencia de alimentacién éptima para maximizar el rendimiento y la eficiencia en el cultivo de juveniles
de lobina rayada (M. saxatilis) en condiciones de agua marina a 21 °C. Ademas, la implementacién de
estrategias alimenticias adecuadas no solo mejora el crecimiento y la salud de los organismos, sino que
también contribuye a la sostenibilidad econémica y ambiental del sistema de produccién. Este enfoque
representa una oportunidad para optimizar prdcticas acuicolas y reducir el impacto negativo asociado al

manejo inadecuado de recursos.

5. 1 Parametros productivos

5.1.2 Desempeiio biolégico

En el presente estudio se encontré que la disminucion de la frecuencia de alimentacidon afecta
directamente el desempenio bioldgico de los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis). Estos resultados son
consistentes a los reportados en diferentes especies de lobinas tales como lobina europea (Dicentrarchus
labrax L.), lobina hibrida (M. saxatilis x M. chrysops), y lobina asiatica (Lates calcarifer) (Tsevis et al., 1992;
Liu & Liao, 1999; Biswas et al., 2010, Ganzon-Naret, 2013). Los resultados obtenidos en la presente
investigacion indicaron que los peces alimentados con el tratamiento Al48h obtuvieron los valores mas
bajos en peso final, ganancia en peso y tasa de crecimiento especifico (TCE), esto hace alusién a que a

menor frecuencia de alimentacidn menor desempefo bioldgico. Estos resultados son consistentes con lo
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reportado para la lobina hibrida (M. saxatilis x M. chrysops) (Liu & Liao, 1999), lobina europea (D. labrax
L.) (Tsevis et al., 1992), lobina asiatica (L. calcarifer) (Biswas et al., 2010; Hassan et al., 2021) y el pez de
roca de bandas oscuras (Sebastes inermis) (Oh et al., 2018). Estos resultados pueden deberse a que existe
una menor ingesta de alimento en las frecuencias de alimentacion bajas (a diferencia de las altas
frecuencias de alimentacién, donde suelen tener un mayor consumo), por lo que los peces no logran
satisfacer sus requerimientos en cuanto a nutrientes y energia para ser destinados a un buen desarrollo
somatico, los que resulta en un aumento de su actividad natatoria para buscar alimento, provocando

mayores gastos energéticos, y una menor tasa de crecimiento (Biswas et al., 2010).

Por lo otro lado, también hay estudios que demostraron que la frecuencia de alimentacién no afectd
directamente al desempefio bioldgico, como lo encontrado en juveniles de lobina europea (D. labrax)
(Guroy et al., 2006), lucioperca (Sander lucioperca) (Zakes et al., 2006), tilapia azul (Oreochromls aureus)
(Vega-Villasante et al., 2011) y doncella (Pseudoplatystoma fasciatum) (Guerra-Grandez et al., 2009). Los
autores sugieren que esto podria deberse a que los peces no logran alcanzar su maximo potencial de
crecimiento al no regular adecuadamente su ingesta de alimentos. En otras palabras, su capacidad de
crecimiento se vio limitada por un aprovechamiento insuficiente del alimento disponible. Estos resultados
sugieren que la frecuencia de alimentacién tiene un efecto especie-especifico en el desempeio biolégico,
es decir, estos resultados pueden llevar a variar dependiendo de la especie, talla y edad del organismo,
calidad del alimento y sistema de cultivo, entre otros factores (Ganzon-Naret, 2013; Abdo-de la Parra et

al., 2020).

Por otra parte, en lo que respecta a la supervivencia de los peces, los resultados obtenidos en lobina hibrida
(Morone saxatilis x M. chrysops), doncella (Pseudoplatystoma fasciatum), tilapia azul (Oreochromls
aureus), lobina asiatica (Lates calcarifer), pez de roca de bandas oscuras (Sebastes inermis) (Liu & Liao,
1999; Guerra-Grandez et al., 2009; Vega-Villasante et al., 2011; Ganzon-Naret, 2013; Oh et al., 2018),
concuerdan con los obtenidos en la presente investigacion, donde la frecuencia de alimentacion no afectd
la supervivencia de los peces. En contraste, en lobina asiatica (Lates calcarifer) (Biswas et al., 2010; Hassan
et al., 2021), la frecuencia de alimentacion afectd significativamente la supervivencia. Donde la menor
frecuencia de alimentacién resulté en los valores mas bajos de supervivencia. Los autores hacen alusién
de que una disminucién en la frecuencia de alimentacidon puede aumentar el canibalismo entre los peces,
teniendo comportamientos agresivos al ser peces carnivoros y reduciendo su supervivencia. Los
comportamientos descritos previamente son habituales en M. saxatilis; no obstante, en la presente

investigacion, la implementacién de una alimentacion a saciedad ha logrado prevenir dichas conductas. En
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contraste, en los estudios de Biswas et al. (2010) y Hassan et al. (2021), donde los peces fueron alimentados
en funcion del porcentaje de su biomasa (10 % y 8 %, respectivamente) lo que resulto en un incremento

en los comportamientos agresivos, disminuyendo su supervivencia.

5.1.2 Eficiencia alimenticia e indices corporales

En el presente estudio se encontréd que el aumento de la frecuencia de alimentacién resulté en una
disminucién de la eficiencia alimenticia en los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis). Estos resultados son
consistentes con los reportados para la lobina hibrida (Morone saxatilis x M. chrysops) y en la lobina
asiatica (Lates calcarifer) (Liu & Liao, 1999; Biswas et al., 2010). Esto podria explicarse por el hecho de que
una mayor frecuencia de alimentacidn tiende a incrementar la cantidad de alimento consumido, lo que, a
su vez, favorece un aumento en la TCE. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el presente
estudio. Sin embargo, al tener intervalos mas cortos entre alimentaciones, se reduce el tiempo en que los
organismos tienen para aprovechar el alimento ingerido, reduciendo la digestién y absorcién de la dieta y
por consecuencia una TCA menos eficiente. Esto podria explicar los resultados encontrados en la presente
investigacion, donde los tratamientos Al24h y Al48h presentaron los mejores valores de TCAy TEP. Es decir
que tuvieron mayor aprovechamiento del alimento consumido, aun siendo estos los tratamientos que
menos alimento consumieron (i.e., valores mds bajos de AC (g.pez?)), por lo que se respalda el supuesto
de que los peces que son alimentados con menos frecuencia pueden adaptarse a tales condiciones,
aumentando su capacidad de digestién y absorcidn de los nutrientes en dieta, resultando en un mayor

aprovechamiento del alimento consumido.

Los resultados del presente estudio sugieren que para los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis)
cultivados bajo las condiciones anteriormente descritas, la frecuencia de alimentacién mas eficiente es la
de Al48h (i.e., una alimentacién cada 48 horas). Esto se basa principalmente en que este tratamiento
presentd mejor eficiencia alimenticia, tanto en TCA y TEP, es decir, que, aunque no presentd un mayor
desempeno bioldgico con respecto a los demas tratamientos, este si presentd mayor aprovechamiento del
alimento (ver tablas 4y 5). De hecho, el tratamiento de una alimentacion cada 24 horas (Al24h) no presentd
diferencias significativas con respecto a este tratamiento en cuanto a eficiencia alimenticia y reduccién de
costos de alimentacion, sin embargo, la frecuencia de alimentacién éptima, no solo se enfoca en la

reduccion de costos, sino en el aumento en la eficiencia de utilizacién del alimento consumido.
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En contraste, otros estudios han observado que una mayor frecuencia de alimentacion resulta en los
valores mas altos de alimento consumido, pero sin afectar la eficiencia alimenticia, como lo obtenido en la
doncella (Pseudoplatystoma fasciatum) (Guerra-Grandez et al., 2009), el pez de bandas oscuras (Sebastes
inermis) (Oh et al., 2018) y la tilapia azul (Oreochromls aureus) (Vega-Villasante et al., 2011). Esto pudiera
deberse a que los peces fueron alimentados con la cantidad y calidad necesaria de alimento, manteniendo
su eficiencia alimenticia. En lo que respecta a los indices corporales evaluados en el presente estudio, la
frecuencia de alimentacidn no los afecté significantemente. Esto concuerda con lo reportado para la lobina

europea (Dicentrarchus labrax) (Glroy et al., 2006) y la lucioperca (Sander lucioperca) (Zakes et al., 2006).

5.2 Coeficientes de Digestibilidad Aparente

Los valores obtenidos de digestibilidad aparente (CDA) en las dietas, indican que la frecuencia de
alimentacién no afecté significativamente la digestidén de la dieta, pero si la de los nutrientes. Por ejemplo,
los valores de digestibilidad de las proteinas y lipidos indican que, a menor frecuencia de alimentacion
mayor digestibilidad aparente de proteinas, pero menor la de los lipidos. Estos resultados sugieren que la
frecuencia de alimentacién si afecta la capacidad de utilizacion de estos dos nutrientes esenciales,
pudiendo afectar directamente procesos de absorcion y/o digestién. Donde el tratamiento Al48h tuvo
mayor digestibilidad de la proteina, esto concuerda con lo obtenido en los resultados de TCA y TEP, donde
se observé una mayor eficiencia de la utilizacién de la proteina consumida, es decir que, aunque estos
peces consumieron menor cantidad de alimento y por ende menor proteina, lograron aprovechar mejor la
menor cantidad de proteina para sus procesos anabdlicos y utilizarla mas eficientemente en generar tejido
muscular. Los resultados de CDA de las proteinas ayudan a explicar los resultados de TCA y TEP
mencionados anteriormente, donde una baja frecuencia de alimentacién, resulta en un mayor intervalo
entre alimentos, aumentando el tiempo de residencia del bolo alimenticio en el tacto digestivo y una mejor

digestién y aprovechamiento de los nutrientes.

Los estudios de digestibilidad son utilizados para determinar la capacidad que tiene el organismo en digerir
y absorber los nutrientes, y es fundamental para mejorar su eficiencia alimenticia, ya que, a una mayor
digestibilidad, se tiene mayor aprovechamiento del alimento. Sin embargo, se ha encontrado que estos
valores son especie-especificos, y a su vez pueden variar por la frecuencia de alimentacidn, la talla, edad,
temperatura del agua, método de recoleccion de las heces y calidad de la dieta suministrada (Valbuena-

Villareal et al., 2012). Por ejemplo, Moreno (2024) reporté para la lobina rayada (M. saxatilis) cultivada
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bajo condiciones similares, los coeficientes de digestibilidad de la dieta que van desde 69 a 78%. Estos
valores son mayores a los resultados obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, los valores de CDA de
la dieta del presente estudio son similares a los CDA reportados por Nogueda-Torres y Lazo (2024) para la
misma especie (51 a 69 %). Sin embargo, es importante mencionar que Moreno (2024) no utilizd un
alimento comercial como en nuestro caso, si no que elaboraron dietas experimentales especificas para esta
especie (y aparénteme mas eficientes), formuladas para cubrir los requerimientos nutricionales de la
lobina rayada cultivada en agua de mar a 21°C, basandose en los resultados de Nogueda-Torres y Lazo
(2024) para la misma especie. La importancia de elaborar dietas que cubran los requerimientos
nutricionales éptimos de la especie radica en que existira un uso eficiente de proteinas y lipidos, ya que
esto influird en procesos digestivos y absorcién de nutrientes. Este autor confirmo que un nivel lipidico de
11 % en la dieta de M. saxatilis era suficiente para cubrir sus requerimientos lipidicos, y confirmé que un
exceso de lipidos reduce la ingesta de alimento y la eficiencia digestiva de los peces, sobrecargandolo y
reduciendo la capacidad de absorber nutrientes de manera mas eficiente. Basandonos en estos resultados,
la dieta utilizada en la presente investigacidn (la dieta comercial EWQOS 54:14 P:L) no fue tan eficiente para
la M. saxatilis cultivada en agua de mar a 21°C, ya que contenia un 14% de lipidos y una relacién P:L mas
alta del recomendado (44:12) por Nogueda-Torres y Lazo (2024). Esto sugiere que esta dieta (EWOS®)

disminuyd la capacidad digestiva de los peces y la relacion entre nutrientes no era la mas adecuada.

5.3 Analisis proximales del musculo

En cuanto a la composicidn bioquimica del musculo de los juveniles de lobina rayada (M. saxatilis), se
encontré que la frecuencia de alimentacion afectd directamente los porcentajes de proteina y lipidos,
observandose que a mayor frecuencia de alimentacidn mayor porcentaje de proteina en el musculo, esto
concuerda con lo obtenido para la lobina asiatica (Lates calcarifer) (Hassan et al., 2021). En contraste, en
la lobina hibrida (M. saxatilis x M. chrysops) (Liu & Liao, 1999) se encontré que la frecuencia de

alimentacién no afectd el contenido de proteinas en el musculo.

En lo que respecta al porcentaje de lipidos, en este estudio se encontré que el tratamiento con mayor
frecuencia (Al4dh), presentd el porcentaje mas bajo de lipidos. Aunque este resultado concuerda con lo
reportado para el pez roca coreano (Sebastes schlegeli) (Mizanur & Bai, 2014), no concuerda con lo
reportado para la lobina hibrida (M. saxatilis x M. chrysops) (Liu & Liao, 1999), la lobina asiatica (Lates

calcarifer) (Hassan et al., 2021) y el pez de bandas oscuras (Sebastes inermis) (Oh et al., 2018), donde se
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menciona que con una alta frecuencia de alimentacién se observa una mayor acumulacion de lipidos en el
musculo debido al aumento de la actividad lipogénica, es decir que las altas frecuencias de alimentacién
causan cambios metabdlicos, donde el excedente de energia se acumula como reservas de lipidos. Esto
puede deberse que, al aumentar la frecuencia de alimentacién, se reduce la competencia por la comida
reduciendo los gastos energéticos, aumentando el almacenamiento de lipidos, sin embargo, es importante

mencionar que estos cambios metabdlicos pueden variar entre especies.

5.4 Expresion génica

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la frecuencia de alimentacién tiene un
efecto significativo en la expresidon de los genes orexina y leptina en juveniles de lobina rayada (M.
saxatilis). Este hallazgo es consistente con investigaciones previas que han demostrado que los habitos
alimenticios influyen directamente en la expresién de genes relacionados con la regulacién del apetito en
peces teledsteos (Volkoff et al., 2003; Picha et al., 2008; Murashita et al., 2008; Yokobori et al., 2011; Amiya
et al., 2012; Tinoco et al., 2012; Won et al., 2012; Volkoff, 2016; Bertucci et al., 2019).

5.4.1 Orexina

Se ha demostrado la funcién orexigénica de la orexina en mamiferos, ya que regula la ingesta de alimento,
no obstante, la participacion de este neuropéptido en peces teledsteos no ha sido estudiada tan
ampliamente (Yokobori et al., 2011), y actualmente no hay evidencia directa de la participacion de la
orexina en la regulacion del apetito en la lobina rayada (M. saxatilis) sometida a diferentes frecuencias de
alimentacién. Nuestros resultados sugieren variaciones en la expresién relativa de la orexina en el cerebro,
en funcién de la alimentacién (antes de ser alimentados) y la frecuencia en la que fueron alimentados.
Donde el tratamiento Al48h mostrd los valores mas altos de orexina, siendo diferente con respecto a los
peces de los demas tratamientos. Este resultado sugiere que la orexina si responde a cambios en la
frecuencia de ingesta de alimento. Esto respalda la idea de que este neuropéptido tiene un papel
importante en la regulacién del comportamiento alimentario en peces. En este contexto, estudios previos
han encontrado que la expresion de la orexina en el cerebro se encuentra directamente influenciada por
la privacién del alimento, este comportamiento se ha visto en algunas especies de peces, tal y como en el

pez cebra (Danio rerio) (Yokobori et al., 2011), en la platija barfin (Verasper moseri) (Amiya et al., 2012), y
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el pez dorado (Salminus brasiliensis) (Volkoff et al., 2016), donde los niveles de expresion aumentaban al
someterse al ayuno. Lo que apoya nuestros hallazgos de que la orexina en M. saxatilis responde a cambios
en la disponibilidad del alimento. Esto establece que el cerebro es uno de los principales tejidos
productores de orexina en los peces teledsteos, por lo que la orexina, actlia como un regulador orexigénico

durante la privacién de alimento.

Si bien, los valores de expresion de orexina no se vieron afectados disminuyendo su expresién después de
comer (Figura 11, expresion antes vs después de alimentarse), sugiere que los peces seguian presentando
hambre después de ser alimentados, aunque los datos presentaron ausencia de diferencias significativas
antes vs después de la alimentacidn en cada tratamiento, estos resultados sugieren que la expresion de la
orexina podria estar actuando a largo plazo, en lugar de reflejar cambios inmediatos dependientes de la
ingesta de alimento, recordando que las muestras después de alimentar fueron tomadas una hora después
de ser alimentados. Si bien esto podria refutarse por Volkoff et al. (2016) en el pez dorado (Salminus
brasiliensis), donde se encontré que la expresion cerebral de la orexina esta involucrada en la regulacion a
largo y a corto plazo de la alimentacidn y el apetito, debido que mostré cambios prepandiales (antes de

ingerir alimentos) y posprandiales (después de ingerir alimentos).

5.4.2 Leptina

En mamiferos, se ha demostrado que la leptina desempena un papel crucial en la regulacidn del apetito,
inhibiendo las vias orexigénicas responsables de estimular el apetito y activando las vias anorexigénicas
que lo suprimen. Ademas, la evidencia sugiere que la leptina actia como un mediador clave al transmitir
informacion sobre el estado energético del cuerpo al cerebro, desempefiando un papel fundamental en el
control del apetito. Sin embargo, el conocimiento sobre la regulacion de la leptina en funcion del estado
nutricional en peces es aun limitado, y equivoco, lo que subraya la necesidad de realizar investigaciones

adicionales en este campo (Volkoff et al., 2003; Murashita et al., 2008; Won et al., 2012).

En lo que respecta a la expresidon de leptina en higado, en este estudio se encontraron diferencias
significativas antes y después de la alimentacidn en los peces del tratamiento Al4h con respecto a los demds
tratamientos. Estos resultados respaldan la idea de que la leptina en el higado tiene un papel importante
en la regulacion del comportamiento alimentario en peces. Adicionalmente, se encontraron diferencias al
momento de comparar la expresion antes vs después en los peces del tratamiento Aldh, Al12h y Al48h. La

evidencia menciona que la leptina al ser un gen anorexigénico (que inhibe el apetito), se esperaria que la
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expresion de leptina estuviese disminuida antes de comer, y aumentara después de comer, esto debido al
control del apetito, ya que se interpreta que antes de comer los niveles son bajos, indicando hambre en el
pez, esto debido a que tiene reservas energéticas insuficientes, mientras que después de comer la
expresion de leptina debe ser alta ya que tiene suficientes reservas, es decir que el pez se siente saciado.
Nuestros resultados indican que la leptina podria ser un regulador a corto plazo de la ingesta alimentaria

en M. saxatilis en el higado.

Estos resultados concuerdan por lo reportado en la lobina hibrida (M. saxatilis x M. chrysops) (Won et al.,
2012), donde se encontrd que la expresién de la leptina hepatica fue sensible al estado nutricional, ya que
disminuyo su expresion en ayuno y aumento cuando los peces fueron alimentados. Y a su vez estos
resultados concuerdan con lo reportado en el pez dorado (Carassius auratus) (Tinoco et al., 2012), ya que
la leptina indicé cambios a corto plazo en la ingesta de alimentos en el higado, aunque fueron valores
independientes de las condiciones de ayuno y alimentacidn, esto solamente indica que la hormona
también tiene acciones pleitdpicas en peces, es decir que es multifuncional. Dicho lo anterior, esto
concuerdan por lo reportado para la carpa comun (Cyprinus carpio) (Huising et al., 2006), ya que no se
presentaron cambios significativos en la expresion génica de la leptina en el higado a corto plazo con un
ayuno prolongado, incluso en respuesta a la realimentacién, lo que podria sugerir una falta de correlacién

entre el estado nutricional y la regulacién de la leptina.

Si bien, en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Murashita et al., 2008) y en la lobina rayada (M.
saxatilis) (Won et al., 2012), la expresion de la leptina se dio exclusivamente en el higado, lo que sugiere
gue este érgano podria ser el principal sitio para la expresion de esta hormona en peces. Esta hipdtesis se
sustenta con el hecho de que el higado es un drgano clave en el almacenamiento de lipidos, ya que leptina
es producida principalmente en los adipocitos (Won et al., 2012). En lo que respecta en la carpa comun
(Cyprinus carpio) aunque se encontrd una mayor expresion de la leptina en el higado, aunque no fue el
Unico tejido en el que se expresd (Huising et al., 2006). Por lo que es imprescindible aclarar que se
desconoce la diferencia putativa entre la ubicacidn, la funcién y la regulacién del gen de la leptina en peces
(Tinoco et al., 2012). Asi mismo, actualmente se desconoce si la leptina es producida en proporcién al

contenido de lipidos hepaticos o a la masa adiposa en los peces (Won et al., 2012).

En la expresion de leptina en el intestino no mostrd variaciones significativas antes de la alimentacion, si
mostré diferencias después de la alimentacion, especialmente en el tratamiento Al4h con respecto al
Al12h, lo que sugiere que la leptina podria estar respondiendo a la ingesta de alimento o a cambios en el

estado nutricional previo. Lo que sugiere que la leptina en el intestino podria tener un papel modulador
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en la regulacién de la saciedad y el metabolismo. Adicionalmente, se encontraron diferencias al momento
de comparar la expresion antes vs después en el intestino, encontrando una regulacidn en la expresion de
la leptina en los peces de los tratamientos Al4h y Al48h, este comportamiento sugiere que la leptina actua
como una sefializacidn a corto plazo en la saciedad, estos resultados concuerdan en lo reportado en la
expresion de leptina en el higado (Figura 14), si bien la falta de diferencias estadisticas en el tratamiento

Al12h, puede indicar que la expresién de leptina en higado es mas sensible que la expresidn en el intestino.

Por su parte, Tinoco et al. (2012) hacen mencién de que el aumento postprandial (después de comer) de
la expresion de la leptina, puede también ser provocado indirectamente por la accion de otras hormonas
anorexigénicas, tal y como la insulina. Asi mismo se ha descrito a la leptina como una hormona
multifuncional, ya que también participa en la funcidon inmunolégica, reproductiva y en la homeostasis
energética. No obstante, el papel de la leptina en el equilibrio energético sigue sin estar claro en los peces
teledsteos (Won et al., 2012). Por lo que dichos niveles de leptina pueden variar conforme varia el estado
nutricional (Volkoff et al., 2003). Por todo esto, es importante que al interpretar los resultados de la
expresion génica de la leptina también se debe considerar las diferencias especificas entre especies y
condiciones experimentales. Nuestros resultados al igual que lo reportado por otros autores, sugieren que
la expresion de la leptina puede ser dependiente de su estado de alimentacién, y actuar como una

sefializacion a largo corto.

5.5 Costos de alimentacion

Se ha demostrado que la frecuencia dptima reduce los costos operativos, incrementando las ganancias y
reduciendo la contaminacidon del agua mejorando la calidad del medio ambiente (Hassan et al., 2021).
Debido a que los costos de alimentacidn pueden representar hasta el 70% del gasto operativo en los
sistemas de cultivo, la rentabilidad depende en gran medida tanto de la frecuencia de alimentacién como
de la calidad del alimento (Aderolu et al., 2010), ya que los productores necesitan optimizar los costos de

alimentacién para mantener precios competitivos dentro del mercado.

En nuestros resultados se encontrd que la frecuencia de alimentacién afectd directamente el consumo de
alimento, por consecuencia se afectaron los costos de kilogramo de lobina producida, donde a mayor
frecuencia de alimentacién mayor es el costo de alimentar a los organismos, estos resultados concuerdan

por lo reportado en la lobina asiatica (Lates calcarifer) (Hassan et al., 2021) y pez gato africano (Clarias
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gariepinus) (Aderolu et al., 2010), dénde la mayor frecuencia de alimentacién presentdé mayor costo de
produccidn. Estos costos estan directamente relacionados con el consumo de alimento AC (g.pezl), ya que
se ha registrado que una mayor frecuencia de alimentacion existe una mayor ingesta de alimento, pero

también con la tasa de conversién alimenticia (TCA).

Los resultados obtenidos sugieren que la alimentacidén cada 48 horas (Al48h) es una estrategia rentable
para el cultivo de lobina rayada (M. saxatilis) en agua marina bajo nuestras condiciones de cultivo, ya que
los peces mostraron el mejor aprovechamiento del alimento (ver Tabla 4). Tsevis (1992) sefiala que para
determinar una frecuencia éptima de alimentacidon es fundamental considerar diversos aspectos, tanto

fisiolégicos como econémicos, dependiendo del objetivo especifico de la unidad acuicola.

Sin embargo, cabe destacar que actualmente la lobina rayada se cultiva a una temperatura subdptima de
aproximadamente 16 °C, lo cual podria influir en los parametros fisioldgicos y metabdlicos de los peces.
Dado que nuestras condiciones experimentales se realizaron a 21 °C, seria importante reevaluar estos
pardmetros bajo las condiciones reales de cultivo a 16 °C para validar si la frecuencia de alimentacion
propuesta sigue siendo la mds adecuada y rentable en ese contexto. Esto permitiria ajustar las estrategias
alimenticias de manera mads precisa, optimizando el desempeno bioldgico y econdmico del sistema de

produccion.
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Capitulo 6. Conclusiones

Los resultados de esta investigacion indican que la frecuencia de alimentacién influye significativamente
en el desempefio bioldgico y la eficiencia alimentaria en juveniles de lobina rayada (M. saxatilis). La
frecuencia Al4h resulté en la mejor ganancia de peso (40.21 + 1.63 g) y tasa de crecimiento (TCE) (1.77 +
0.04 %) sin diferencias significativas respecto a Al12h y Al24h, mientras que Al48h optimizé la tasa de
conversidon alimenticia (TCA) (0.91 = 0.03 %) vy eficiencia proteica (TEP) (2.03 + 0.06 %) con el menor
consumo de alimento por pez (AC (g.pez?)) (28.37 + 0.40 g), pero la menor ganancia en peso. No se
observaron efectos en la supervivencia, los indices corporales, ni la digestibilidad de la dieta, pero si en la
composicion muscular, donde el tratamiento Aldh mostré mayor porcentaje de proteinas (77.63 £ 1.16 %)
y menor porcentaje de lipidos (16.00 £ 1.21 %). Estos resultados acenttan la importancia de ajustar la

frecuencia de alimentacién para maximizar el crecimiento y la eficiencia alimenticia.

En lo que respecta a la expresion de los genes de saciedad (orexina y leptina), estos genes se vieron
afectados por la frecuencia de alimentacidn. En conjunto, los resultados obtenidos refuerzan la idea de
que tanto la orexina como la leptina juegan roles clave en la regulacién del comportamiento alimentario
en la lobina rayada (M. saxatilis), y sus respuestas varian en funcion de la frecuencia y el contexto de la
alimentacién. Esto sugiere la necesidad de realizar mas estudios para comprender mejor los mecanismos

exactos por los cuales estos genes regulan el apetito y el metabolismo en esta especie.

Con base en estos resultados, se destaca que la frecuencia de alimentacion 6ptima para la lobina rayada
(M. saxatilis) cultivada en agua marina a 21°C, depende del objetivo deseado, es decir que, si el objetivo
es maximizar el desempefio bioldgico para juveniles de 20 g, la frecuencia ideal es Al4h (i.e., cuatros veces
al dia). Asi mismo, se podria recomendar alimentar 1 o 2 veces al dia (Al12h o Al24h) sin afectar el
rendimiento productivo y la eficiencia alimenticia. Sin embargo, si se busca reducir los costos operativos

la frecuencia Al48h (i.e., 1 vez cada 48h) es la opciéon mas adecuada.

6.1 Recomendaciones

Limitantes en el estudio de expresion génica de peces:
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En este estudio nos encontramos con limitantes en cuanto a la preservacion de las muestras de
cerebro, debido a que este drgano se degradé rapidamente. En nuestro caso, la cantidad de ARN fue
limitada y variable entre muestras. Por lo que, para futuros estudios, se recomienda seguir otra

metodologia de preservacion (como la utilizacién de nitrégeno liquido).

Asi mismo, se debe considerar para futuros estudios de expresidon génica en lobina rayada (M.
saxatilis) disefar primers de referencia especificos, como genes mitocondriales o de otras secciones
del ribosoma (i.e. B-actina), debido a que el primer de referencia utilizado (18" S) dio valores de Cr

muy variados y elevados, ya que tenia muchos transcritos.

En cuanto a la digestibilidad aparente de la dieta, los resultados podrian estar subestimados debido a
una putativa contaminacién fuera de nuestro control por éxido de hierro en los sistemas de
recirculacidon acuicola utilizados. Durante el sifoneo de las heces se detectaron unas pequefas
particulas microscépicas que podrian ser este oxido. A pesar de haber retirado meticulosamente una
cantidad considerable de estas particulas exdgenas, es posible que hayan afectado los valores de CDA

resultando en datos subestimados.

Por ultimo, seria interesante considerar los costos de produccién de la empresa no relacionados con
el alimento (i.e., costos fijos de produccion) para ver cuanto afecta el costo operativo por los dias
extras que tardaria llevar a 1 kilogramo los peces con la frecuencia Al48h y poder estimar mas

realisticamente los costos de produccidn por kilogramo de lobina rayada producida.
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Figura 19. Distribucion de frecuencias de pesos de los juveniles de M. saxatilis en los tratamientos al final del
bioensayo de alimentacién (dia 56). Al4h= una alimentacidn cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacion
cada 12 horas dos veces al dia. Al24h=una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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Figura 20. Alimento total consumido de los juveniles de M. saxatilis en los diferentes horarios de alimentacién. Al4h=
una alimentacion cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacién cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una
alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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Figura 21. Expresidn de génica de orexina y leptina, en los diferentes tejidos evaluados de los peces antes de ser
alimentados. Estos datos muestran la regulacion del hambre con respecto al control orexigenico (orexina) y
anorexigenico (leptina). Ante una alta expresidén de orexina (peces con hambre), esto se relaciona con una baja
expresion de leptina (peces no saciados). Al4h=una alimentacién cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacion
cada 12 horas dos veces al dia. Al24h=una alimentacién cada 24 horas. Al48h= una alimentacién cada 48 horas.
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Figura 22. Expresion de génica de orexina y leptina, en los diferentes tejidos evaluados de los peces después de ser
alimentados. Estos datos muestran la regulacion del hambre con respecto al control orexigenico (orexina) y
anorexigenico (leptina). Ante una baja expresién de orexina (peces sin hambre), esto se relaciona con una alta
expresion de leptina (peces saciados). Al4h= una alimentacién cada 4 horas 4 veces al dia. Al12h= una alimentacidn
cada 12 horas dos veces al dia. Al24h= una alimentacion cada 24 horas. Al48h= una alimentacidn cada 48 horas.



