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RESUMEN

El estudio del metabolismo de carbohidratos en peces ha sido abordado a
través de los afios en distintas especies de peces. Hasta la fecha se sabe que
el aprovechamiento de carbohidratos es altamente variable entre especies y
parece estar relacionado con los habitos alimenticios, de tal forma que las
especies carnivoras muestran una menor tolerancia a la glucosa que las
especies omnivoras y herbivoras. La mayoria de las investigaciones acerca del
metabolismo de carbohidratos se han enfocado en peces teledsteos,
especialmente en la trucha arcoiris y de entre los peces ancestrales solo se han
estudiado a los esturiones, mientras que en los lepisosteidos la forma en que se
regula su metabolismo es practicamente desconocida. En este sentido
investigaciones recientes han demostrado que el pejelagarto (Atractosteus
tropicus) es capaz de mejorar su crecimiento durante la etapa larval al sustituir
en su dieta el 15% del relleno de celulosa por almidén de maiz, no obstante, se
desconoce como se regula el metabolismo de glucidos. En la presente
investigacion se evalué por medio de indicadores de rendimiento productivo,
analisis bioquimicos de plasma, actividad de enzimas digestivas y del
metabolismo intermediario, expresién genética diferencial e histologia el efecto
de la proporcién carbohidratos (CHO) /lipidos (L) (D1: 0.75, D2: 1.27, D3: 2.10,
D4: 2.54 y D5: 4.63) sobre el metabolismo intermediario del pejelagarto (A.
tropicus). También se estudié si un estimulo nutricional prolongado durante la

etapa de larvicultivo puede mejorar la utilizacién de carbohidratos en la etapa



adulta de A. tropicus. Los resultados muestran que a pesar de que el
pejelagarto ha sido descrito como un pez carnivoro los parametros de
crecimiento, utilizacion de alimento, supervivencia y la actividad de enzimas
digestivas no se ven afectados por la proporcion CHO/L. La cantidad de lipidos
en el higado y en plasma, asi como la concentracion de triglicéridos y colesterol
en plasma fueron incrementadas al disminuir la proporcion CHOIL,
demostrando que los lipidos dietarios contribuyen mas a la acumulacion de
lipidos en el cuerpo que los carbohidratos. No obstante, la expresién genética
diferencial muestra que con la D5 (CHO/L de 4.63) se sobreexpresan
principalmente genes relacionados con la biosintesis de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y de cadena muy larga. También, a través de la
actividad de enzimas del metabolismo hepatico se observa una adecuada
regulacion de las rutas de la glucdlisis y gluconeogénesis al menos hasta la
proporciéon CHO/L de 2.10. Mientras que en la proporcion CHO/L de 4.63 la
actividad de las enzimas metabdlicas y los analisis histol6gicos apuntan hacia
un dafio hepético (esteatosis). Por otro lado, la administracion de una
proporcibn CHO/L de hasta 2.10 durante la crianza larval y de cria puede
mejorar de forma permanente la utilizacién de carbohidratos en pejelagartos
durante su etapa adulta, sin embargo dietas muy grasas (CHO/L 0.75) provocan
una concentracion elevada de triglicéridos en plasma que permanece hasta la

etapa adulta, mientras una dieta alta en carbohidratos (CHO/L 4.63) provoca un



falla en la regulacién del metabolismo de la glucosa que persiste hasta la etapa

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

esclarecidos completamente (Polakof et al., 2012).

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

Sgrensen, 2012).



Sin embargo, esta demostrado que la eficiencia en el aprovechamiento de
carbohidratos es altamente variable entre especies. Las pruebas de tolerancia a la
glucosa (por sus siglas en inglés, GTT) indican que la hiperglicemia, que se
observa en algunas especies durante la prueba, parece estar relacionada con los
hébitos alimenticios (Polakof et al., 2012), de tal forma que las especies carnivoras
muestran una menor tolerancia a la glucosa que las especies omnivoras y
herbivoras (Enes, Panserat, Kaushik, & Oliva-Teles, 2008; Hemre et al., 2002).
Cabe senalar que, el término “intolerante a la glucosa” es un tecnicismo utilizado
en clinica durante el diagnéstico de diabetes mellitus insulino-dependiente, y se
refiere a la incapacidad de un organismo para recuperar rapidamente su nivel
basal de glucosa (1-2 h en humanos) después de administrar una carga de

glucosa oral durante una GTT (Moon, 2001).

Aungue los peces generalmente toleran la hiperglicemia sin mostrar sintomas
clasicos como los reportados en mamiferos diabéticos, se han descrito
desordenes metabdlicos tales como disminucion del crecimiento, alta deposicion
de lipidos, disminucién del sistema inmune y dafio hepatico (Prisingkorn et al.,
2017), ademas en el pez cebra (Danio rerio) y la perca india (Anabas testudineus)
hiperglucémicos se desarroll6 retinopatia e incremento en la hemoglobina

glicosilada (Polakof et al., 2012).

En este sentido, la mayoria de las investigaciones acerca del metabolismo de
carbohidratos se han enfocado en peces teledsteos, especialmente en la trucha

arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Polakof & Panserat, 2016) y de entre los peces



ancestrales solo se han estudiado a los esturiones (Acipenser sp.) (Deng, Refstie,
& Hung, 2001; Fynn-Aikins, Hung, & Hughes, 1993). Mientras que en los
Lepisosteidos (Lepisosteus sp. y Atractosteus sp.) y los amiiformes (Amia calva) la
forma en que se regula su metabolismo es practicamente desconocida, a
excepcion de una investigacion realizada en Lepisosteus platyrhincus, en la que
se estudid la estrategia metabdlica empleada durante el incremento en la
demanda de oxigeno y el uso de la vejiga natatoria como 6rgano accesorio de

oxigenacion (Frick, Bystriansky, & Ballantyne, 2007).

En otro orden de ideas, los Lepisosteidos son una familia de peces que tuvo
origen en el cretacico durante la era Mesozoica (Wiley & Schultze, 1984). Estudio
gendmicos recientes en Lepisosteus oculatus los ubican entre los actinopterigios
con una relacion de sinténia (conservacion en el contenido, orden y orientacion de
genes en sus cromosomas) mas cercana al humano en comparacion con los
peces teledsteos (Amores, Catchen, Ferrara, Fontenot, & Postlethwait, 2011,

Braasch et al., 2016).

Actualmente existen siete especies de Lepisosteidos divididas en dos géneros,
todas ellas habitan en el continente americano (Wright, David, & Near, 2012). En
México podemos encontrar dos especies: el catan (Atractosteus spatula) que se
distribuye por el Golfo de México desde Florida, Estados Unidos hasta Veracruz,
México y el pejelagarto (Atractosteus tropicus) que habita en el Sureste de México

y Centro América.



Las investigaciones en nutricion han clasificado al pejelagarto como un carnivoro
con capacidad para aprovechar ingredientes alternativos (Frias-Quintana, Alvarez-
Gonzélez, & Méarquez-Couturier, 2010; Guerrero-Zarate et al., 2014), por lo que
recientemente se ha demostrado que es capaz de mejorar su crecimiento durante
la etapa larval al sustituir en su dieta el 15% del relleno de celulosa por almidén de
maiz (Frias-Quintana, Dominguez-Lorenzo, Alvarez-Gonzélez, Tovar-Ramirez, &
Martinez-Garcia, 2016). No obstante, se desconoce cOmo se regula el
metabolismo de glucidos en esta especie, cdmo responde frente a diferentes
condiciones glicémicas y hasta qué punto la inclusién de carbohidratos en su dieta

podria causarle desordenes metabdlicos.

Por otro lado, en los ultimos afios se han incrementado las investigaciones
respecto a la interaccion de los carbohidratos y lipidos como fuente de energia en
los peces, asi como de la determinacion de una proporcién optima entre ambos
macronutrientes (Dias et al., 2004; Gao et al., 2010; Hu et al., 2007; Li, Wang, Liu,
Jiang, & Zhu, 2013; Shuyan, Qin, Huijun, Wenbing, & Kangsen, 2016; Sterzelecki
et al., 2017; Torfi Mozanzadeh, Yavari, Marammazi, Agh, & Gisbert, 2017; Zhou,
Wang, Xie, Deng, & Zhou, 2016). Sin embargo, todos ellos se basan en analisis de
indicadores de desempefio productivo, actividad de enzimas metabdlicas y
expresion de genes clave de las principales rutas del metabolismo de
carbohidratos, pero la respuesta molecular ain permanece poco conocida, por

esta razon resulta esencial un analisis global de expresion genética



(transcriptémico) en respuesta a la interaccion de los lipidos y carbohidratos para

comprender los mecanismos bioldgicos implicados en peces carnivoros.

Por lo anterior, el presente proyecto tiene como objetivo evaluar, por medio de
indicadores de rendimiento, técnicas bioquimicas y un enfoque transcriptomico, el
metabolismo de la glucosa en el pejelagarto (A. tropicus) bajo diferentes
condiciones glicémicas y en interaccion con lipidos. Asi como analizar si un
estimulo nutricional prolongado durante la etapa de larvicultivo puede producir un
efecto duradero en la utilizacion de carbohidratos en la etapa adulta del

pejelagarto Atractosteus tropicus.

2. ANTECEDENTES

Los inicios del estudio del metabolismo de carbohidratos y de la glucosa en peces,
se remontan hacia 1800 con la investigacion de Stannius y Langerhans, en la que
describieron los cuerpos de Brockmann en peces teledsteos. A este le sigui6 el
descubrimiento y cristalizacion de la insulina de peces en 1920. Como resultado
de estas investigaciones, se utilizaron extractos de los cuerpos de Brockmann de
peces para tratar clinicamente la diabetes en humanos; sin embargo, poco se
sabia del papel de la insulina y del metabolismo de carbohidratos en los peces.
Debido a la importancia que tienen los peces en acuicultura se desarrollaron
numerosos trabajos en diversas especies, para estudiar la respuesta a la glucosa

convencionalmente se sometian a una GTT. Para 1950 ya se habia demostrado,



gue al menos algunas especies de peces eran intolerantes a la glucosa (Polakof et

al., 2012).

Por su parte, Moon (2001) brinda una revision de especies de teledsteos
estudiadas y descritas como intolerantes. Entre los puntos mas destacados de
estas investigaciones se encuentran: 1) el periodo de hiperglicemia es
dependiente de la especie y la condicion en que se encuentre, 2) en general, los
carnivoros presentan una mayor hiperglicemia y que requieren de un tiempo mas
largo para recuperar su nivel basal de glucosa, entre 36 y 40 h para el salmén
(Polakof et al., 2012), 3) la tolerancia a la glucosa puede variar entre variedades y
poblaciones de la misma especie (Kamalam et al., 2012; Moon, 2001).
Recientemente se describié que esta variacidbn entre poblaciones puede estar
asociada con una probable programacion para la utilizacion de carbohidratos

(Fang et al., 2014; Gong et al., 2015; Rocha et al., 2016).

Para tratar de explicar la pobre utilizacion de carbohidratos por los peces,
especialmente los carnivoros, se han propuesto varias hipotesis. Entre ellas se
descartaron: la deficiencia de amilasas e insulina, la carencia de receptores GLUT
dependientes de insulina (Hemre et al., 2002; Krogdahl et al., 2005) y la pérdida
de la glucoquinasa (GK) dependiente de glucosa (Borrebaek & Waagbo, 1993;
Caseras, Meton, Fernandez, & Baanante, 2000; Caseras et al., 2002; Enes,
Panserat, Kaushik, & Oliva-Teles, 2006; Enes et al., 2008; Panserat, Capilla, et al.,

2001; Panserat, Médale, Blin, et al., 2000; Panserat, Médale, Breque, Plagnes-



Juan, & Kaushik, 2000; Panserat, Plagnes Juan, Breque, & Kaushik, 2001,

Tranulis, Dregni, Christophersen, Krogdahl, & Borrebaek, 1996).

Por otro lado, aun son consideradas hipétesis validas: la baja capacidad de la
glucosa respecto a algunos aminodcidos especificos como inductores de la
secrecion de insulina (Andoh, 2007; Plisetskaya, Buchelli-Narvaez, Hardy, &
Dickhoff, 1991), un numero relativamente bajo de receptores de insulina y la
pérdida de un adecuado balance entre la captacion de glucosa hepatica
(glucdlisis) y la produccion de glucosa enddgena (gluconeogénesis) (Enes et al.,
2006, 2008; Panserat, Médale, Blin, et al., 2000; Panserat, Médale, Breque, et al.,
2000; Polakof et al., 2011; Polakof, Skiba-Cassy, & Panserat, 2009), asi como la
escasa lipogénesis hepatica inducida a partir de los carbohidratos ingeridos

(Panserat et al., 2009; Polakof et al., 2011, 2012).

Aunque existe informacion acerca la induccién de la liberacién de insulina por la
glucosa, en especies como el mixino (Myxine glutinosa) (Polakof et al., 2012) y de
algunos aspectos del metabolismo de la glucosa en elasmobranquios (Polakof et
al., 2011), la que mayor cantidad de informacién que se ha generado respecto al
metabolismo de carbohidratos en peces se concentra en los teledsteos,
especialmente en la trucha arcoiris (O. mykiss) (Kamalam et al., 2017; Polakof &
Panserat, 2016). Esto se debe a que la especie se utilizé como un modelo de pez
intolerante a la glucosa, en cierta forma por su importancia comercial pero también
porque se proponia que los peces pueden ser utilizados como modelo de diabetes

mellitus no insulino-dependiente (tipo 2).



Una de las caracteristicas que se ha sefialado en la trucha, en relacion con su
intolerancia a la glucosa, es la ausencia de inhibicion de la gluconeogénesis
cuando los niveles de glucosa en sangre son altos (Panserat, Capilla, et al., 2001).
La secuenciacion de su genoma (Berthelot et al., 2014), arrojo mas informacion
acerca del proceso que contribuye a la hiperglicemia y pobre utilizacion de la
glucosa. La radiacion de los teledsteos fue precedida por tres duplicaciones
completas del genoma (WGD), la VGD1y VGD2, que tuvieron lugar al inicio del
linaje de los vertebrados y la tercera WGD especifica de los teledsteos (Ts3R); se
cree que esta Ultima esta involucrada con la diversificacion de los teledsteos.
Adicionalmente, en los salménidos (como la trucha) se dio otra WGD, la cuarta
WGD especifica de los salménidos (Ss4R). Los analisis filogenéticos de genes
implicados en la gluconeogénesis en la trucha revelaron que los genes que
codifican la fosfoenol piruvato carboxiquinasa citosélica y mitocondrial (pckl, pck
2), la fructosa-1, 6-bifosfatasa 1 (fbpla) y la glucosa -6-fosfatasa 1 (g6pca) fueron
retenidos como “singletons” (copias unicas de un conjunto), mientras que g6pcbl
(g6bpcbl.a y g6pcbl.b), gbpcb2 (gbpcb2.a y gépch2.b) y fbplb (fbplb.1 y fbhplb.2)
fueron mantenidos como ohnologos (paralogos formados por un evento de WGD,
Berthelot et al., 2014) después de la Ss4R. Los ohnologos fueron atipicamente
sobreexpresados en el higado de truchas juveniles alimentadas con dietas ricas
en carbohidratos (Marandel, Seiliez, Véron, Skiba-Cassy, & Panserat, 2015) y
sobreexpresados por la insulina, en un estudio in vitro con hepatocitos (Marandel,

Dai, Panserat, & Skiba-Cassy, 2016), lo que indica que los paralogos de la gépcb2



pueden contribuir al fenotipo intolerante a la glucosa de la trucha (Panserat,

Marandel, & Seiliez, 2019).

En este sentido, los Lepisosteidos son peces ancestrales que se han descrito
COmMo peces con un genoma en una “posicion basal” respecto a los teledsteos, ya
que su linaje divergié antes de que se diera la Ts3R, comun a los teledsteos. Por
lo que conservan una relacion de sinténia con los humanos, mayor que la de
especies de peces modelo como Danio rerio (Amores et al.,, 2011). Por ello,
basado en el estudio del genoma de Lepisosteos oculatus se propuso que estos
organismos pueden ser usados como modelos en estudios genéticos para facilitar

la comparacion entre teledsteos y humanos (Braasch et al., 2016).

No obstante, hasta la fecha no existe informacion respecto al metabolismo de
carbohidratos en los Lepisosteidos. Esta familia de peces tuvo origen en el
cretacico durante la era Mesozoica (Wiley & Schultze, 1984). Actualmente, existen

siete especies todas ellas habitan en el continente americano (Wright et al., 2012).

En el Sureste de México y Centroamérica habita A. tropicus, esta especie ha sido
investigada desde hace méas de 30 afios debido a la relevancia que tiene en la
cultura tabasquefa y a que sus poblaciones silvestres se vieron presionadas por la
sobrepesca. Entre las primeras investigaciones de la especie destacan las de
Reséndez & Salvadores (1983) quienes hicieron una descripcion de la biologia
reproductiva y habitos alimenticios de la especie, posteriormente Chavez- Lomeli,

Mattheeuws, & Pérez-Vega (1989) realizaron un descripcion biologica de la
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especie con el objetivo de determinar su potencial para la acuicultura. Para 1999,
ya se disponia de informacién acerca de la tecnologia para el manejo y
reproduccion en cautiverio del pejelagarto con fines de repoblacion y se evaluaba

su produccion para consumo humano (Marquez-Couturier, 1999).

En nutricion destacan las investigaciones de Jesus-Contreras (2008) quien
determino que los prejuveniles de pejelagarto (0.6 g) tienen un requerimiento de
49% de proteina y 400 Kcal/ 100g de dieta de energia, mientras los juveniles (7 g)
el requerimiento de proteina disminuye a 46%, y el de energia permanece en 400
Kcal/ 100g de dieta. Huerta-Ortiz (2008) establecié que en los pejelagartos con
peso de 0.5 g el requerimiento de lipidos es de 17%, mientras que en los que
tienen un peso de 15 g el requerimiento es del 19%. Frias-Quintana et al. (2010)
analizaron la digestibilidad in vitro de varios ingredientes alternos a la harina de
pescado y desarrollaron dietas microparticuladas para larvas de pejelagarto.
Posteriormente, se iniciaron los estudios de fisiologia digestiva de la especie con
la caracterizacion de las proteasas en juveniles de pejelagarto (Guerrero-Zarate et
al., 2014) y la ontogenia enzimética de la especie (Frias-Quintana et al., 2015),
gue apoyaron la hipétesis de que el pejelagarto es capaz de aprovechar harinas
diferentes a las de pescado. Las investigaciones mas recientes describen que el
pejelagarto es capaz de utilizar almidén de maiz durante su etapa larval,
observando una mejora en su crecimiento (Frias-Quintana et al., 2016) e incluso
es probable que pueda darse un ahorro de proteinas a partir de la inclusion de

carbohidratos en sus dietas (Frias-Quintana et al., 2017).
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4. JUSTIFICACION
El pejelagarto (A. tropicus) es un pez con gran importancia cultural en varias
poblaciones mesoamericanas. En Tabasco, México, tiene importancia en la
gastronomia, economia y el arte, por lo que hace mas de 30 afios se iniciaron las
investigaciones para conocer la biologia de la especie y desarrollar la tecnologia
para su cultivo. A pesar de ello, hasta la fecha varios aspectos de la fisiologia de la
especie, y de la familia Lepisosteidae en general, permanecen sin ser estudiados.
La secuenciacion del genoma de L. oculatus destacé la relevancia de esta familia
como organismos modelo para investigaciones en genética y fisiologia, pues
pueden constituir un “puente” entra la informacion generada en teledsteos y los
humanos. Esto debido a que no experimentaron la Ts3R comun a los teledsteos y
a que conservan onhologos de las duplicaciones VGD1 y VGDZ2; que fueron
reciprocamente perdidos en los tetrdpodos y teledsteos. En este sentido, el
estudio del metabolismo de la glucosa bajo diversas condiciones glicémicas en el
pejelagarto constituye la oportunidad de conocer el funcionamiento de un pez
ancestral ante la inclusion de carbohidratos, sin los efectos de la sub y neo
funcionalizacibn que precede a las duplicaciones gendmicas, lo que puede
interferir diferencialmente en la regulacién genética, tal como se ha descrito

recientemente para la enzima gluconeogénica gépasa en la trucha.

La informacion generada es por lo tanto relevante en el ambito de la acuicultura
pues permitira comprender el efecto que los carbohidratos tienen sobre el

metabolismo intermediario en los pejelagartos, tanto a corto como a mediano
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plazo. Este conocimiento sera de utilidad no solo para optimizar las dietas de la
especie sino también para establecerlo como un organismo modelo para realizar

estudios de fisiologia comparada.

Por otro lado, son escasas las investigaciones que han evaluado la interaccion
carbohidratos: lipidos y su efecto sobre el metabolismo de la glucosa en peces
comerciales y ninguna de ellas lo ha hecho con un enfoque transcriptémico, por lo

gue la presente investigacion constituye el primer trabajo de este tipo.

5. HIPOTESIS
Ante la inclusion de almidén de maiz en su dieta A. tropicus es una especie que
tiene la capacidad de regular eficientemente las rutas metabdlicas de la glucdlisis,

gluconeogénesis y lipogénesis.
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6. OBJETIVOS

General

Evaluar el metabolismo de la glucosa en el pejelagarto (A. tropicus) bajo diferentes
condiciones glicémicas y en interaccion con lipidos por medio de indicadores de

rendimiento, técnicas bioquimicas y de expresion génica diferencial en el higado.

Especificos
+ Determinar el efecto de la interaccién carbohidratos/lipidos sobre el
metabolismo de carbohidratos en crias de pejelagarto (Atractosteus

tropicus)

» Describir el transcriptoma diferencial en el higado de pejelagarto
(Atractosteus tropicus) alimentados con diferentes proporciones de

carbohidratos y lipidos

« Estudiar el efecto de un estimulo nutricional prolongado durante la etapa de
larvicultivo sobre la utilizacion de carbohidratos en la etapa adulta del

pejelagarto Atractosteus tropicus
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5. ORGANIZACION DE LA TESIS

La presente tesis esta compuesta por tres capitulos:

1. Capitulo: Articulo en extenso preparado para la revista Aquaculture
Research que estudia el efecto de la proporcion de CHO/L en dietas
administradas a crias de Atractosteus tropicus sobre indicadores
productivos, analisis bioquimico de plasma, actividad de enzimas digestivas
y del metabolismo intermediario. La version publicada del articulo se
encuentra en el Anexo 1.

DOI: https://doi.org/10.1111/are.14060

2. Capitulo: Articulo en extenso preparado para la revista BMC genomics que
analiza el efecto de la proporcion CHO/L en dietas para Atractosteus
tropicus sobre la expresion de genes en el higado con un enfoque
transcriptdmico e histologico. Las normas editoriales de la revista se
pueden consultar en: https://bmcgenomics.biomedcentral.com/submission-
guidelines/preparing-your-manuscript/research-article

3. Capitulo: Articulo en extenso preparado para la revista Fish Physiology and
Biochemistry que estudia si un estimulo nutricional prolongado durante la
etapa de larvicultivo puede producir un efecto duradero en la utilizacion de
carbohidratos en la etapa adulta del pejelagarto Atratosteus tropicus. Las
normas editoriales de la revista se pueden consultar en:
https://www.springer.com/life+sciences/ecology/journal/10695?detailsPage=
pltci 1060339
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6. EVALUATION OF CARBOHYDRATE/LIPID RATIOS ON GROWTH AND
METABOLIC RESPONSE IN TROPICAL GAR (Atractosteus tropicus)
JUVENILE.

Rocio Guerrero-Zérate™?, Carlos A. Alvarez-Gonzalez'*, Ronald Jesus-Contreras®, Emyr S.
Pefia-Marin'?, Rafael Martinez-Garcia®, Mario A. Galaviz?, Lus M. Lépez?, Raul Llera-

Herrera®
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(UNAM), Cap. Joel Montes Camarena, Cerro del Vigia, 82040 Mazatlan, Sinaloa, Mexico.

*Corresponding author: alvarez_alfonso@hotmail.com

Abstract

Five experimental diets with different carbohydrates / lipid ratio (CHO:L, 0.75, 1.28, 2.10,
2.52, 4.63) were formulated. Fish were randomly assigned by triplicate (10 fish per tank,
0.50 £ 0.01 g). Growth was registered every 15 days until end of the experiment (45 days).

Samples were taken for analysis of chemical carcass composition, blood chemistry,
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glycogen and lipid liver content, digestive and metabolic enzyme activities. Results showed
that survival, growth performance parameters and plasma glucose were not affected by
treatments (P > 0.05). Lipids of carcass and liver, as well as triglycerides and plasma
cholesterol increase significantly as CHO:L ratio decreased. While an inversely
proportional tendency was observed for carcass protein and liver glycogen (P < 0.05).
Digestive enzymes did not show significant differences among treatments (P > 0.05).
Finally, Hexokinase (HK), glucokinase (GK), phosphoenol pyruvate carboxykinase
(PEPCK) and fructose-1,6-biphosphase (FBPase) showed high regulation by carbohydrates
up to the CHO:L ratio of 2.10 (P < 0.05), while pyruvate kinase (PK) activity was not
significantly affected by the CHO:L ratio. By the other side, glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) tends to significantly increase as the CHO:L ratio increases. We
conclude that A. tropicus fry have a high capacity to utilize carbohydrates substituting

lipids as energy source in balanced diets.

Key words: Ancient fish; carbohydrates; cornstarch; gluconeogenesis; glycolysis; lipids

1 Introduction

A general trend in aquaculture industry is to optimize the use of nutrients in diets through
other energy sources. Although it is a widely accepted fact that fish do not have a specific
carbohydrate requirement, their use in elaboration of fish diets provides usable energy by
optimizing the use of protein and dietary lipids, especially in herbivorous and omnivorous
fish (Hemre, Mommsen, & Krogodahl, 2002; Krogdhal, Hemre, & Mommsen, 2005; Stone,

2003). In this regard, lipids are a major source of energy for fish, and at the same time,
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providing them with the required fatty acids for proper growth and health conditions (Torfi
Mozanzadeh, Yavari, Marammazi, Agh, & Gisbert, 2017). However, diets with high lipids
levels may have adverse effect on immune response and disease resistance of fish (Dias et
al., 2004). On the other hand, carbohydrates have advantage of being three to five times
cheaper ingredients than proteins and lipids, they reduce the amount of nitrogen from
effluents of farms and they help in the pellet binding, stability and buoyancy (Krongdhal,
Hemre, & Mommsen, 2005). However, the capacity of fish to use carbohydrates depends
on several factors, which can be grouped into biological, nutritional and environmental
(Kamalam, Medale, & Panserat, 2017). An excess of dietary carbohydrates can generate
problems in fish health such as prolonged hyperglycemia, decreased growth and in some
cases increased glycosilated haemoglobin, retinopathy, hepatic steatosis and insulin
resistance (Barma, Dey, Basu, Roy, & Bhattacharya, 2006; Gleeson, Connaughton, &
Arneson, 2007; Prisingkorn et al., 2017).

Most of the studies related to the use of carbohydrates and their effect on metabolism in
fish have been made in teleosts. In this context, tropical gar (Atractosteus tropicus), is a
freshwater fish species belonging to Lepisosteidae family, a clade classified as holeostei
(infraclass) that diverged during the Mezosoic before the Teleosts Genome Duplication
(TGD) (Wiley & Schultze, 1984). The genome of spotted gar (Lepisosteus oculatus) was
recently described and it was pointed out that gars could be used as an ancestral model of
the function of genes and their implications in evolution, development and physiology of
teleosts and tetrapods (Braasch et al., 2016).

Tropical gar has been described, morphologically and physiologically, as a carnivorous

species in early stages (Reséndez & Salvadores, 1983; Frias-Quintana et al., 2015).
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Additionally, it was recently reported that larvae of A. tropicus are able to improve their
growth by replacing cellulose with cornstarch in formulation of their diets (Frias-Quintana,
Dominguez-Lorenzo, Alvarez-Gonzalez, Tovar-Ramirez, & Martinez-Garcia, 2016). Also,
favorable results in growth and survival were observed when adding potato starch to
replace part of dietary protein (Frias-Quintana et al., 2017). Considering the above
mentioned, it is unknown the effect of metabolism with the inclusion of dietary
carbohydrates in lepisosteids. Thus, the objective of this study was to determinate the effect
of different dietary carbohydrate to lipid ratios in diets for A. tropicus fry on growth
performance, proximate composition, plasma biochemical parameters, digestive and

hepatic enzyme activities.

2 Materials and methods

2.1 Fish culture

Tropical gar fry were obtained from the broodstock of the Laboratorio de Acuicultura
Tropical, Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco, Mexico. Once the larvae started free swimming, they were transferred to 70 L
circular tanks. Fish were acclimated to a pelleted diet by a co-feeding regime with Artemia
(nauplii and frozen adults) and a basal diet which was denoted as D1 (Table 1; Frias-
Quintana, Alvarez-Gonzalez, & Marquez-Couturier, 2010), until 17 days post-hatching
(DPH) (Marquez-Couturier et al., 2006), then they only fed with the basal diet
(Carbohydrate: Lipid, CHO:L ratio of 0.75) until the beginning of the experiment (30
DPH).

2.2 Experimental design and food preparation
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For this study a simple factor was designing to evaluate the effect of dietary CHO:L ratio in
A. tropicus fry. Control diet was formulated according the protein, lipid and energy
requirement (Marquez-Couturier et al., 2006), also we modified the diet considering the
formulation proposed by Frias-Quintana et al. (2016) using fish meal as the main protein
source with any addition of carbohydrates (Diet 1, 0.75 CHO: Lipid ratio). The other
experimental diets were designed with gradual increments of 25% pregelatinized
cornstarch, while the added lipids were reduced by 25% (Table 1). As a result, five
isonitrogenous practical diets were prepared with different carbohydrate to lipid ratios
(0.75, 1.28, 2.10, 2.52, and 4.63 respectively), and the gradually reduction of the gross
energy content (19.6, 18.6, 18.2, 18.0 and 17.2 MJ Kg respectively). Each diet was
assigned to three tanks in a completely randomized design. Diets were formulated using
Mixit-Win V.5 software (San Diego, CA). Fish meal and fish hydrolysate were used as the
main protein sources, whereas fish oil and soybean lecithin were used as main lipid sources,
and using pregelatinized cornstarch as main digestible carbohydrates source, according to
results obtained by Frias-Quintana et al. (2016) (Table 1). All dry ingredients were finely
ground, then the macronutrients were mixed for 15 min, to this mixture was added vitamins
and minerals and mixed for 15 min more. The liquid ingredients were added slowly and
mixed for another 15 min, finally distilled water was added and mixed for 15 min more.
The diets were pelleted and then dried at 50° C for 10 h, finally broken-up and sieved at
Imm. Subsequently; they were stored at -20° C. Fish were hand-fed to apparent satiation
four times per day (8:00, 11:00, 14:00 and 17:00) for 45 days. Feed consumption was
recorded for each experimental unit everyday.

2.3 Experimental facility and growth performance
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Growth trial was conducted in an indoor recirculating freshwater system supplied with
mechanical and biological filters and aeration in the main reservoir, temperature was
maintained at 28.9 + 1.2° C under natural photoperiod (12:12). During the feeding trial,
water quality parameters were monitored daily, water pH was 8.0 + 0.4 (pH pen meter
ST10, Ohaus, Parsippany, NJ), dissolved oxygen 5.1 + 0.5 mg L™ (DO instrument, YSI 55-
12FT, Yellow Springs, OH) nitrite and ammonium 0.19 + 0.13 mg L™ (Ammonia Test Kit,
Mars Fishcare, Chalfont, PA). At the beginning of trial, 150 fry were allocated to 15
circular tanks of 70-L of volume, each tank stocked with 10 fish, 30 fish per treatment
(initial body weight average 0.50 £ 0.01 g).

Length and body weight of all individuals was statistically analyzed to ensure that there
were no statistically significant differences. All fish from each experimental unit were
counted to estimate survival and weighed and measured (total length) individually each two
weeks during the experiment.

2.4 Sample collection

At the end of growth trial, all fish from each experimental unit were weighed individually.
To avoid that stress for manipulation of fish influenced the biochemical parameters of
plasma, they were returned to their respective tanks and fed for an additional day.
Afterward, fish were fasted for 24 h, and they were anesthetized with clove oil (0.1 mL L
1. Three fish from each tank were randomly selected. Blood sample was collected from the
caudal vein using syringes contained EDTA (342 mmol L™) as anticoagulant and were
immediately centrifuged at 10 000 x g for 1 min; plasma samples were immediately
analyzed for biochemical parameters. Fish still anesthetized were sacrificed by decapitation

by trained personnel (NOM-062-Z00-1999, from Mexico) then were rapidly dissected on
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ice to obtain liver and intestines samples for analysis of digestive and metabolic enzyme
activities. Three other fish from each experimental unit were anesthetized, slaughter and
dissected, in the same way as previously explained, for the calculation of viscerosamotic
and hepatosomatic indexes, as well as for proximal analysis of carcasses and livers.

2.5 Growth and food quality indexes

In order to evaluate fish performance, following parameters were calculated: Survival (S as
percentage) = 100 [(Final fish number) / (Initial fish number)]. Weight gain (WG as
percentage) = 100 [(final mean body weight — initial mean body weight)/ initial mean
weight]. Specific growth rate (SGR as percentage of body weight gain per day) =100 (Ln
final mean body weight - Ln initial mean body weight)/ days. Feed conversion ratio (FCR)
= (individual dry feed intake)/ (individual wet weight gain). Condition factor (K as

percentage) = 100 [final mean body weight (g) / standard length (cm) °].

2.6 Hepatosomatic and viscerosomatic indexes

Whole fish, viscera and livers from three fish of each experimental unit were weighed for
calculation of viscerosomatic index (\VSI) = 100 [(viscera weight)/ (fish weight)] and
hepatosomatic index (HSI) = 100 [(liver weight) / (fish weight)]. The dressed carcasses
were frozen and lyophilized for proximal chemical analysis. Livers and intestines of each
fish were separated and immediately frozen and kept at -80°C until analyses for enzymatic
activities, hepatic glycogen and lipid content.

2.7 Proximate composition analysis of experimental diets

Proximate composition of experimental diets and carcass were determined according to

Association of Official Analytical Chemist procedures (AOAC, 2000). Dry matter after
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drying samples at 105°C for 24 h. Total ash content was determinate by gravimetry after
combustion at 550°C for 8h. Crude protein by Kjeldahl method using an automatic
distillation system VAPODEST 10s, Gerhardt and automatic titration system TitroLine®
5000, SI Analytics. Lipids of diets, carcass and liver were determinate by chloroform-
methanol extracted as previously described by Folch, Lees, and Sloan Stanley (1957).
Starch was determinated in experimental diets by the gluco-amylase glucose oxydase
method (Thivend, Mercier, & Guilbot, 1972).

2.8 Plasma and liver assays

Plasma metabolites were analyzed using commercial kits (Pointe Scientific, Canton, MI)
adapted to a microplate (xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad,
Hercules, CA). Glucose in plasma was determined by glucose oxidase method, triglycerides
by enzymatic reaction using glycerol phosphate oxidase, cholesterol was determined using
cholesterol esterase and cholesterol oxidase, and albumin by Bromocresol Green method.
Frozen liver samples were minced on a chilled petri dish into small pieces and divided into
two different aliquots to assess enzyme activities and glycogen. Hepatic glycogen was
evaluated using 50 mg of frozen liver tissue. Individual samples were homogenized by
ultrasonic disruption with 7.5 vols of 600 mmol L™ perchloric acid (chilled) and then
neutralized using 1 M potassium bicarbonate. The homogenate was centrifuged at 1000 x g
for 10 min at -4 °C. Liver glycogen levels were measured using the Keppler and Decker
(1974) method. Glucose obtained after glycogen breakdown was determined with a
commercial kit (Pointe Scientific, Canton, MI). Hepatic fat content was determined by

crude lipids determination (CL) where fat in the tissues were extracted after 12 h of
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homogenization with dichloromethane-methanol (2:1 v:v) followed by separation and
vacuum drying in 2 mL of chloroform, and quantified gravimetrically (Folch et al., 1957).
2.9 Intestinal enzyme activities

Three intestines from each experimental unit were homogenized in a pool with ice-cold
buffer cold buffer 50 mmol L™ Tris-HCI, 25 mM CaCl, (pH 7.5) using an Ultra-Turrax
IKA T18 basic tissue homogenizer. The homogenate was centrifuged at 16,000 x g for 15
min at -4 °C, resultant supernatant was separate and preserved in aliquots at -80 °C.
Alkaline proteases activity was determinate according to Walter (1984) using Hammarsten-
grade casein 0.5% in buffer (100 mmol L™ Tris-HCI;10 mmol L™ CaCly, pH 9); one unit of
activity was defined as 1 pg of tyrosine released per minute at Abspgo. Lipase activity was
measure as previously described by Versaw, Cuppett, Winters, and Williams, (1989) but
using R-naphthyl acetate 100 mmol L™ as substrate; one unit of activity was defined as 1 pg
de naphthol released per minute at 540 nm. a-amylase activity (EC 3.2.1.1) was determined
by the method of Robyt and Whelan (1968) using soluble starch (2%) in a buffer (100
mmol L™ citrate-phosphate; 50 mmol L™ NaCl, pH 7.5), one unit of amylase was defined
as the amount of enzyme to produce 1 pmol L™ of maltose per minute at 600 nm. All
enzyme activities were expressed per mg of protein. Protein concentration was determined
according to Bradford (1976) using a standard curve with bovine seric aloumin (BSA). All
assays were performed in triplicate.

2.10 Hepatic enzyme activities

A frozen sample of liver (500 mg) was homogenized in a Potter-Elvehjem homogenizer
with 9 vols of an ice- cold buffer 50 mmol L™ Tris (pH 7.6), 5 mmol L*EDTA, 2 mmol L*

1,4 dithiothreitol (DTT), and a commercial protease inhibitor cocktail (AEBSF 2 mmol L™,
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aprotinin 0.3 pmol L™, bestatin 116 umol Lt E-64 14 umol LY, leupeptin 1 pmol L™ and
EDTA 1 mmol L) (Conde-Sieira, Soengas, & Valente, 2015). The homogenate was
centrifuged at 900 x g for 10 min, and resultant supernatant was separated and divided in
two aliquots. One aliquot was used for measurement of hexokinase (EC 2.7.1.1; HK),
glucokinase (EC 2.7.1.2; GK), fructose-1, 6-biphosphatase (EC 3.1.3.11; FBPase) and
glucose-6-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49; G6PD) activities. The second aliquot
was centrifuged at 10 000 x g for 20 min, the resultant cytosolic fraction was used for
measure pyruvate kinase activity (EC 2.7.1.40; PK) (Kirchner, Kaushik, & Panserat, 2003).
The HK and GK activities were measured using 50 mmol L™ imidazole (pH 8), 7 mmol L™
ATP, 5 mmol L™ MgCl,, 2 mmol L™ NADP, 0.15 U mL™*, G6PD, 0.1 U mL™6-
phosphogluconate dehydrogenase and 1 mmol L™ of glucose (except the controls)
(Borrebaek & Waagbo, 1993; Sangiao-Alvarellos et al., 2003; Tranulis, Dregni,
Christophersen, Krogdahl, & Borrebaek, 1996).

FBPase was assessed using 85 mmol L™ imidazole (pH 7.7), 0.5 mmol L™* NADP, 5 mmol
L™ MgCly, 2 U mL™? G6PD, 2 U mL™ phosphoglucose isomerase, and 1 mmol L™ fructose-
1, 6-biphosphate (except the controls) (Sangiao-Alvarellos et al., 2003).

G6PD activity was assayed using 78 mmol L™ imidazole (pH 7.7), 5 mmol L™ MgCl,, 0.5
mmol L™ NADP, 1 mmol L™ glucose-6-phosphate (except the controls) (Sangiao-
Alvarellos et al., 2003).

In order to measure the phosphoenol pyruvate carboxykinase activity (EC 4.1.1.32;
PEPCK) a piece of liver tissue (500 mg) was homogenized with 10 volts of ice-cold buffer
(10 mmol L™ 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid, 250 mmol L™

saccharose, 1 mmol L™ DTT). The homogenate was centrifuged at 900 x g for 10 min, the
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resultant supernatant was centrifuged at 10 000 x g for 20 min. The cytosolic phase was
recovered and frozen at -80° C until analysis of enzymatic activity (Kirchner et al., 2003).
The activity of PK was measured as previously described by Laiz-Carrion, Martin Del Rio,
Miguez, Mancera, & Soengas (2003) using in a final volume 50 mmol L™ imidazole-HCI
(pH 7.4), 5 mmol L™ MgCl,, 100 mmol L KCI, 0.15 mmol L™* NADH, 1 mmol L™ ADP,
2 mmol L™ PEP (except the controls) and 2 U of lactate dehydrogenase.

PEPCKC activity was determinated using 50 mmol L™ Tris-HCI (7.5), 1 mol L™ MnCl,, 20
mmol L™ NaHCO3, 0.3 mmol L™ NADH, 1.5 mmol L™ PEP, 2 U malate dehydrogenase,
and 0.2 mmol L deoxyguanosine 5"~ diphosphate (dGDP, omitted for controls) (Petrescu
et al., 1979; Polakof, Miguez, & Soengas, 2008).

All enzyme activities were determinate using an xMark™ Microplate Absorbance
Spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA). Reaction rates of enzymes were determined at
37 °C by the increased or decreased in absorbance of NAD(P)H at 340 nm. All enzyme
activities were expressed per mg of hepatic soluble protein. Protein concentration of each
type of enzyme extract were determined using the Quick Start™ Bradford protein assay
(Bio-Rad, Hercules, CA) and a standard curve with bovine serum albumin (BSA),
according to Bradford (1976). All assays were performed in triplicate.

2.11 Statistical analysis

Data were statistically analyzed by one-way ANOVA, previously verified the assumptions
of normality (Kolmogorov-Smirnov test) and homoscedasticity (Levine test). Where
significant differences were found applying a Tukey test. Analyses were performed with
the statistical software Statistica TM v.8.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK) using a significance

value of P<0.05. The results were presented as Mean + Standard Deviation, SD.
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3 Results

3.1 Growth performance, feed utilization and survival

In the present study, growth performance (FBW, WG, SGR and K) and feed utilization (FI,
FCR) did not show significant differences among diets. The survival of fish ranged from 80
to 96% without statistical differences between treatments (P>0.05) (Table 2).

3.2 Hepatosomatic and viscerosomatic indexes

HSI was significantly influenced by the dietary CHO:L ratios, where the highest index was
obtained in fish fed a CHO:L ratio of 2.10, which was not significantly different from those
of 1.28 and 2.52 (Table 3), although higher than those fed with ratios of 0.75 and 4.63 (P <
0.05). By the other side, VSI was not significantly different among treatments.

3.3 Dressed carcass and liver composition

Proximate composition of dressed carcass and liver of A. tropicus fry are show in table 4.
Crude lipid content of carcass significantly decreased with dietary CHO:L ratios increasing
from 2.10 to 4.63 (P< 0.05), where the highest lipid content is observed in fish fed a
CHO:L ratio of 4.63. No significant differences were observed in moisture, ash and protein
content of carcass among dietary treatments.

The amount of lipids in the liver was significantly higher in fish fed with CHO:L ratios of
0.75, without showing differences with the fish that received the CHO:L ratio of 1.28; and
tended to decrease according to CHO:L ratio increase (P< 0.05). On the contrary, hepatic
glycogen showed an opposite trend, so that fish fed a CHO:L ratio of 0.75 had a liver
glycogen concentration significantly lower than those of the other groups (P< 0.05).

3.4 Plasma biochemical composition
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Cholesterol and triglycerides were markedly affected by CHO:L ratios (Table 5). Lowest
cholesterol and triglycerides concentrations were observed in fish fed a CHO:L ratio of
4.63, and they were significantly different from those fed CHO:L ratios of 0.75, 1.28 and
2.10 (P< 0.05). Albumin and glucose did not show any significant difference among dietary
treatments (P >0.05).

3.5 Intestinal enzyme activities

Proteases, lipases and a-amylase activities didn’t showed differences among treatments (P
>0.05). However, a-amylase and lipase activities showed a tendency to increase as the
CHO:L ratio increased (Table 6).

3.6 Hepatic enzyme activities

Except for PK, hepatic enzyme activities were markedly affected by experimental diets
(Table 7). GK and HK activities increased as dietary CHO:L ratios increased from 0.75 to
2.10 but decreased significantly (P< 0.05) with the further increasing CHO:L ratios (2.52
and 4.63); whereas the opposite was true for PEPCK. FBPase showed the same pattern of
PEPCK but the lowest enzymatic activity was observed in fish fed a CHO:L ratio of 2.53.
Hepatic PK enzyme showed little difference among all the treatments (P >0.05). On the
other hand, G6PD activity increased significantly as dietary CHO:L ratios increased (P <

0.05).

4 Discussion
Atractosteus tropicus has been described as carnivore species (Reséndez & Salvadores,
1983; Frias-Quintana et al., 2015); however, our results in terms of growth performance

parameters indicated that the replacement of lipids by dietary carbohydrates in diets did not
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significantly affect fish performance. Even though, it is possible to observe a slight
tendency to WG and SGR increase as CHO:L ratio increases from 0.75 to 2.10 and then
decrease towards higher levels of carbohydrate inclusion.

In this regard, it is known that a high energy intake in the diet decreases the feed intake,
which has negative effects on growth due to the reduction in the consumption of nutrients,
such as proteins (Borba, Fracalossi, & Pezzato, 2006). In the present investigation, gross
energy was greater as the CHO: L ratio decreased. Although our results did not show
significant differences with respect to food consumption, it was possible to observe a trend
towards a decrease in food consumption in the diets with the highest energy content.
(CHO:L ratios of 0.75 and 1.28), while in the CHO: L ratio of 2.10 the feed intake
increased, which coincides with the trend observed in the WG.

On the other hand, it must be taken into account that of the gross energy contributed by the
food only a part is absorbed by the organism (digestible energy) and a part of the
assimilated energy (metabolizable energy) is lost in several biological processes such as
digestion and excretion ( Kaushik & Seiliez, 2010). Our results indicate that the diet 3
(22.5% of carbohydrates and 10.7% of lipids content) had the right balance in terms of
energy input for growth and less loss due to the use of nutrients, which agrees with the
results of Frias-Quintana et al., (2017, 2016) about the use of starch as a non-protein energy
resource to improve growth in A. tropicus, however, more studies are required that deepen
the use of these nutrients and energy metabolism in the tropical gar.

Similarly, it is likely that the decrease in growth observed in the CHO: L ratios of 2.52 and
4.63, it is due to the decrease in the supply of essential fatty acids that the increase of

carbohydrates in the diet. In this regard, it is widely known that lipids, in addition to
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providing energy, also provide fatty acids that play important roles in physiological
processes such as growth, food efficiency, immune response and health conditions,
especially during the larval stage (Tocher, 2003; Tocher, Bendiksen, Campbell, & Bell,
2008).

In the present study, survival was not affected by the experimental diets, this varied from
80 to 96%, which agreed with previous studies in tropical gar such as Frias-Quintana et al.
(2016) who reported survival of 97.8% and decreased cannibalism when using diets
contained 15% of corn starch instead of cellulose. Likewise, Huerta-Ortiz et al. (2009) who
reported a survival between 56 and 86% in a study about the substitution of fish oil by
vegetable oil. On the other hand, the lipid content of carcass significantly decreased with
the increase of dietary CHO:L ratios from 2.10 to 4.63, this indicates that lipids for A.
tropicus play a major role in the deposition of lipids in the whole body in comparison with
carbohydrates, which is consistent with reported in other fish species such as Senegalese
sole (Solea senegalensis) (Dias et al., 2004), grass carp (Ctenopharyngodon idella) (Gao et
al., 2010), R. quelen (Moro, Camilo, Moraes, & Fracalossi, 2010), yellow croaker
(Larmichthys crocea) (Zhou, Wang, Xie, Deng, & Zhou, 2016) and Brazilian sardine
(Sardiniella braziliensis) (Sterzelecki et al., 2017). Moreover, in A. tropicus there was also
no significant variation in carcass protein content; however, studies in red drum (Sciaenops
ocellatus) (Ellis & Reigh, 1991), Asian seabass (Lates calcarifer) (Catacutan & Coloso,
1997), M. amblycephala (Li, Wang, Liu, Jiang, & Zhu, 2013) and golden pompano
(Trachinotus ovatus) (Zhou et al., 2015) reported an increase in protein content as the

CHO:L ratio increased, which was only attributed to the inverse relationship between lipid
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and protein content of tissues that is often observed when this data are expressed as a
percentage of dry weight (Ellis & Reigh, 1991).

In our study, HSI of the fish fed with CHO:L ratio of 2.10 was significantly higher than fish
that received the diets with CHO:L ratios of 0.75 and 4.63. Concerning this, liver proximal
composition showed a significantly lower deposition of hepatic glycogen in fish that
received the cornstarch free diet (diet 0.75) with respect to the fish feed diets contained
higher CHO:L ratio (2.10, 2.52 and 4.53). Contrary, the level of liver fat decreases as
CHO:L ratio increase. Then, the highest HSI observed in the fish that were fed with CHO:L
ratio diet of 2.10 shows the effect of both energy reserves accumulation (fat and glycogen)
in the liver. Considering the above mentioned, HSI tends to decrease toward the CHO:L
ratio of 0.75 because of the lower content of glycogen, while it also decreases towards the
CHO:L ratio of 4.63 due to the lower accumulation of lipids. This indicates that A. tropicus
fry can better use lipids than dietary carbohydrates for lipid accumulation.

Regarding blood chemistry analysis, plasma glucose levels after 24 hours of fasting did not
show significant differences among treatments, which agree with Zhou et al. (2016) where
the absorption of glucose released by digestion is very efficient and allows the increase of
blood glucose in most of fish. However, the intensity of blood glucose peak and its duration
are species-specific and condition the tolerance of each species to carbohydrates (Moon,
2001). Many fish species (mainly carnivores) tend to exhibit a persistent postprandial
hyperglycemia after a meal high in carbohydrates (Hemre et al., 2002). Nevertheless, the
glucose tolerance test in A. tropicus showed that after an intraperitoneal injection of 1.2 g
kg™ dextrose, the basal glucose level is recovered in less than 10 h (unpublished data). This

is in agreement with our results, which suggest that A. tropicus fry have a capacity to
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metabolize glucose faster than other carnivorous fish species such as S. brasiliensis
(Sterzelecki et al., 2017).

Accordance to our results, plasma triglyceride and cholesterol levels were significantly
increased as CHO:L ratio decreased, this coincides with that reported for yellowfin
seabream (Sparus latus) (Hu et al., 2007), C. idella (Gao et al., 2010), L. crocea (Zhou et
al., 2016) and O. niloticus (Xie et al., 2017). Plasma profiles reflect the general metabolism
and physiological status of tissues, especially the liver, therefore, the increase in plasma
triglycerides and cholesterol is attributed to active lipid transport in response to a high level
of dietary fat (Xie et al., 2017).

Another important aspect has been detected in digestive enzyme activities; for instance,
proteases, lipases, and amylases are secreted in digestive system, usually in response to
dietary protein, lipid and carbohydrate content (Buddington & Krogdahl, 2004). In this
context, alfa-amylase activity generally correlates positively with dietary carbohydrate level
(Polakof, Panserat, Soengas, & Moon, 2012); however, this ability to secrete more o-
amylase for dietary polysaccharides hydrolysis seems to be more efficient in herbivorous
and omnivorous species, while in carnivorous species such as rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) this digestive enzyme is not efficiently expressed, which provokes adverse effects
when high levels of carbohydrates are incorporated into the diet (Krogdahl, Hemre, &
Mommsen, 2005). In the case of lipase activity regarding to the inclusion of carbohydrates,
the response is variable, since species such as C. idella and L. crocea showed a decrease in
lipase activity as CHO:L ratio increases (Gao et al., 2010; Zhou et al., 2016) while in S.
brasiliensis the activity tends to increase in accordance to CHO:L ratio (Sterzelecki et al.,

2017).
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Previous studies on A. tropicus larvae described a significant increase in a-amylase activity
as dietary carbohydrates increase (Frias-Quintana et al., 2017, 2016). In our research, the
same trend was observed, although there are no significant differences between treatments.
We consider that a-amylase activity increases in fish fed with CHO:L ratios from 0.75 to
2.52 in response to the increase of cornstarch in their diet. Then, the activity decreases in
the CHO:L ratio of 4.63 because the excess of carbohydrates in diet (28.94%), coupled with
the pelleting process produced harder pellets that resisted longer the digestive disintegration
by the gastrointestinal tract transit (personal observation). In agreement with our results,
Sgrensen (2012) indicates that there is a moderate but positive correlation between amount
of purified wheat starch inclusion and the durability and hardness of the pellet. This author
also describes that higher water stability of pellets results in longer gastric retention time
and prolonged evacuation time of chyme through the gastrointestinal tract. Furthermore,
pellets that were too hard caused digestive disturbances in the fish.

Our study showed an increase in lipase activity as the CHO:L ratio increases, this deal with
results obtained by Frias-Quintana et al. (2017, 2016) despite the fact that in these authors
used isolipidics diets. Therefore, the increase in lipase activity is due to the reduction of
lipids in diets, in addition to the hardness of the pellet, particularly in the D5 (4.63 CHO:L
ratio). However, further studies are needed to evaluate the effect of ingredients composition
and processing conditions on physical characteristics of diets and how this affects the
digestibility and availability of nutrients.

Considering the above-mentioned, liver plays an important role in the regulation of
intermediary metabolism in response to nutritional status. Under aerobic conditions,

glucose is catabolized by means of glycolysis, Krebs cycle and respiratory chain to produce
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ATP or via the pentose phosphate pathway to generate nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADP). The excess can be stored as glycogen (glycogenesis) or lipids
(lipogenesis). While, under fasted conditions, the lack of glucose is satisfied by means de
novo synthesis from pyruvate, lactate, glycerol and some amino acids (gluconeogenesis) or
by means of the degradation of glycogen into glucose (glycogenolysis) (Polakof et al.,
2012; Rui, 2014).

For this reason, an adequate regulation of these pathways is necessary to maintain glucose
homeostasis. These mechanisms are regulated in herbivorous such as common carp
(Cyprinus carpio) (Shimeno, Kheyyali, & Shikata, 1995) or omnivores such as O. niloticus
(Chen et al., 2017). However, in carnivorous fish such as gilthead seabream (Sparus aurata)
(Enes, Panserat, Kaushik, & Oliva-Teles, 2011), perch (Perca fluviatilis) (Borrebaek &
Christophersen, 2000), O. mykiss (Kirchner, Panserat, Lim, Kaushik, & Ferraris, 2008;
Panserat, Capilla, et al., 2001; Panserat, Plagnes Juan, Breque, & Kaushik, 2001), European
seabass (Dicentrarchus labrax) (Enes, Panserat, Kaushik, & Oliva-Teles, 2006; Enes et al.,
2011) and L. crocea (P. Zhou et al., 2016), have been shown a low inhibition of hepatic
gluconeogenesis related to the inclusion of carbohydrates in their diet, both at molecular
level and enzymatic activity (Enes, Panserat, Kaushik, & Oliva-Teles, 2009). Furthermore,
in rainbow trout (O. mykiss) it has been shown that the activity of key enzymes in
gluconeogenesis (PEPCK, FBPase and G6Pase) are regulated by amino acids (Kirchner et
al., 2003) and could be modify by starvation (Kirchner et al., 2008). The absence of
gluconeogenesis inhibition induced by carbohydrates is a hypothesis for postprandial
hyperglycemia and the poor use of carbohydrates in carnivorous fish. On the contrary, our

results showed that A. tropicus fry, increases glycolytic enzyme activity for HK and GK as
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a response of the inclusion of carbohydrates ranged 13.8 to 22.5% (CHO:L ratios of 0.75 to
2.10) while gluconeogenic enzymes (PEPCK and FBPase) showed the opposite tendency.
This confirms an efficient regulation of metabolic pathways, glycolysis and
gluconeogenesis, by dietary carbohydrates for this species. For example, a carbohydrate
level above 25% (CHO:L ratio of 2.52) causes a greater activity of gluconeogenic enzymes
and decrease in the activity of glycolytic enzymes. This effect is also observed in plasma
glucose concentration, since it tends to rise in the fish fed the diets with CHO:L ratio of
2.52 and 4.63, although not significantly with respect to the other experimental groups. It is
likely that this failure in the regulation of metabolic pathways in the fish that received diets
with highest carbohydrate content out because a possible liver malformation due to an
excessive accumulation of glycogen, as has been described for O. mykiss (Hemre et al.,
2002) although further studies are required to clarify this issue.

Additionally, PK is another key glycolytic enzyme, although it has been accepted that this
enzyme has a nutritional regulation, although in some fish species its regulation by
carbohydrates is still controversial (Enes et al., 2009; Kamalam et al., 2017). In our
investigation with A. tropicus fry, no effect of dietary carbohydrate intake on liver PK
activity was observed, this is in accordance with previous studies carried out in O. mykiss
(Fideu, Soler, & Ruiz-Amil, 1983; Hilton & Atkinson, 1982; Skiba-Cassy et al., 2013;
Suarez, Sanz, Bazoco, & Garcia-Gallego, 2002), S. senegalensis (Conde-Sieira et al., 2015;
Dias et al., 2004) and S. aurata (Enes, Panserat, Kaushik, & Oliva-Teles, 2008). However,
an effect has been observed in PK activity dependent on the type of carbohydrate supplied.
In European sea bass (Dicentrarchus labrax) was observed a higher induction of liver PK

by glucose than by starch, whereas in gibel carp (Carassius auratus) and Chinese longsnout



47

catfish (Leiocassis longirostris) PK was significantly higher in fish fed diets containing
sucrose than glucose, dextrin or starch. In C. carpio the protein substitution by 30% of
starch, glucose or fructose had not effect on hepatic PK activity, but 30% of galactose
depressed PK activity. On the other hand, the starvation in species such as O. mykiss and S.
aurata cause a significant decrease in PK activity (Enes et al., 2009).

Meanwhile, lipogenesis is not directly linked to carbohydrate metabolism; this pathway
plays an important role in homeostasis because it converts excess glucose into fatty acids.
In this sense, glucose entering exogenously can activate lipogenesis by generating carbon
backbones or reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), the
key-reducing co-factor generated by the oxidative branch of the pentose phosphate
pathway. The enzymes responsible for catalyzing the reactions to generate NADPH are
G6PD and 6-phosphogluconate dehydrogenase (Rui, 2014). However, studies in fish using
radiolabeled glucose indicate that carbohydrates appear to stimulate lipid biosynthesis by
increasing the availability of cytosolic reducing equivalents, like NADPH, rather than
contributing with carbon backbones (Hemre et al., 2002).

Investigations conducted in O. mykiss reported that the administration of metformin is
associated with an improvement of postprandial hyperglycemia, due to the induction of
lipogenesis in the liver (Panserat et al., 2009). This generated the hypothesis that in
carnivorous fish the low hepatic lipogenesis can explain, at least in part, the poor glucose
homeostasis (Polakof et al., 2012). Furthermore, studies with primary trout hepatocytes
revealed that amino acids regulate hepatic fatty acid biosynthetic gene expression more
efficiently than carbohydrates (Dai et al., 2016; Dai, Panserat, Plagnes-Juan, Seiliez, &

Skiba-Cassy, 2015). In our study with A. tropicus fry an increase in G6PD activity was
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observed as the CHO:L ratio increased, which agrees with results obtained in S.
senegalensis (Dias et al., 2004), suggesting the activation de novo lipogenesis pathway.
This, together with the reduction of gluconeogenesis, previously mentioned, may have
contributed to the similar concentrations of plasma glucose regardless of treatment applied.
In conclusion, even though tropical gar has been described as a carnivorous fish, our results
regarding growth parameters, feed utilization and survival were not affected by varying
dietary CHO:L ratios (0.75 - 4.63) when these were tested for 45 days. Likewise, protease,
lipase and amylase activities were not affected by diets. However, lipase showed an
increase in its activity when the CHO:L ratio was increased, which was attributed to
reduction of lipids in diets in addition to the hardness of pellet. Lipid content of carcass and
liver, as well as, plasma triglyceride and cholesterol levels were significantly increased as
CHO:L ratio decreased, demonstrating that dietary lipids contribute to the accumulation of
fat in body and liver while carbohydrates have little contribution in this process. On the
other hand, plasma glucose level after 24 h fasted was not affected by dietary CHO:L
ratios. However, glycolytic enzyme activities HK and GK were increased in response to
dietary CHO:L ratios from 0.75 to 2.10, while gluconeogenic enzymes PEPCK and FBPase
showed the opposite tendency. These results show that A. tropicus fry have the capacity to
adequately metabolize glucose up to a carbohydrate inclusion of 22.5% (CHO:L ratio of

2.10).
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Table 1. Chemical composition and proximal analysis of the experimental diets to tropical

gar
Ingredients Carbohydrate: lipid ratio diets

(g kg™ 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
Sardine meal® 546 546 546 546 546
Fish protein
hydrolyzate 100 100 100 100 100
Sardine oil* 72 54 35 17.9 0
Soybean lecithin? 36 27 18 9 0

Pregelatinized

cornstarch® 0 62.5 125 188 250
Grenetin® 20 20 20 20 20
Vitamin and

Mineral premix’ 15 15 15 15 15
Vitamin C* 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8

Sorghum meal 8-

10%° 210 175 140 104 68

Proximate composition (g kg™)

Dry matter 975 974 983 950 976
Crude protein 425 420 418 418 415
Crude lipid 183 141 107 99.9 62.4
Carbohydrate 138 180 225 252 289
Ash 98 110 114 108 118

Carbohydrate:lipid 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63



64

ratio
Gross energy (MJ

kg™)® 19.6 18.6 18.2 18.0 17.2

! Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, Mexico. “Pronat

Ultra, Mérida, Yucatan, Mexico. > MSA Industrializadora de Maiz, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco,
Mexico * DMS (Heerlen, Netherlands, active agent 35%). >’GALMEX Comercializadora de Insumos
Agricolas, Villahermosa, Tabasco, Mexico. ° D’gari Productos alimenticios y dietéticos Relampago, Tlalpan,
Edomex, Mexico. ‘Consorcio Stper Sociedad Anénima de Capital Variable. (for trout by courtesy),
Guadalajara, Jalisco, Mexico. ® Calculated using values of 23.6 KJ g™ for protein, 39.56 KJ g™* for lipid and

17.2 for carbohydrate (Gao et al., 2010).
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Table 2. Growth performance parameters of tropical gar fed experimental diets. Values are

presented as mean + SD, n=3.

Carbohydrate: lipid ratio diets

0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
s 86.7+18.8 93.3+94 80.0 8.2 90.0 + 14.1 96.7 £ 4.7
IBW? 0.50 0.51 0.51 0.50 0.50
FBW? 1254+ 124 1423+151 1712+145 1382284  14.68%0.77
wG* 23875+ 2637.1+ 3129.7 + 2677.8 + 2814.2 +
245.2 406.8 348.1 560.6 123.2
SGR® 7.13+0.22 7.41+0.23 7.81+0.19 7.36 +0.44 7.49 +0.09
FCR® 1.06 + 0.46 0.97 +0.19 1.00 +0.10 1.12+0.61 1.10+0.23
FI’ 0.29+0.13 0.29 +0.04 0.37 £ 0.04 0.31+0.12 0.34+0.05
K® 1.36 +0.16 1.07 +£0.13 1.06 +0.11 1.27+0.32 1.33+0.20

1S, survival. ?IBW, initial mean body weight. > FBW, Final mean body weight. *WG, Weight gain. > SGR,

specific growth rate. ® FCR, feed conversion ratio. ' Fl, feed intake (g day™). ® K, condition factor.

Table 3. Viserosomatic and hepatosomatic indexes in tropical gar fed experimental diets.

Carbohydrate: lipid ratio diets

0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
VvSI? 876+1.18 8.84 +0.87 8.88 +0.77 8.97 + 1.61 9.6+1.16
HSI> 3.19+051" 372+0.33* 4.06+042° 3.67+0.48" 3.11+0.37°

1VSlI, Viscerosomatic index. > HSI, Hepatosomatic index. Values are presented as mean + SD, n=3. Means

with different superscripts in the same row are significantly different (P < 0.05).
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Table 4. Dressed carcass and liver proximate composition in tropical gar fed experimental

diets.

Carbohydrate: lipid ratio diets

0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
Dressed carcass (g kg™ of wet weight basis)
Moisture 709.0£20.3  7224+243  7054%95 7264313  7357+148
Crude 191.5+10.7 186.9 + 8.6 203.0 £ 4.2 197.5+17.7 197277
protein
Crude lipids 43.7 £4.5° 39.3+6.5° 409 +2.2° 28.3+2.6" 23.1+23
Ash 31221 31.2+45 275+18 34.8+0.7 31.8+5.4
Liver
Lipids (g 126.1+7.3° 135.1+7.2*  1145+165 86.0+6.4™ 82.39 + 12.4°
kg™)
Glycogen  26.16 +3.1° 31.62+4.1® 3525+36° 3525+80°  36.78+5.2°
(umol g)

Values are presented as mean = SD, n=3. Means with different superscripts in the same row are significantly

different (P < 0.05).
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Table 5. Plasma biochemical parameters of tropical gar fed experimental diets after 24 h

fasted.

Carbohydrate: lipid ratio diets
Parameter 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
Glucose 115.23 + 11456+8.10  107.98 + 127.48 + 123.18 +
(mgdL™) 26.48 12.26 26.26 18.05
Triglycerides 273.96 + 277.69 277.36 + 227.31 189.3 +
(mgdL™) 45.48° 42.82° 35.32° 36.64% 34.90°
Cholesterol 137.34 % 141.72 + 137.42 + 121.41 + 116.28 +
(mg dL™) 23.20% 20.89° 13.47%* 22.28" 9.54°
Albumin 764+318  7.34+215  7.98+214 583+251  514+0.88
(gdL™)

Values are presented as mean = SD, n=9 fish by treatment. Means with different superscripts in the same row

are significantly different (P < 0.05).

Table 6. Intestinal enzyme activities of tropical gar fed experimental diets after 24 h fasted.

Values are presented as mean £ SD, n=3.

Carbohydrate: lipid ratio diets
Activity (U 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63

mg protein™)

Proteases 799+14.4 73.8+ 1.7 77.7+12.3 77.6 +18.6 83.8+45
Lipases 527.6 £ 30.6 508.7 + 80.8 580.9+55 601.2+1149 622.8+48.5

Amylases 21.4+115 243+8.9 33.0+£13.6 429+110 31.9+104
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Table 7. Hepatic enzyme activities of tropical gar fed experimental diets after 24 h fasted.

Carbohydrate: lipid ratio diets

Activity (U mg 0.75 1.28 2.10 2.52 4.63
protein™)

Glycolytic enzymes

HK 0.81+0.04° 1.13+0.34° 1.97+020° 1.05+0.06° 1.82+0.17°
GK 0.15+0.05  059+0.27°  1.1+0.05* 0.69+0.05°  0.19 +0.04™
PK 104.9 + 19.6 99.4+140  86.1+37  89.9+245 88.9+5.6
Gluconeogenic enzymes

PEPCK 3.2+0.13 33063 15+042° 25071  28%042"
FBPase 61.4+1.7° 56.1+2.7®  53+28% 47.7+6.9° 57.1+3.7%
Lipogenic enzyme

G6PD 7.5+0.05° 83+1.7° 121+08  97+21® 125+ 1.0°

Values are presented as mean + SD, n=3. Means with different superscripts in the same row are significantly

different (P < 0.05).
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Resumen

Introduccion: La mayoria de las investigaciones acerca de la regulacion del metabolismo
intermediario en peces en respuesta a la inclusion de carbohidratos en sus dietas se ha
centrado en peces teledsteos con resultados que apuntan a una intolerancia a la glucosa en
los peces carnivoros debida a una falta de regulacion en las rutas metabdlicas. No obstante
estudios recientes en el pez carnivoro ancestral Atractosteus tropicus muestran que es capaz
de mejorar su crecimiento con la inclusion de carbohidratos y aparentemente regular

eficientemente las rutas del metabolismo intermediario.
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Resultados: En la presente investigacion realizamos un experimento con diferentes
proporciones de carbohidratos y lipidos en dietas para pejelagarto (D1: 18% lipidos/13%
carbohidratos; D2: 10% lipidos/22% carbohidratos; D3: 6% lipidos, 29% carbohidratos). El
andlisis diferencial de transcriptoma de higados revelo escasas diferencias a nivel de genes
y una decena de genes relacionados con el metabolismo intermediario sobreexpresados a
nivel de isoformas entre los que destacan; APOA4 con la D1, PLPL9, CHKA con laD2y
ACACA, ELOV4, ELOV2, ANGLS, FAS, ACOD, HMCSL1 con la D3. En los peces
alimentados con la D3, se observan hepatocitos con vacuolas de mayor tamafio en
comparacion con los tratamientos D1 y D2, lo que generan deformacion celular y

desplazamiento total del nicleo y cambios en la estructura de los cordones hepaticos.

Conclusiones: La sobreexpresion del gen APOA4 con la D1 sugiere esteatosis causada por
un exceso de lipidos dietarios. En los peces alimentados con la D2 se observa hidrélisis y
biosintesis de fosfolipidos. Con la D3 se sobreexpresan genes relacionados con la
biosintesis de acidos grasos saturados y monoinsaturados, y la elongacion hasta acidos
grasos de cadena muy larga. El analisis histologico revela un potencial dafio hepatico con la

D3.

Keywords: Lepisosteidae, pez ancestral, metabolismo de carbohidratos, lipogénesis

Introduccion

En los peces los carbohidratos son importantes debido a que sus tejidos cerebrales, renales,
oculares y branquiales utilizan la glucosa como fuente preferente de energia (1). A pesar de

ello, no tienen un requerimiento especifico de carbohidratos debido a que tienen la
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capacidad de sintetizar glucosa de novo (2). Sin embargo, la eficiencia en el
aprovechamiento de carbohidratos es altamente variable entre especies, de tal forma que las
especies carnivoras muestran una menor tolerancia a la glucosa que las especies omnivoras
y herbivoras (3,4). Especies herbivoras como la carpa (Cyprinus carpio) (5) u omnivoras
como Oreochromis niloticus (6) son eficientes en la regulacion de las rutas del metabolismo
intermediario (glucolisis, gluconeogénesis, lipogénesis, glucogendlisis y glicogénesis). Sin
embargo, especies carnivoras como la dorada (Sparus aurata) (7), perca (Perca fluviatilis)
(8), trucha (Oncorhynchus mykiss) (9-11), lubina (Dicentrarchus labrax) (7,12) y
Larimichthys crocea (13), han mostrado una escasa inhibicion (a nivel molecular y
enzimatico) de la gluconeogeénesis hepética relacionada con la inclusion de carbohidratos
en su dieta (14). Estudios recientes han asociado este fenotipo “intolerante a la glucosa”
con una sobreexpresion atipica de ohnologos (paralogos formados por un evento de
duplicacion completa del genoma (WGD), (15)) de la glucosa 6 fosfatasa (gépca) en el
higado de truchas juveniles alimentadas con dietas ricas en carbohidratos (16) Yy

sobreexpresados por la insulina, en un estudio in vitro con hepatocitos (17).

En este sentido, la mayoria de las investigaciones acerca del metabolismo de carbohidratos
en peces carnivoros se han enfocado en peces teledsteos, especialmente en la trucha arcoiris
(O. mykiss) (18). Por otro lado, en los ultimos afios se han incrementado las investigaciones
respecto a la interaccion de los carbohidratos y lipidos como fuente de energia en los peces,
asi como de la determinacién de una proporcion optima entre ambos macronutrientes
(13,19-25) Todos estas investigaciones se basan en analisis de indicadores de desempefio

productivo, actividad de enzimas metabolicas y expresion de genes clave de las principales
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rutas del metabolismo de carbohidratos, pero la respuesta molecular ain permanece poco

conocida.

Estudios recientes en el pejelagarto Atractosteus tropicus, un pez carnivoro ancestral que
habita en rios y pantanos del Sureste de México y Centroamérica (26,27), han demostrado
que es capaz de mejorar su crecimiento y supervivencia al utilizar almidon en sus dietas
(28,29) y se sugiere una adecuada regulacion de las rutas de la glicdlisis, gluconeogénesis y

lipogénesis usando 22% de carbohidratos dietarios (30).

La familia a la que pertenece esta especie ha sido descrita como peces con un genoma en
una “posicion basal” respecto a los teledsteos, ya que su linaje divergié antes de que se
diera la tercera WGD comun a los teledsteos (Ts3R) y la cuarta WGD especifica de los
salmédnidos (Ss4R) (31) Por ello, basado en el estudio del genoma de Lepisosteos oculatus
Se propuso que estos organismos pueden ser usados como modelos en estudios genéticos y

fisioldgicos (32).

Por esta razén resulta de gran interés un analisis global de expresidn genética en respuesta a
la interaccidn de los lipidos y carbohidratos a fin de comprender los mecanismos biolégicos
implicados en el metabolismo de carbohidratos en peces carnivoros. El objetivo de la
presente investigacion fue analizar, desde un enfoque transcriptdmico e histol6gico, cémo
la sustitucion de lipidos por carbohidratos en dietas para pejelagarto puede afectar el

metabolismo intermediario en el higado.



73

Resultados

Efecto de la porporcién CHO /L sobre el transcriptoma de higados de pejelagarto

El anélisis de expresion diferencial de genes (DEG) de los higados de pejelagarto, a nivel
de genes, mostro escasa diferencia a entre las tres dietas probadas, con solamente una
decena de genes diferencialmente expresados. Ademas, no pudo observarse un patrén claro
de agrupacion entre las repeticiones de cada dieta (Figura 1). La mayor diferencia entre
perfiles de expresion se encontrd entre los peces que fueron alimentados con la dieta 1
contra los alimentados con la dieta 3 (38 genes expresados diferencialmente), entre ellos
destaca la sobreexpresion con la D3 de los genes ACACA_HUMAN (acetil-CoA
carboxilasa 1), ELOV2 (elongasa 2) que corresponden en su mayoria al metabolismo de
acidos grasos; (Tabla 3). Los grupos mas homogéneos en cuanto a expresion fueron los de
los peces alimentados con la dieta 2 contra la dieta 3 (6 genes expresados diferencialmente)
(Tabla 2). En cuanto a la expresion diferencial entre las muestras de los peces alimentados
con la D1 vs la D2 destacan los genes APOA4_FELCA con la D1, ACACA_ HUMAN Y

ACACA_RAT sobreexpresados con la D2 (Tabla 1).

No obstante, cuando el analisis se realiz6 a nivel isoformas pudo observarse una mayor
diferencia entre los perfiles de expresion (Figura 2). En los perfiles de expresion de los
higados de peces alimentados con la D1 vs D2 se observaron 46 genes expresados
diferencialmente (Tabla 4). Entre ellos destacan como implicados en el metabolismo de
lipidos: el gen APOA4 (Apolipoproteina A-1V) sobreexpresado en peces alimentados con

la D1y ACACA-RAT (acetil-CoA carboxilasa 1), ACOD_CYPCA (Acil-CoA desaturasa)
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y ANGLS8 isoformas 1, 2 y 3 (Proteina similar a la angiopoyetina 8) sobreexpresados con la

D2.

Al comparar los higados de los peces alimentados con la D2 vs D3, 34 genes fueron
expresados diferencialmente (Tabla 5). Entre ellos destacan los siguientes por estar
asociados al metabolismo de carbohidratos o lipidos: Con la D2 se sobreexpresaron los
PLPL9_MOUSE (fosfolipasa A2 independiente de calcio de 85/88 KDa), CHKA_HUMAN
(Colina quinasa alfa) y sobreexpresado con la dieta 3 HMCS1_CHICK
(hidroximetilglutaril-CoA-sintasa). Otro gen sobreexpresado con la D3 que resulta de

interés es PPT2A_XENLA (Tioesterasa lisosomal PPT2-A).

Mientras en la comparacion de higados entre la D1 vs D3 se observaron 68 genes distintos
(Tabla 6). Entre ellos destacan por su participacion en el metabolismo intermediario;
sobreexpresados con la D3 ACACA-RAT (acetil-CoA carboxilasa 1), ELOV4 HUMAN
isoformas 1, 2, 5, 12 (elongasa 4), ELOV2_HUMAN (elongasa 2), ANGLS8 isoforma 3
(Proteina similar a la angiopoyetina 8), FAS_CHICK (&cido graso sintasa),
ACOD_CYPCA (Acil-CoA desaturasa). Otro gen sobreexpresado con la D3 que resulta de

interés es MASY_MY XXD (malato sintasa)

Histologia del higado

El higado de A. tropicus presenta células hepaticas (hepatocitos) El arreglo de los
hepatocitos, en general, muestra un ndcleo con cromosomas plumosos, numerosos

nucléolos basdfilos, y citoplasma vacuolado acidofilo.
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En la presente investigacion, los higados de los peces alimentados con la D1 presentan
numerosos hepatocitos con un nucleo central baséfilo, citoplasma acidofilo con pequefias y
escasas vacuolas (figura 3 d,g) en comparacion con los alimentados con la D2 y D3. Los
hepatocitos se encuentran arreglados en cordones hepéticos separados entre si por un
espacio o sinusoide, rodeando venas o arterias (Figura 3 a). En los peces alimentados con la
D2 se observa un incremento en el tamafio vacuolas dentro de los hepatocitos y los nicleos
presenta un ligero desplazamiento a la periferia (Figura 3 e, h), es evidente el arreglo de los
los hepatocitos en cordones hepaticos que rodean las arterias y vena central (Figura 3b)
Mientras que, en los peces alimentados con la D3, en todo el higado se observan
hepatocitos con vacuolas de mayor tamafio (Figura 3c), en comparacion con los
tratamientos D1 y D2, lo que generan cambios en la estructura de los cordones hepaticos.
La vacuolizacion del citoplasma de los hepatocitos provoca deformacidn celular y
desplazamiento total del nicleo. Los hepatocitos vacuolados se asocian entre ellos
formando una estructura de roseta, con menor presencia de nucleos picnoticos, los cuales

en algunos casos estan ausentes (Figura 3 f, i).

Discusién

Los resultados de la presente investigacion indican que independientemente de la cantidad
de carbohidratos consumidos no existe una modificacion significativa sobre los perfiles de
expresion genética de los higados de pejelagartos 24 h después de la ultima alimentacion.
Lo que concuerda con los parametros de bioguimica sanguinea descritos en un estudio
previo (30) donde el nivel de glucosa en plasma de pejelagartos 24 h después de la dltima

alimentacion fue de 118 + 20 mg/dL y no se vio afectado por la proporcion de CHO:L.
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Esto puede explicarse con los resultados obtenidos en una prueba de tolerancia a la glucosa
en A. tropicus, los cuales muestran que el nivel basal de glucosa es recuperado en menos de
10 h después de una inyeccién intraperitoneal de 1.2 g * de dextrosa/kg de peso (datos no
publicados). Todo lo anterior confirma que el pejelagarto es capaz de metabolizar la
glucosa en menos de 24 h sin un efecto permanente en cuanto a metabolitos en plasma y

expresion genética.

El andlisis DEG de los higados de pejelagarto alimentados con las tres dietas
experimentales muestra que, tanto a nivel de genes como de isoformas, en la D1 en
comparacion con la D2 se sobreexpresa el gen APOA4, el cual codifica para la
apolipoproteina A-1V. Hasta ahora se sabe que esta lipoproteina participa en multiples
procesos bioldgicos como absorcion y metabolismo de lipidos, transporte reverso del
colesterol, proteccion contra la ateroesclerosis, agregacion plaquetaria y trombosis,
homeostasis de la glucosa e ingesta de alimento (33). De todos ellos, quiza el més notable
es la asociacion entre una activa absorcion intestinal y la induccién de la expresion
APOAA4. Se sabe que este gen se expresa en el intestino de los mamiferos (especialmente el
yeyuno) y también en una pequefia porcion del higado de los roedores, adicionalmente se
ha detectado en el hipotdlamo, tronco cerebral y células dendriticas (2). En el caso de la
expresion de APOA4 en higado, un estudio realizado por Verhage et al. (34) revel6 que el
incremento en la expresion de este gen se da por condiciones que incrementen la
acumulacién de triacilglicéridos en los hepatocitos (esteatosis), por ejemplo por la ingesta
de una dieta alta en grasas y colesterol, esto mismo ha sido descrito en otros casos en que se

utilizan ratones como modelos de esteatosis. El estudio ademas demostré que la expresion



del gen APOA4 mejora la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad unidas a
triglicéridos (VLDL-TG) e incrementa el tamafio de particula de las VLDL, de tal forma
que se ha relacionado la expresion de este gen con la exportacion de lipidos desde los

hepatocitos como un mecanismo de defensa ante una acumulacion excesiva de lipidos.

En nuestro estudio los analisis histolégicos demuestran una vacuolizacion en los
hepatocitos en los peces alimentados con la D1, la cual contenia el mayor porcentaje de
lipidos (18%) de las 3 dietas probadas, por lo que la sobreexpresion del gen APOA4 con
esta dieta sugiere una movilizacién de los lipidos fuera de los hepatocitos ante una
aprobable esteatosis hepatica, tal como ha sido descrito para ratones. Estos resultados
concuerdan con una investigacién anterior en la que se observé que pejelagartos
alimentados con una dieta que contenia 18% de lipidos y 13% de carbohidratos muestran
una mayor cantidad de lipidos hepéticos que los alimentados con una dieta con 11% de

lipidos y 22% de carbohidratos, aunque estas diferencias no fueron significativas (30).

Por otro lado, en los peces alimentados con la D2 en comparacion con la D3 se

sobreexpresaron genes relacionados con el metabolismo de fosfolipidos. PLP9 codifica
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para la fosfolipasa A2 que cataliza la liberacion de acidos grasos a partir de los fosfolipidos

para que sean absorbidos por las células de la mucosa intestinal. En peces son escasos 1os
estudios acerca de digestion de fosfolipidos, sin embargo, se ha reportado actividad
fosfolipasa A2 en el hepatopancreas de carpa y crias de lubina rayada (Morone saxatilis)
pero es incierto si su actividad se refleja a nivel del intestino o de forma intracelular.
También mediante analisis inmunohistoquimicos se describio su presencia en células

intestinales en la dorada (35). El otro gen sobreexpresado fue CHKA que codifica a la
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colina quinasa, una enzima citosdlica que cataliza la fosforilacion de la colina para formar
fosfocolina en presencia de ATP y magnesio, este es el primer paso en la sintesis de
fosfatidilcolina. Las rutas de biosintesis de fosfolipidos no han sido profundamente
estudiadas en peces pero debido a estudios gendémicos realizados en el pez fugu (Takifugo
rubripes) y el pez cebra (Danio rerio) se sabe que cuentan con las enzimas y proteinas
descritas como necesarias para el proceso (36). En las células de mamiferos se han descrito
tres isoformas (CHKA-1, CHKA-2 y CHKB) (37). En nuestro estudio, la sobreexpresion de
estos genes en los peces alimentados con la dieta 2 puede explicarse debido a que a esta se
le adicion6 una mezcla de aceite de pescado Yy lecitina de soya (como recurso de
fosfolipidos), a diferencia de la D3 en la que no se afiadieron lipidos en su elaboracion y el
Unico aporte de lipidos dietarios provenia de la harina de pescado (ya que esta no fue
desgrasada). Entonces, los peces alimentados con la D2 activan la ruta de hidrolisis de
fosfolipidos y se da una biosintesis de fosfolipidos de novo o a través del recambio de

fosfolipidos.

En contraste el gen sobreexpresado en los peces alimentados con la dieta 3 en comparacién
con la dieta 2 esta implicado en la biosintesis de colesterol. HMGSL1 codifica para la enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintasa, que cataliza la segunda reaccion de la
ruta del mevalonato, esta consiste en la condensacion de acetoacetil CoA para producir
HMG-CoA que es rapidamente convertida a mevalonnato por la HMG-CoA reductasa. En
los mamiferos se han encontrado dos isoformas del gen HMGS1 y HMGS2, el primero se
asocia con la biosintesis de colesterol mientras el segundo participa en el control de la

cetogenesis (38).
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En la comparacion de los higados de peces alimentados con la D1 vs la D3, es donde se
observa la mayor diferencia en perfiles de expresion. La mayoria de los genes
sobreexpresados implicados en el metabolismo intermediario se encuentran en la D3,
(algunos de ellos también se sobreexpresaron en la D2), y estan relacionados con la
biosintesis de lipidos. Tal es el caso del gen ACACA, que codifica para la enzima acetil-Co
carboxilasa la cual interviene en la primera reaccion, considerada un paso limitante, de la
biosintesis de &cidos grasos catalizando la formacion de malonil CoA a partir de acetil-CoA
y bicarbonato (39). Continuando el proceso de biosintesis de acidos grasos, se encontro al
gen FAS que codifica para el complejo multienzimatico acido graso sintasa, el cual cataliza
la sintesis de acidos grasos de cadena larga de novo, a partir de malonil-CoA y acetil CoA
en presencia de NADPH. También se encontraron sobreexpresados los genes implicados en
la desaturacion y elongacion de &cidos grasos (39). ACOD codifica para la enzima acil-
CoA desaturasa que introduce el primer enlace doble en los &cidos grasos saturados,
sintetizando de esta forma acidos grasos monoinsaturados. La reaccién global implica la
oxidacion de dos electrones provenientes de la enzima citocromo b5 reductasa (39). Asi
mismo, se sobreexpresaron los genes ELOV2 y 4, que codifican para enzimas elongasas
implicadas en la biosintesis de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA). La actividad
enziméatica ELOV?2 ha sido descrita en el pez cebra, salmdn del Atlantico (Salmo salar),
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el bagre (Clarias gariepinus)(40). El sustrato
sobre los que actua esta enzima con los acidos grasos Cy (20:4n-3 'y 20:3n-6) y C2, (22:5n-
3y 22:4n-6), aunque también puede elongar en menor grado los C15(18:n4-3 y 18:n3-
6)(39). La habilidad de la ELOV 2 para elongar acidos grasos de C, a Cy4 la ubican como

una enzima clave para la sintesis del &cido graso docosahexaenoico (DHA). ELOV4 ha sido
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caracterizada en el pez cebra y varias especies de peces comerciales como la cobia

(Rachycentron canadium), el Salmon del Atlantico, el bagre africano, Larimichthys crocea,
Epinephelus coioides. Hasta ahora se han descrito dos isoformas de es la enzima ELOV4a y
ELOV4b, ambas tienen la capacidad de producir acidos grasos de cadena muy larga (mayor

a Cas) (40).

Con base en lo anterior, los resultados de la presente investigacién demuestran que el
pejelagarto cuenta con las enzimas requeridas para la sintesis y desaturacion de acidos
grasos de novo a partir de carbohidratos y la elongacién de acidos grasos de cadena muy
larga (VLC-PUFA). Esto concuerda con una conclusién previa generada en pejelagartos a
partir de la observacion del incremento en la actividad de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa hepatica (G6PDH) conforme se incrementa la proporcion CHO:L (30).
Debido a que la G6PDH regula la ruta de las pentosas fosfato, la cual entre otras cosas
genera poder reductor (NADPH) utilizado en la sintesis de lipidos. Esto también corrobora
la hipotesis de que el pejelagarto es eficiente en activar la ruta de lipogénesis a partir de
carbohidratos (30) de tal forma que la inclusion de hasta 29% de almiddn en su dieta no
afecta la concentracion de glucosa en plasma después de 24h de haberse alimentado, debido

a que el exceso de glucosa es canalizado hacia la sintesis de lipidos.

Por otro lado, es ampliamente conocido que los lipidos ademas de proveer energia también
aportan acidos grasos que desempefian papeles importantes en procesos fisiol6gicos como
el crecimiento, eficiencia alimentaria, respuesta inmune y condiciones de salud,

especialmente durante la etapa larval (36,41). Por lo que es probable que el incremento en

los niveles de expresion de los genes ACACA, FAS, ELOV y ACOD en los higados de los
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peces alimentados con la dieta 5, se debiera a una estrategia fisioldgica para compensar la
disminucion en el aporte de &cidos grasos dietarios. En todo caso, la biosintesis de lipidos y
la elongacion de &cidos grasos a partir de carbohidratos como reserva de energia y/o para
compensar la deficiencia de ciertos &cidos grasos en las dietas indican que el pejelagarto es

eficiente en el uso de carbohidratos como fuente de energia.

En cuanto al gen ANGLS8 (también Ilamado ANGPTLS, lipasina, refeeding-induced fat and
liver protein [RIFL] y TD26), pertenece a un grupo de proteinas conocidas como
angiopoietinas (ANGPTL3, ANGPTL4 y ANGPTLS). Son conocidas como reguladoras de
los niveles de triacilgliceroles en plasma debido a que inhiben la actividad de la
lipoproteinlipasa (LPL) una enzima clave para la hidrdlisis de triglicéridos, por ello resultan
de interés en tratamientos para prevenir enfermedades cardiovasculares. Aungue en un
principio la expresion del gen ANGPTLS8 se describio6 en el higado y tejido adiposo de
ratones modelo de insulino resistencia como inductor de la proliferacién de células beta,
mejorando con ello su estado glicémico (42) esto no pudo ser corroborado por estudios
posteriores (43). Recientemente surgio la hipdtesis que este gen puede estar relacionado
con la movilizacion de lipidos hacia el tejido adiposo subcutaneo en lugar de hacia el
higado y otros érganos previniendo la esteatosis hepatica, higado graso y la resistencia a la
insulina en organismos que consumen dietas ricas en grasas (44,45). Por lo anterior, la
mayoria de los estudios en este gen se han enfocado en su regulacién e implicaciones en el
metabolismo de lipidos. En nuestro estudio este gen fue sobreexpresado en los higados de
peces que consumieron la dieta con menor contenido de lipidos probablemente

disminuyendo la hidrdlisis de triacilglicéridos por inhibicion de la LPL en este 6rgano. No
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obstante, debido a que esto no fue evaluado se requieren de estudios que profundicen
acerca de como la proporcion CHO/L estan implicados en la regulacion del gen y que

implicaciones tiene sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Otros genes sobreexpresados que resultaron de interés son: el gen MASY, sobreexpresado
en los peces alimentados con la dieta 3 'y el gen PPT2A en los peces que recibieron las

dietas 1y 2.

El gen MASY codifica para la enzima malato sintasa, la cual cataliza la reaccién del
glioxilato con acetil_CoA para producir malato. La malato sintasa es una enzima clave para
sintetizar carbohidratos a partir de lipidos mediante una via alterna al ciclo de Krebs
denominada ciclo del glioxilato. Este ha sido bien caracterizado en plantas y
microorganismos pero se pensaba que era ausente en vertebrados; sin embrago, se ha
demostrado la presencia de malato sintasa en cartilago e higado de ratas (44,46). Se ha
propuesto que el ciclo del glioxilato puede estar implicado en inducir resistencia hepatica a
la insulina debido a la activacién de la ruta de la gluconeogénesis teniendo como
precursores los acidos grasos en ratones alimentados con dietas altas en grasas (47). Por lo
que resulta de interés que en el presente estudio este gen se haya sobreexpresado en la dieta

con menor porcentaje de lipidos y mayor contenido de carbohidratos.

Por otro lado, en los peces alimentados con las dietas 1 y 2 en comparacion con los
alimentados con la dieta 3 se sobreexpreso el gen PPT2A que codifica a la enzima
tioesterasa lisosomal, esta cataliza la hidrolisis de los enlaces tioester con acidos grasos de

cadena larga, especialmente palmitoil-CoA. Mutaciones en su homologo (PPT1) se asocian



83

con un conjunto de enfermedades neurodegenerativas conocidas como lipofuscionosis
neuronal ceroidea (NCL) caracterizada por una acumulacion de lipofusina en el cerebro.
Estudios con ratones knockout para PPT2 han mostrado que al igual que PPT1 también
puede producir un tipo de NCL (48,49) caracterizada por neurodegereneracion, histiocitosis
de la médula 6sea, visceromegalia y oscurecimiento del pancreas, aunque la deficiencia de
PPT2 hasta ahora no ha sido descrita en humanos (50). Se cree que PPT2 tiene papel
distinto al de PPT1 en la hidrolisis de lipidos en los lisosomas, no obstante, su funcion
fisioldgica no ha sido investigada, por lo que resulta necesario investigar como dietas altas

en grasas afectan la regulacion de PPT2 en el higado y otros 6rganos.

El andlisis histoldgico de los higados de peces alimentados con las diferentes dietas muestra
que conforme se incrementa la inclusién de carbohidratos aumenta la vacuolizacion e
hipertrofia de los hepatocitos, ademas de que en los peces que consumieron la D3 se
observa un arreglo anormal en las areas cercanas a los vasos circulatorios e infiltraciones.
Estas caracteristicas son similares a los resultados obtenidos en un estudio realizado en el
ciprinido Megalobrama amblycephala, en el que dietas ricas en carbohidratos se asociaron
con sintesis de lipidos de novo y acumulacion patoldgica de lipidos en los hepatocitos, que
pueden preceder al sindrome de higado graso no alcohélico. La acumulacion de lipidos
pudo verificarse por el contenido de lipidos hepaticos y mediante la tincidn histoldgica con
rojo oleoso O (51). En el presente estudio no contamos con muestras para el analisis
especifico del tipo de biomolécula que contenian las vacuolas de los hepatocitos, no
obstante un estudio previo en A. tropicus muestra que el contenido de lipidos disminuye

mientras el contenido de glucégeno aumenta en el higado conforme se incrementa la
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inclusion de almidon en la dieta(30), lo que contradice la hipdtesis de que la mayor
vacuolizacion de los hepatocitos se debe a una excesiva acumulacion de lipidos. Sin
embargo, es claro que la estructura y arreglo de los hepatocitos, asi como las infiltraciones

en el higado de los peces alimentados con la D3 indican un potencial dafio hepatico.

Conclusiones

La sobreexpresion del gen APOA4 con la D1 sugiere una probable esteatosis causada por
un exceso de lipidos dietarios. Mientras que en los peces alimentados con la D2 se observa
ya la sobreexpresion de genes relacionados con la sintesis de lipidos, asi como la hidrdlisis
y biosintesis de fosfolipidos. Mientras en los peces alimentados con la D3 encontramos
sobreexpresados a los genes relacionados con la biosintesis de acidos grasos saturados y
monoinsaturados, asi como la elongacion hasta acidos grasos de cadena muy larga. El
analisis histoldgico revela un potencial dafio hepatico en los peces alimentados con la dieta

rica en carbohidratos (D3).

Métodos

Preparacion de dietas y andlisis proximales

Se formularon tres dietas practicas con diferente proporcion CHO:L utilizando el programa
Mixit-Win V.5 (Agricultural Software Consultants, Inc, San Diego, CA). La dieta control
(D1) se baso en la formulacion con harina de pescado propuesta para pejelagartos en etapa
larval (52), las otras dos dietas se disefiaron con incrementos graduales del 50% de almidon
de maiz mientras se disminuia la cantidad de lipidos afiadidos a la dieta en 50% (Tabla 7).

Cada dieta se asignd a tres tinas en un disefio experimental completamente aleatorio. Para
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la elaboracion de las dietas experimentales, los ingredientes secos fueron molidos,
tamizados y mezclados durante 15 min, a esta mezcla se afiadio la premezcla de vitaminas y
minerales y se mezcl6 durante 15 min més. Posteriormente se agregaron lentamente los
ingredientes liquidos y se mezcld por 15 min y finalmente se afiadié agua destilada y se
mezcl6 por 15 min. Las mezclas fueron peletizadas y secadas a 50°C por 10 h. Después
fueron trituradas y cribadas para cubrir el rango de tamafio de particula requerido durante la
crianza larvaria (250-1000 um). Las dietas fueron almacenadas en refrigeracion a 20°C.

La composicion proximal de las dietas fue determinada de acuerdo a la Association of
Official Analytical Chemist procedures (AOAC) (53). La humedad fue calculada por
gravimetria después de secar las muestras a 105°C por 24 h. El contenido de proteina cruda
fue determinado por el método Kjendahl usando un sistema de destilacion automatica
VAPODEST 10s, (Gerhardt, Konigswinter, Alemania) y un sistema de titulacion
automatica TitroLine® 5000 (SI Analytics, College Station, TX). Los lipidos totales
fueron determinados por la extraccion con metanol-cloroformo (54). El almidén fue
determinado por el método con amilasa y glucosa oxidasa (55). El contenido de cenizas
totales fue determinado por gravimetria después de la combustion de las muestras a 550 °C
por 8 h (Tabla 7).

Crianza de organismos y procedimientos experimentales

Las larvas de pejelagarto fueron obtenidas a partir del lote de reproductores del Laboratorio
de Acuicultura Tropical ubicado en la Division Académica de Ciencias Biologicas de la
Universidad Juarez Autdnoma de Tabasco. El desove fue inducido en una hembra de A.

tropicus con una inyeccion intraperitoneal de la hormona GnRH (0.35 pg por Kg de peso).
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La hembra fue colocada junto con 3 machos en un estanque de 2000 L, el cual contaba con
sustrato artificial para la adhesion de los huevos. Una vez que las larvas iniciaron el nado
(4 dias después de la eclosion, DDE) se transfirieron a tinas con volumen de 70 L
conectadas a un sistema de recirculacion con temperatura controlada. Las larvas fueron
adaptadas a las dietas experimentales por una coalimentacion con nauplios de artemia (4-13
DDE) y posteriormente con biomasa congelada de artemia adulta (14-17 DDE) (56),
después de este periodo se les suministro Unicamente la dieta experimental.

Al inicio del experimento un total de 150 larvas de pejelagarto, con peso inicial de 0.50 +
0.01 g, fueron colocadas en 9 tinas, a razon de 10 peces por tina. Se seleccionaron al azar
tres tinas y estas fueron asignadas a cada uno de los tres tratamientos (D1, D2 o D3).
Durante los 45 dias del experimento los peces fueron alimentados con sus respectivas dietas
4 veces por dia (8:00, 11:00, 14:00 y 17:00), a saciedad aparente.

Las unidades experimentales eran parte de un sistema de recirculacién con temperatura
controlada de 28.9 £+ 1. 2 °C. El sistema contaba también con filtracion mecénica y
bioldgica y oxigeno suplementario. Los peces fueron mantenidos bajo un fotoperiodo
natural (12:12). Los parametros de calidad de agua fueron monitoreados durante el periodo
experimental: el pH fue de 8.0 + 0.4 (pH pen meter ST10, Ohaus, Parsippany, NJ), el
oxigeno disuelto de 5.1 + 0.5 mg L™ (DO instrument, YSI 55-12FT, Yellow Springs, OH)
el nitrito y amonio de 0.19 + 0.13 mg L™ (Ammonia Test Kit , Mars Fishcare, Chalfont,

PA).
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Toma de muestras

Al finalizar el periodo experimental (75 DDE) los peces fueron privados de la alimentacion
durante 24 h. Posteriormente, fueron anestesiados con aceite de clavo (0.1 ml L. Tres
peces de cada unidad experimental (9 por tratamiento) fueron seleccionados al azar y
sacrificados por personal capacitado mediante decapitacion (NOM-062-Z00-1999, de
México) y se disecaron rapidamente para extraer muestras de higado. Para el anlisis
histoldgico, se tomaron dos fragmentos de higado y fueron inmediatamente sumergidas en
formalina neutra al 10% durante 24 h. Para el andlisis de expresion genética, un fragmento
de higado de aproximadamente 5 mm fue colocado en RNA later (5 volimenes), y

conservado a 4°C durante 24 h. Posteriormente fue almacenado a -20°C hasta su analisis.
Analisis histologico

Las muestras se deshidrataron en gradientes de etanol (50°, 70°, 80°, 96° y 100°) y fueron
aclaradas en alcohol 100°-xilol, xilol, posteriormente embebidas en bloques de parafina. Se
realizaron cortes de 7pc con un microtomo Reichert-Jung (model Hn40) y fueron tefiidas
con el método de hematoxilina y eosina (H&E) para observaciones histoldgicas generales
(Humason 1979, Hinton 1990, Aguilar 1996). Un microscopio UNICO (modelo G380
LED) fue utilizado para las descripciones y mediciones morfoldgicas, equipado con una
camara digital MDC 560. Mediciones morfométricas del area de 50 nucleos de hepatocitos
(aNh) de cada organismo fueron determinados a partir de imagenes procesadas por el

software AXIOVISION LE 4.5.
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Analisis transcriptomico

De las 9 muestras de higado colectadas por tratamiento, se seleccionaron al azar 3 muestras
para la secuenciacion individual del transcriptoma. Estas fueron enviadas para su

procesamiento a la UUSMB-IBT, UNAM, México.

Extraccion de RNA, preparacion de librerias y secuenciacion: EI ARN total de las muestras
individuales de higado fue extraido usando el método de TRIzol (57) La calidad del ARN
total fue comprobada mediante electroforesis capilar automatizada con un bioanalizador
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). EI RNA de alta calidad fue usado
para la preparacion y secuenciacion de bibliotecas utilizando el Kit TruSeq Stranded

MRNA (lllumina Inc, San Diego, CA) y la plataforma NextSeq (2x75pb)

Ensamble de transcriptoma de Novo: Las lecturas fueron limpiadas para remover los
adaptadores y lecturas de mala calidad con el software Trimmometic V 0.33 (58). El

transcriptoma fue ensamblado de novo usando el software Trinity V 2.3.2 (59)

Anotacién: Después del ensamble, se realizd la anotacion funcional de los transcritos
utilizando Trinotate, el cual predice las regiones codificantes usando TransDecoder.
También, busca los transcritos completos y las regiones codificantes contra SwissProt,

HMMER/PFAM (https://github.com/Trinotate/Trinotate.qgithub.io/wiki).

Anadlisis de expresion diferencial: Para cuantificar la abundancia de transcritos se utilizo el

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

diferencial fueron realizados usando edgeR


https://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io/wiki
https://pachterlab.github.io/kallisto/about
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(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html), para los anélisis se

utilizé un nivel de significancia de P < 0.001 y un FDR < 0.01.
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Leyendas de figuras

Figura 1. Analsis de componentes principales de genes diferencialmente expresados en los
higados de pejelagartos alimentados diferentes proporciones de CHO/L. n=3 peces por
repeticion

Figura 2. Heatmap de isoformas diferencialmente expresadas en los higados de

pejelagartos alimentados diferentes proporciones de CHO/L. n=3 peces por repeticion.

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

40X (d.e,f) y 100X (g;h,i).
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Tablas

Tabla 1. Genes diferencialmente expresados en D1 vs D3

logf  logCP PValu FD D1- D1- D1-D3- D3- D3- D5- D5- D5-

Gene-id full name C M e R Rl R2 R3R1 R2 R3 Rl R2 R3
TRINITY_DN33943 c0 5.0E-2.4E-
01 NA NA 7.82 0.41 11 07 25 24 17 00 00 00 00 12 00
TRINITY_DN27688_c0 4.1E-6.0E-
g2 NA NA 7.82 0.39 07 04 13 15 34 00 00 00 19 0.0 00
TRINITY_DN51680_c0 1.5E-5.7E-
ol NA NA 7.62 0.23 09 06 18 19 19 00 0.0 00 00 13 00
TRINITY_DN52491_c0 9.6E-2.2E-
01 NA NA 7.58 0.20 08 04 11 22 22 00 0.0 00 1.0 0.0 0.
TRINITY_DN55134 _c0 1.0E-2.2E-
ol NA NA 7.45 0.09 07 04 18 25 09 00 0.0 00 00 26 00
TRINITY_DN29513 c0 Apolipoprote 3.3E-1.1E- 498. 430. 499. 106.
01 APOA4_FELCAin A-IV 2.82 8.20 08 04 1 0 3 61.4108.7 44.3 76.4 13.7 1
TRINITY_DN29114 c0 COCH_CHICK Cochlin,
g1 Coagulation

factor C 8.2E-8.8E-

homolog -3.14 1.92 07 04 08 04 09 76 37 81 30 58 18
TRINITY_DN27883_c0 ANGL8 HUMA Angiopoietin
g2 N -like protein 5.0E-4.8E- 100. 126.

8 -3.69 6.20 12 08 139 7.0 8419161093 8 447.060.7
TRINITY_DN21711_cO NA NA 5.5E-6.7E-
ol -4.20 0.65 07 04 01 03 00 39 21 21 54 08 24
TRINITY_DN28043_c0 M111B_DANRE Mid1l-
02 interacting 5.5E-6.7E- 135. 194, 3757. 4455, 847. 850. 221. 915.

protein1-B  -4.38 10.66 07 04 5617 7 5 7 5 3 7 1
TRINITY_DN30521_c0 ACACA_RAT Acetyl-CoA

ol carboxylase 4.5E-2.4E-

1 -4.52 1.30 11 07 03 01 01 57 38 36 49 43 38
TRINITY_DN46987_c0 ACACA_HUM Acetyl-CoA
gl AN carboxylase 4.8E-6.6E-

1 -5.77 0.12 07 04 00 01 00 29 11 15 25 20 12
TRINITY_DN52956_c0 NA NA 3.6E-5.8E-
g1 -7.28 -0.08 07 04 00 00 00 16 13 1.7 00 36 00
TRINITY_DN42539 c0 NA NA 2.1E- 3.6E-
g1 -7.33  -0.04 07 04 00 00 00 17 14 18 00 13 09
TRINITY_DN48839_c0 NA NA 8.2E-8.8E-
01 -759 0.8 07 04 00 00 00 08 26 25 00 0.0 00
TRINITY_DN58676_c0 NA NA 5.8E-1.6E-
g1 -8.06  0.59 08 04 00 00 00 19 48 14 09 19 05
TRINITY_DN56636_c0 NA NA 1.4E-2.7E-
g1 -8.15  0.69 07 04 00 00 00 43 08 34 09 00 19
TRINITY_DN67284 _c0 2.4E-4.6E-
g1 NA NA -8.48  0.98 13 09 00 00 00 41 41 26 62 48 26

Tabla 2. Genes diferencialmente expresados en D3 vs D5

full D1- D3- D3- D5- D5-
Gene-ld name logFC logCPM PValue FDR D1-R1D1-R2 R3 D3-R1 R2 R3 R1 R2 D5-R3

TRINITY_DN39877_c0_gl NA 8.26 1.10 5.2E-08 000 25 27 00 45 11 59 00 00 00
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TRINITY_DN31197_c1_gl
TRINITY_DN70420_c0_g1
TRINITY_DN18003_c0_g1
TRINITY_DN58286_c0 gl

NA
NA
NA
NA

7.96
7.95
-2.38
-7.66

0.82 1.6E-09 1.6E-05
0.82 2.3E-08 0.00
2.25 5.0E-09 3.3E-05

0.51 9.3E-10 1.6E-05

09 6.2
00 22
22 39
00 0.0

0.9 18 29 46
0.0 39 13 40
2.0 13 14 17
0.0 00 00 00

0.0
0.0
59
1.6

0.0
0.0
8.3
25

0.0
0.0
7.2
2.7

Tabla 3. Genes diferencialmente expresados en D1 vs D5

Gene-Id Full name logF logCP PValu FDR D1-D1- D1- D3- D3- D3- D5- D5- D5-
C M e R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl R2 R3

TRINITY_DN30649_c0_ NA 12.36 4.72 3.4E-5.9E 24. 111. 419 455 201. 00 0.0 0.0 0.
g2 NA 20 -16 3 1 1
TRINITY_DN61452_c0_ LNX1_HUMAN E3 ubiquitin- 852 103 7.7E-15E 45 6.7 12 0.7 03 03 00 00 00
gl protein ligase 09 -05

LNX
TRINITY_DN30396_c1_ NA 817 072 17E-17E 51 38 08 15 12 08 0.0 00 00
g6 NA 07 -04
TRINITY_DN28754_c12 NA 815 068 2.1E-20E 16 18 51 0.8 0.0 0.0 00 00 00
g1 NA 07 -04
TRINITY_DN65036_c0_ NA NA 801 055 1.1E-60E 15 14 47 05 0.0 05 00 00 00
gl 06 -04
TRINITY_DN66037_c0_ NA NA 755 018 1.1E-6.0E 0.7 3.0 22 15 00 15 0.0 0.0 0.0
gl 06 -04
TRINITY_DN49065_c0_ 747 011 13E-23E19 20 19 47 00 20 0.0 0.0 0.0
gl 08 -05
TRINITY_DN60844_c0_ NA NA 747 011 11E-6.0E 32 17 08 16 93 17 0.0 0.0 0.0
gl 06 -04
TRINITY_DN67267_c0_ 742 007 38E-29E 13 29 14 14 00 85 0.0 0.0 0.0
gl 07 -04
TRINITY_DN59466_c0_ NA NA 737 003 14E-72E 08 29 17 17 14 43 00 00 0.0
gl 06 -04
TRINITY_DN30028 c11 NA 735 001 1.7E-17E 16 18 17 22 00 03 00 00 0.0
g1 NA 07 -04
TRINITY_DN7238 c0_g NA 713 -0.18 9.6E-6.0E 14 15 15 00 12 0.0 00 00 0.0
2 07 -04
TRINITY_DN3602_c0_g NA NA 711 -0.18 1.7E-83E 1.7 19 09 00 15 27 00 00 0.0
1 06 -04
TRINITY_DN14898 c0_ NA 458 321 52E-65E 18.366 49 42 10 21 11 07 05
gl NA 08 -05 5
TRINITY_DN31738 c0_ PLC_LISMO  phosphatidylinosit 3.93 262 2.3E-1.0E 16. 7.8 114 21108 1.7 08 15 0.1
gl ol 06 -03 0

phosphodiesterase
TRINITY_DN62275_c0_ NA 391 296 8.3E-7.3E 14. 226 104 00 09 22 10 15 05
gl NA 15 -11 2
TRINITY_DN26109_c0_ F-box only 3.12 4.00 8.6E-5.0E 36. 29.6 24.8 10.7 458 28 34 33 34
TRINITY_DN64095_c0_ NA 292 089 3.1E-27E 28 39 28 10 20 18 05 05 03
gl NA 07 -04
TRINITY_DN31798 c0_ S13A5_HUMAN Solute carrier 242 262 1.0E-6.0E 11. 16.7 55 3.1 09193 22 24 14
gl family 13 member 06 -04 4

5
TRINITY_DN31866_cl_ LCE_ORYLA Low choriolytic ~ 2.22 4.81 3.5E-2.8E 70. 46.3 32.9 10.3 53.0 12.2 9.2 10.9 10.6
g3 enzyme 07 -04 3
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TRINITY_DN28407_c0_
gl

TRINITY_DN30121 c0_
gl

TRINITY_DNB8056_c0_g
1

TRINITY_DN31409 c0_
g3

TRINITY_DN50051 c0_
gl

TRINITY_DN30521_c0_
gl
TRINITY_DN46987_c0_
gl

TRINITY_DN40566_c0_
gl

TRINITY_DN29492 c2_
g7

TRINITY_DN67801 _c0_
gl

TRINITY_DN58286 _c0_
gl

TRINITY_DN28441 c1_
g5

TRINITY_DN6589 c0_g
1

TRINITY_DN62690 c0_
gl

TRINITY_DN40933 ¢c0_
gl

TRINITY_DN67284 ¢c0_
gl

I0D3_SPAAU

FGL1L_CHICK

THIC_MOUSE

SERC_RABIT

Thyroxine 5-
deiodinase

Fibrinogen-like
protein 1-like
protein

Acetyl-CoA
acetyltransferase,
cytosolic

Phosphoserine
aminotransferase

ANGL3_HUMA Angiopoietin-

N

NA

related protein 3

NA

ACACA_HUMA Acetyl-CoA

N

ACACA_RAT

carboxylase 1

Acetyl-CoA
carboxylase 1,
acetyl-CoA

carboxylase biotin

carboxylase

ACACA_HUMA Acetyl-CoA

N

NA

carboxylase 1

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

217 579

211 459
-2.13 2.52
-246  1.86
-2.63 340
-3.23 721
-430 0.64
-462 120
-5.88  0.05
-7.31 -0.14
-7.46  0.00
-7.73 023
-7.80 0.29
-7.84 0.29
-7.92 040
-8.10 0.56
-8.18 0.66
-879 121

102

5.5E- 3.8E 85. 84.4 112. 106. 6.3 79.0 18.2 20.7 23.1

07 -04 8 4 5
1.4E-7.2E 43.53.0 30.9 59187 73 81 7.1 123
06 -04 8

2.1E- 94E21 28 19 37 55 74 89 69 120
06

-04

48E-35E 09 18 08 35 36 38 44102 438
07 -04

1.1E-6.0E 41 20 3.1 142 16.8 12.7 9.5 28.2 20.5
06 -04

2.7E- 2.5E 38. 47.3 11.3 125. 141. 330. 174. 499. 205.
07 -04 1 8 9 4 5 6 2

2.1E-3.4E 0.3
08 -05

02 00 36 27 11 35 30 22

7.9E-3.4E 0.3
13 -09

01 01 57 38 36 49 43 38

1.0E-1.2E 0.0
07 -04

01 00 29 11 15 25 20 12

8.0E-5.4E 0.0
07 -04

00 00 18 00 00 17 13 19

2.1E-9.4E 0.0
06 -04

00 00 14 00 00 15 35 08

5.6E- 1.2E 0.0
10 -06

00 00 07 22 42 25 19 21

7.1E-1.8E 0.0
11 -07

00 00 00 00 00 16 25 27

2.2E-9.6E 0.0
06 -04

00 00 15 12 08 42 11 15

3.3E-2.7E 0.0
07 -04

00 00 14 00 14 26 10 36

5.1E- 6.5E 0.0
08 -05

00 00 38 00 49 36 41 10

3.3E-4.9E 0.0
08 -05

00 00 0.0 07 00 08 42 43

1.1E-3.8E 0.0
12 -09

00 00 41 41 26 6.2 48 26



TRINITY_DN25389_c0_ ELOV2

gl

Elongation of

very long chain
fatty acids protein

2

10.31

103

2.69 39E-1.1E 0.0 0.0 00 27 24 06 6.8 59 260

12

-08

Tabla 4. Genes por isoforma diferencialmente expresados en D1 vs D3

PV D1 D1 D1 D3 D3 D3 D5 D5 D5
CLAV logF  logC alu - - - - - - - - -

GENE-ID E FULL NAME C PM e FDR R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl R2 R3
TRINITY_D 13,97 6,375 75 23 26 14
N30841_c0_g CIRBP Cold-inducible RNA-binding 5655 8808 2E- 148 00 68 22 0,9
3_i8 _RAT  protein 29 57 40 E-35 25 59 24 0 0 0 0 7 0
TRINITY_D 12,08 4,496 51 19, 23, 37,
N30841 c0_g CIRBP Cold-inducible RNA-binding 8018 7650 1E- 3,36 49 49 48
3.i6 _RAT  protein 34 6 23 E19 3 7 5 0 0 0 O 0 O
TRINITY_D F210B_ 10,70 3,136 34
N31672_c0_g MOUS 9692 8332 6E- 1,70 70 46 36 0,3
12 E Protein FAM210B 82 96 21 E-17 91 84 94 0 0 0 0 44 0
TRINITY_D RBP1_ 10,25 2,692 25
N29789_c2_g HUMA 5886 9793 1E- 988 20 36 18 0,0 00 34 00
1il N RalA-binding protein 1 21 94 20 E-17 88 17 43 04 0 0 5 74 57
TRINITY_D 9,046 1529 1.2
N19920_c0_g CSK_C 9689 1521 4E- 749 10 06 29
1.2 HICK  Tyrosine-protein kinase CSK 9 44 07 E-05 8 69 65 0 O 0 0 0 o0
TRINITY_D ASCC2 Activating signal 8,787 1,292 37
N27922_c0_g _HUM cointegrator 1 complex 2874 9959 3E- 8,16 13 16 1,0 00 15 28 0,0
4.2 AN subunit 2 15 4 13 E-10 19 26 4 0 0 03 12 71 4
TRINITY_D SCMC2 Calcium-binding 8,604 1,117 1.2
N29593 ¢3_g _XENT mitochondrial carrier protein 1053 9080 8E- 7,49 08 0,2 1,0 05 0.2
2_i2 R SCaMC-2 05 26 07 E05 8 79 3 0 0 0 0 16 95
TRINITY_D RAD1_ 8,441 0974 25
N23097_c0_g PONA  Cell cycle checkpoint protein 1603 6722 3E- 332 19 32 24 42 24
1.1 B RAD1 26 82 11 E-08 68 68 22 0 0O O O 04 03
TRINITY_D 8,422 0,958 6,2
N30967_c0_g 9699 5168 OE- 939 09 11 09 14 0,6
1.i4 NA NA 95 2 12 E09 99 07 68 0 O O0 68 0 11
TRINITY_D AKIB1 8,410 0,946 79
N26439 c0_g _HUM  Ankyrin repeat and IBR 7785 9784 B8E- 8,73 06 09 04 0,9
11 AN domain-containing protein 1 44 34 11 E08 7 82 42 0 O 0o o o0 3
TRINITY_D TI17B_ Mitochondrial importinner 8,361 0,903 1,5
N31460 c0_g HUMA membrane translocase 4372 6941 7E- 148 08 1,7 06 00 11 02 01
1.i4 N subunit Tim17-B 95 56 09 E-06 08 8 63 0 0 03 7 46 32
TRINITY_D NEK1_ 8,182 0,740 6,6
N31201 c1_g HUMA Serine/threonine-protein 4363 9196 3E- 768 05 0,7 06 12 15 10
1.8 N kinase Nek1 58 06 11 E-08 8 67 18 0 0 0 97 03 25
TRINITY_D 8,098 0,665 1,5
N30239_c0_g 3120 4086 3E- 121 28 16 10 0,9
1.i4 NA NA 74 49 08 E05 01 28 92 0 O O 13 0 07
TRINITY_D COFAl 0614 1,0
N28330_c0_g _MOU 8,040 2471 OE- 985 04 04 05 0,2
2_i3 SE Collagen alpha-1(XV) chain 1011 14 09 EO07 22 31 02 0 O 0 0 04 19
TRINITY_D DPOE3 7,927 0516 13
N29888 c0_g _PONA DNA polymerase epsilon 9854 1797 8E- 7,79 05 1,7 1.2 00 12 13
11 B subunit 3 17 14 07 EO5 64 39 19 0 O O 9 5 18
TRINITY_D MARK 7,887 0477 11
N31027_cl_g 2_MO  Serine/threonine-protein 7129 0304 9E- 749 11 04 07 09 1.2
5 i5 USE kinase MARK?2 72 7% 07 EO05 1 9 79 0 O 0 91 8 0
TRINITY_D ELOAl 7,752 0,360 1,2
N24125 c0_g _MOU 1744 8354 9E- 749 17 09 07 15 11 11
11 SE Elongin-A 34 46 07 EO05 1 5 14 0 0O 0 49 18 69
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N30788_c0_g
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N30579_cl_g
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RE

ACAC
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NA
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CLC4F
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XENL
A

NA

Dihydropyrimidinase-related
protein 1

Protein transport protein
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Apolipoprotein A-1V

Cochlin

Angiopoietin-like protein 8

Angiopoietin-like protein 8
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Mid1-interacting protein 1-
B

Acetyl-CoA carboxylase 1
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Ras-related protein Rab-11A
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Condensin complex subunit
3
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1484

7,446
7575
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6571
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1763
68
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0967
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0059

3,630
4662
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0993
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4601

4,413
2489
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3777
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1191
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9906
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8486

6,564
1379

7,097
0183
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0335

7,816
0959
8

0,263
5691

0,100
9661

1,347
8546

9,122
3997
92

3,512
0670
45

6,273
6839

3,477
3347
07

5,280
1156
82

1,870
1814
94

1,490
0243
92

9,965
5267

3,792
9309
41

0,621
8881

1,905
3238
53

0,907
9051

0,235
2555

0,204
6776
66

0,375
0865
03

16
7E-
07
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1E-
07
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7E-
10
2,2
7E-
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3656
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9716
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06
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E-05
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E-05
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E-08

7,40
E-05

1,12
E-05

0,000
9097
63

1,48
E-10

0,000
1299

3,32
E-06

0,000
2327
98

0,000
9097
63

0,000
3656
62

0,000
1558
19

0,6
43

2,5
02

0,0
66

0,0
48
13
67

0,2
74

0,0

0,0
19

25
57

0,2
62

0,0
47
59,
77

0,1
29

0,0
36

0,0
15

2,3
37

0,0
35

0,1
19
2,2
66
0,1
42

0,0

0,0
19

0,0
68

73
87

10
6,4

15,
38

65,
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3,8
38
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36

75,
57

5,6
16

0,7

0,6
59

3,2
57

0,7
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1,6
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0,0
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0,7
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3,7
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0,9
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88
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48

0,4

2,0
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0,9
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0,4
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0,7
85
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65
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0,3
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0,6
54
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0,7
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71
21

1,7
73

4,1
13

0,1

1,2
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0,0
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4,0
93

17,
68

2,5
55

2,2
32

99
3,7
98

4,0
79

0,0
02

0,3
29

11
63
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TRINITY_D  SHLB2 8,248 0,761 1,0 0,000

N28932_c0_g _CHIC 3762 3058 7E- 5013 0,7 12 0,2 0,2
1.i13 K Endophilin-B2 3 51 06 14 0 0 0 33 4 53 0 8 O
TRINITY_D EPC1_ 8,322 0,835 1,6

N26009_c0_g HUMA Enhancer of polycomb 1868 3310 8E- 1,27 03 09 08 15 0,5
1.i2 N homolog 1 7 22 08 E05 0O O O 3 98 09 55 0 02
TRINITY_D COFAl 8,523 1,023 25

N28330_c0_g _MOU 2675 9259 9E- 4,63 06 06 07 03 02 04
2.i2 SE Collagen alpha-1(XV) chain 6 41 12 E09 0O 0O 0 75 38 19 73 14 92
TRINITY_D PURA2 8,699 1,188 14

N31649 c2_g _MOU Adenylosuccinate synthetase 8775 8247 3E- 2,00 11 20 17 07 15
2_i4 SE isozyme 2 1 58 11 E-08 0 0 0 98 78 97 68 0 67
TRINITY_D ACOD 8,739 1,226 1,0

N27409 c0_g _CYPC 9703 2166 1E- 1,99 11 10 14 07 02 17
1i1 A Acyl-CoA desaturase 3 77 12 E09 0 O 0 23 42 57 73 45 99
TRINITY_D - 1342 3,0

N27077_c0_g 8,862 1404 9E- 5,07 09 13 08 11 09
1i1 NA NA 8133 41 12 E-09 0 0 0 19 43 78 0 81 67
TRINITY_D ASCC2 Activating signal 8,923 1399 6,6

N27922_c0_g _HUM cointegrator 1 complex 9827 8489 3E- 1,63 14 14 16 18
4.1 AN subunit 2 3 37 14 E10 O O O0 03 2 79 0 0 61
TRINITY_D KO0100_ 8,956 1,434 472

N31491 c0_g HUMA 7679 6501 5E- 3,64 15 03 09 04 08 09
1.2 N Protein KIAA0100 8 01 09 E06 O O O 02 8 74 21 49 05
TRINITY_D 9,521 1971 48

N24571_c0_g ABHG 7439 6016 4E- 3,40 05 29 57 19

1.3 A_RAT Protein ABHD16A 1 78 08 E-05 0 0 0 9 63 93 41 0 0
TRINITY_D 10,81 3,234 40 11, 12,
N24316_c0_g 5490 3368 b5E- 1,33 19, 79 60 02 81 15
1il NA NA 8 72 15 E-11 0 0 0 26 2 92 1 65 1
TRINITY_D 10,85 3,276 95 10, 12,

N29911 c1_ g MACD acetyl-ADP-ribose 8525 8671 7E- 943 96 93 80 46 79
1.3 1_RAT deacetylase MACROD1 9 91 24 E-20 0 O O 8 3 65 99 0 38

Tabla 5. Genes por isoforma diferencialmente expresados en D3 vs D5

D1 D1 D1 D3 D3 D3 D5 D5 D5
logF logC PVa - -
GENE-ID CLAVE FULL NAME C PM lue FDR R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl R2 R3

;52'(')\:3'%—9'31'\' o _ _ 1245 5170 33 14, 15. 16. 15. 15.
o Hypoxanthine-guanine 9867 6069 OE- 6.45E 43 88 57 70 19 35
phosphoribosyltransferase 19 41 35 31 4 17 3 5 7 9 0 0 O
TRINITY_DN ABHEB 11.11 15 13. 18. 11.
30716_c0_gl_ _HUMA 0179 3.834 b5E- 152E 81 38 51 13. 7.1
i3 N Protein ABHD14B 52 6752 21 17 8 0 9 9 08 47 0 0 O
TRINITY_DN HNRL1
30698 _c2_gl_ _HUMA
i3 N Heterogeneous nuclear 9.765 2522 19
ribonucleoprotein U-like 0502 3302 OE- 7.42E 19 15 26 12 20
protein 1 58 16 16 ;13 0 18 51 48 8 78 0 0 O

TRINITY_DN CNOT1 CCR4-NOT transcription 9713 2472 9.0 443E 0.7 16 07 22 14 16
30989 c0_gl _DANR complex subunit 1 6939 9825 7E- -13 47 86 72 26 57 5 0 0 O
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0.6
25
0.2
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0.9
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13

1.7
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0.0
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0.8
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0.8
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0.9
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35

2.6
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0.0
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0.0
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0.0
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0
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0.9
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0.0
11

42.
25

14
1.9

2.1
17

11



107

30901 c0_ gl _CHIC CoA synthase 6.383 6.383 361 12 ## 62 8 45 1 19 09 6 79
i3 K 649 6485 9 #t
7
TRINITY_DN SEPT6_ 7.121 0.093 6.8 0.000
29901_cl_g2_ HUMA 9954 8334 5E- 4054 0.7 05 08 05
i2 N Septin-6 3 53 07 46 o7 0 0 0 0 21 8 3
TRINITY_DN SSRA_ 7.266 0.213 1.9 0.000
31278 c0_gl  ONCM  Translocon-associated 1415 0273 6E- 1365 0.7 04 05 0.7
i3 Y protein subunit alpha 6 63 07 69 59 0 O O O 0 22 36 83
TRINITY_DN ELOA1 7.650 0542 34
24125 _c0_gl_ _MOUS 2650 7422 1E- 334E 17 09 07 15 11 11
i1 E Elongin-A 8 03 08 -05 1 5 14 0 0 0 49 18 69
TRINITY_DN 7.775 0.653 5.6
31326_c1_g1_ 1628 4053 4E- 6.48E 06 06 05
i2 NA NA 4 21 09 -06 o 0 O O 0 0 77 43 63
TRINITY_DN 7856 0.721 5.7
30331_c0_gl_ NPL_R 6973 6079 4E- 5.10E 0.0 1.0 05 06
i6 AT acetylneuraminate lyase 1 17 08 05 03 0 O O O O 19 78 83
TRINITY_DN 8.339 1.163 26
25118 c0_g1_ 9332 6512 OE- 3.39E 0.0 1.0 06 18 20
i2 NA NA 3 85 09 -06 0 43 55 0 O O 8 78 7
TRINITY_DN NEK1_ - 1651 31
31201_c1_gl_ HUMA  Serine/threonine-protein 8.865 8547 2E- 763E 05 0.7 06 12 15 1.0
i8 N kinase Nek1 3 5 13 -10 8 67 18 0 O 0 97 03 25
TRINITY_DN 9.071 1845 1.2
29632_c0 gl ARLY_ 1054 3618 OE- 3.90E 1.7 1.7 20 28
i14 LITCT  Argininosuccinate lyase 7 74 14 -1 0 61 0 0 0 0 75 28 59
TRINITY_DN 9.627 2378 16
30331.¢0_gl_ NPL_R 1330 7130 OE- 1.04E 0.0 27 35 35
i2 AT acetylneuraminate lyase 3 98 19 15 02 0 0 0 0O 0 92 69 33
Tabla 6. Genes por isoforma diferencialmente expresados en D1 vs D5
logC PV FDR D1 D1 DI D3 D3 D3 D5 D5 D5

logf PM  alue - e - e
Gene-ID CLAVE FULL NAME C RL R2 R3 Rl1 R2 R3 Rl R2 R3
TRINITY_DN 1252 4903 8.2 14. 15. 16. 15. 15.
30208 c0_gl_ HPRT_  Hypoxanthine-guanine 4758 7061 6E- 155E 43 88 57 70 19 35
i2 CHICK  phospharibosyltransferase 14 17 27 22 4 17 3 5 7 9 0 0 O
TRINITY_DN 11.98 4369 1.9 19. 23. 37.
30841_c0_g3_ CIRBP_ Cold-inducible RNA- 6622 8470 5E- 149E 49 49 48
i6 RAT binding protein 6 52 23 -19 3 7 5 0 0 0 0 0 O
TRINITY_DN 9.909 2337 27 10.
25001 _c0_g2_ 1542 5431 1E- 221E 10. 18 13 7.7 6.2
il NA NA 85 09 09 06 58 1 21 92 0 41 0 0 O
TRINITY_DN 9510 1955 22 23. 10 44, 20
30649_c0_g2_ 3479 7388 B8E- 237E 98 7.5 41. 49 24
il NA NA 96 41 10 07 4 83 41 6 48 0 0 0 O
TRINITY_DN 9413 1862 6.5
31119 c0 gl _ 7315 3521 5E- 2.04E 15 23 19 03 09 20
i2 NA NA 63 87 16 12 13 17 33 22 38 25 0 0 O
TRINITY_DN 9.276 6.252 15 23 26 14
30841 _c0_g3_ CIRBP_ Cold-inducible RNA- 0553 0423 5E- 4.14E 00 6.8 22 0.9
i8 RAT binding protein 18 18 15 12 25 59 24 0 o 0 o0 7 0O
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31249 c1_g4
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30959 c6_g2_
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il
TRINITY_DN
31921 c0_g3_
i16
TRINITY_DN
30053 _c0_gl_
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GLCTK
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GIMA4
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CSK_C
HICK
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_DANR
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XENLA
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E4F1_D
ANRE

NA

NEYA_
RAT

VMASA
_HUMA

cCcD84_
HUMA
N

CCR4-NOT transcription
complex subunit 1

Glycerate kinase

GTPase IMAP family
member 4

Tyrosine-protein kinase
CSK

Trafficking protein particle
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Tabla 7. Composicidn quimica y analisis proximal de las dietas experimentales para

pejelagarto

Ingredientes (g Kg™) D1 (100%L/ 0% D2 (50%L/ 50% D3(0% L/ 100
CHO) CHO) CHO)
Harina de sardina’ 546 546 546
Aceite de sardina’ 72 35 0
Hidrolizado de
pescado’ 100 100 100
Lecitina de soya’ 36 18 0
Almidon de maiz
pregelatinizado® 0 125 250
Grenetina® 20 20 20
Premezcla de vitaminas
y minerales® 15 15 15
Vitamina C 0.8 0.8 0.8
Harina de sorgo 8-10% 210 140 68
Materia seca 975 983 976
Proteina cruda 425 418 415
Lipidos 183 107 62.4
Carbohidratos 138 225 289
Cenizas 98 114 118

Proporcion

carbohidrato: lipidos 0.75 2.10 4.63
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! Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, Mexico. ?Pronat
Ultra, Mérida, Yucatan, Mexico. * MSA Industrializadora de Maiz, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco,
Mexico * D’gari Productos alimenticios y dietéticos Relampago, Tlalpan, Edomex, Mexico. DMS (Heerlen,

Netherlands, active agent 35%).
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Figura 3
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8. PROGRAMACION NUTRICIONAL DE LOS CARBOHIDRATOS Y LiPIDOS
DIETARIOS ADMINISTRADOS EN LARVAS SOBRE LA CONCENTRACION DE
METABOLITOS EN PLASMA EN ADULTOS DE PEJELAGARTO Atractosteus
tropicus

Rocio Guerrero-Zarate™?, Carlos A. Alvarez-Gonzalez**, Ronald Jesus-Contreras®, Mario

A. Galaviz?, Lus M. Lépez?, Radl Llera-Herrera®

'Laboratorio de Acuicultura Tropical, Division Académica de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco (UJAT), Carretera Villahermosa-Cérdenas s/n,
Km 0, C.P. 86039 Villahermosa, Tabasco, Mexico.

Universidad Auténoma de Baja California (UABC), Facultad de Ciencias Marinas,
Carretera Tijuana-Ensenada 3917, Playitas, C.P. 22860, Ensenada, B.C., Mexico
3Insituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM), Cap. Joel Montes Camarena, Cerro del Vigia, 82040 Mazatlan, Sinaloa, Mexico.

Introduccion

El rapido crecimiento de la acuacultura a nivel internacional, asi como la falta de
estabilidad de produccion y el incremento en los costos de la harina de pescado han
orientado las investigaciones en nutricion acuicola hacia la basqueda de ingredientes
alternativos, varios de estos ingredientes son de origen vegetal por lo que contienen
considerables cantidades de carbohidratos (Panserat et al. 2019). Asi mismo, el uso de
carbohidratos digeribles (almidén) aporta ventajas como ligacion, flotabilidad y estabilidad

de las dietas y disminucion de descargas de nitrodgeno a los efluentes, ademas de ser de tres
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a cinco veces mas baratos que las proteinas y lipidos (Wilson 1994; Kamalam and Panserat
2016). Si embargo, esta demostrado que la eficiencia en el aprovechamiento de

carbohidratos es altamente variable entre especies(Polakof et al. 2012), de tal forma que las
especies carnivoras muestran una menor tolerancia a la glucosa que las especies omnivoras

y herbivoras (Hemre et al. 2002; Enes et al. 2008).

Estudios realizados en mamiferos y humanos demuestran que estimulos aplicados durante
ciertos periodos durante etapas tempranas de vida de un organismo pueden tener
repercusion a largo plazo en sus funciones fisioldgicas en etapas adultas, a esto se le conoce
como programacion nutricional (Lucas 1998; Panserat et al. 2019). Usando este concepto se
ha propuesto que un estimulo hiperglucidico intenso aplicado durante un periodo critico en
el desarrollo temprano en los peces es capaz de mejorar la capacidad de utilizacion de los
carbohidratos durante la etapa juvenil o adulta, resultados satisfactorios han sido obtenidos

en el pez cebra y el esturidn siberiano (Fang et al. 2014; Gong et al. 2015).

En este sentido, el pejelagarto Atractosteus tropicus, un pez dulceacuicola descrito como
carnivoro con capacidad para aprovechar ingredientes alternativos (Frias-Quintana et al.
2010; Guerrero-Zarate et al. 2014), investigaciones recientes han demostrado que es capaz
de mejorar su crecimiento durante la etapa larval al agregar almidén de maiz en sus dietas
(Frias-Quintana et al. 2016) y ademas es capaz de regular eficientemente las rutas del
metabolismo intermediario en respuesta a la ingestidn de dietas hasta con un 23% de
carbohidratos (Guerrero-Zarate et al. 2019). Sin embargo, se desconoce si la inclusién de
carbohidratos durante la etapa de larvicultivo tiene repercusiones a largo plazo. Por ello, el

objetivo de la presente investigacion fue determinar si un estimulo nutricional prolongado
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durante la etapa de larvicultivo puede producir un efecto duradero en la utilizacién de

carbohidratos en la etapa adulta del pejelagarto A. tropicus.

Materiales and métodos

Preparacion de dietas y analisis proximales

Se formularon tres dietas practicas con diferente proporcion CHO:L utilizando el programa
Mixit-Win V.5 (Agricultural Software Consultants, Inc, San Diego, CA). La dieta control
(D1) se baso en la formulacion con harina de pescado propuesta para pejelagartos en etapa
larval (Frias-Quintana et al. 2010), las otras dos dietas se disefiaron con incrementos
graduales del 50% de almiddn de maiz mientras se disminuia la cantidad de lipidos
afiadidos a la dieta en 50% (Tabla 1). Cada dieta se asigno a tres tinas en un disefio
experimental completamente aleatorio. Para la elaboracion de las dietas experimentales, los
ingredientes secos fueron molidos, tamizados y mezclados durante 15 min, a esta mezcla se
afiadio la premezcla de vitaminas y minerales y se mezcl6 durante 15 min mas.
Posteriormente se agregaron lentamente los ingredientes liquidos y se mezcl6 por 15 miny
finalmente se afiadi6 agua destilada y se mezcl6 por 15 min. Las mezclas fueron peletizadas
y secadas a 50°C por 10 h. Después fueron trituradas y cribadas para cubrir el rango de
tamafio de particula requerido durante la crianza larvaria (250-1000 um). Las dietas fueron

almacenadas en refrigeracién a 20°C.

La composicion proximal de las dietas fue determinada de acuerdo a la Association of
Official Analytical Chemist procedures (AOAC) (AOAC 2000). La humedad fue calculada

por gravimetria después de secar las muestras a 105°C por 24 h. El contenido de proteina
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cruda fue determinado por el método Kjendahl usando un sistema de destilacion automatica
VAPODEST 10s, (Gerhardt, Kénigswinter, Alemania) y un sistema de titulacion
automatica TitroLine® 5000 (SI Analytics, College Station, TX). Los lipidos totales
fueron determinados por la extraccion con metanol-cloroformo (Folch et al. 1957). El
almidon fue determinado por el método con amilasa y glucosa oxidasa (Thivend et al.
1972). El contenido de cenizas totales fue determinado por gravimetria después de la

combustion de las muestras a 550 °C por 8 h (Tabla 7).

Crianza de organismos y procedimientos experimentales

Las larvas de pejelagarto fueron obtenidas a partir del lote de reproductores del Laboratorio
de Acuicultura Tropical ubicado en la Division Académica de Ciencias Biologicas de la
Universidad Juarez Autdnoma de Tabasco. El desove fue inducido en una hembra de A.
tropicus con una inyeccion intraperitoneal de la hormona GnRH (0.35 ug por Kg de peso).
La hembra fue colocada junto con 3 machos en un estanque de 2000 L, el cual contaba con
sustrato artificial para la adhesién de los huevos. Una vez que las larvas iniciaron el nado
(4 dias después de la eclosion, DDE) se transfirieron a tinas con volumen de 70 L
conectadas a un sistema de recirculacion con temperatura controlada. Las larvas fueron
adaptadas a las dietas experimentales por una coalimentacién con nauplios de artemia (4-13
DDE) y posteriormente con biomasa congelada de artemia adulta (14-17 DDE) (Marquez-
Couturier et al. 2015), despues de este periodo se les suministraron Unicamente las dietas

experimentales (Figura 1).
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Al inicio del experimento un total de 360 larvas de pejelagarto, con peso inicial de 0.03 +
0.002 g y longitud de 1.76 + 0.05 cm, fueron colocadas en 3 tinas, a razon de 120 peces por
tina. A cada tina se le asigné uno de los tres tratamientos (D1, D2 o D3). Los peces fueron
alimentados con sus respectivas dietas 4 veces por dia (8:00, 11:00, 14:00 y 17:00) a
saciedad aparente durante 73 dias con las dietas experimentales (77DDE). Posteriormente,
se alimentaron los peces de las 3 tinas con alimento comercial para trucha (Silver Cup, El

pedregal, proteina 52%, lipidos 16%) durante 24 dias mas (97 DDE).

Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT)

Transcurrido este tiempo, los peces de cada una de las 3 tinas que recibieron las dietas
experimentales durante la etapa de larvas y crias fueron pesados y se verific su estado de
salud. 36 peces de peso homogéneo (22 + 4.6 g) y con caracteristicas de salud adecuadas
(sin heridas, aletas rotas, indicios de agresion) fueron asignados al azar a 12 unidades
experimentales, a razon de 3 peces por tina. Cada uno de los tratamientos (0, 1.5,3y5h
después de la inyeccion de glucosa) fueron asignados al azar a las unidades experimentales,
por triplicado. Finalmente se tuvo un disefio bifactorial (3 x 4), con los factores dieta (D1,
D2y D3) y tiempo después de la aplicacion de glucosa (0, 1.5, 3 y 5 h), cada uno evaluado
por triplicado. Los peces fueron sometidos a 24 h de ayuno. Posteriormente se realizo la
GTT, para ello los peces fueron anestesiados con aceite de clavo (0.1 ml/L) cada pez fue
inyectado con jeringas de insulina intraperitonealmente con dextrosa (1.2 g / kg de peso) y
devuelto al contenedor que le correspondia. De acuerdo con cada tiempo establecido por el
tratamiento asignado, se tomé una muestra individual de 200ul de sangre mediante puncion

de la vena caudal con jeringas de insulina. La sangre fue preservada en microtubos con
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EDTA e inmediatamente centrifugada a 10 000 x g por 1 min, las muestras individuales de
plasma fueron analizadas (el mismo dia de la extraccion) para determinar la concentracion

de glucosa, triglicéridos y colesterol en plasma.
Sistema de cultivo

El sistema experimental utilizado era parte de un sistema de recirculacién con temperatura
controlada de 28.9 + 1. 2 °C. El sistema contaba también con filtracion mecéanica y
bioldgica y oxigeno suplementario. Los peces fueron mantenidos bajo un fotoperiodo
natural (12:12). Los pardmetros de calidad de agua fueron monitoreados durante el periodo
experimental: el pH fue de 8.0 + 0.4 (pH pen meter ST10, Ohaus, Parsippany, NJ), el
oxigeno disuelto de 5.1 + 0.5 mg L™ (DO instrument, YSI 55-12FT, Yellow Springs, OH)
el nitrito y amonio de 0.19 + 0.13 mg L™ (Ammonia Test Kit , Mars Fishcare, Chalfont,

PA).
Analisis de quimica sanguinea

Los metabolitos en plasma fueron analizados utilizando kits comerciales de Pointe
scientific (Michigan, USA) adaptados a microplacas (xMark™ Microplate Absorbance
Spectrophotometer, Bio-Rad, California, USA). La glucosa en plasma fue determinada por
el método de glucosa oxidase (G7521), los triglicéridos por reaccién enzimatica usando
glicerol fosfato oxidasa (T7532), y el colesterol fue determinado usando las enzimas

colesterol esterasa y colesterol oxidasa colesterol (C7510).
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Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA de 2 vias, previa
verificacion de los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Donde se encontraron
diferencias significativas se realizd la prueba a posteriori de Tukey para determinar las
medias estadisticamente diferentes. Los anlisis fueron realizados con el software Statistica

TM v.8.0 (Statsoft) utilizando un valor de significancia de 0.05.

Resultados

Los resultados muestran que la concentracion de glucosa en plasma se ve
significativamente afectada tanto por la dieta suministrada al inicio de la alimentacion
(P=0.005) como por el tiempo transcurrido después de aplicar una carga de dextrosa (PO
0.004). La concentracion de glucosa en plasma tiende a ser menor en los peces alimentados
con la dieta 2, mientras las mayores concentraciones de glucosa se observan en los peces
alimentados con la D3 (Figura 2). En cuanto al tiempo después del tratamiento, la menor
concentracion de glucosa se observa en el tiempo 0 y la mayor concentracion se observé
1.5 h después del tratamiento. Los tiempos 3 y 5 h posteriores al tratamiento son

estadisticamente semejantes a los tiempos 0y 1.5 h.

La concentracion de triglicéridos en plasma mostré diferencias altamente significativas (P<
0.0001) debidas al tipo de dieta recibida, sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticas debidas al tiempo después de la aplicacion de la dextrosa (P= 0.3510). La

concentracion de triglicéridos en plasma fue mayor en los peces alimentados con la D1,
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seguidos de los alimentados con la D2, observandose la menor concentracion en los peces

alimentados con la D3 (Figura 3).

La concentracion del colesterol en plasma no se vio significativamente afectada ni por la
dieta suministrada (P= 0.2375) ni por el tiempo transcurrido después de la aplicacion del

tratamiento (P=0.1260) (Figura 4).

Discusién

De acuerdo con los resultados de nuestra investigacion, existe diferencia significativa en la
concentracion de glucosa en plasma después de que los organismos fueron sometidos a una
prueba de tolerancia a la glucosa durante la etapa juvenil debida a la dieta que ingirieron los
pejelagartos durante sus primeras etapas de desarrollo. Los peces alimentados con la dieta
que contenia mayor cantidad de carbohidratos (D3: 29% de carbohidratos) durante la fase
de crianza larvaria mostraron niveles de glucosa en plasmas mas altos respecto a los
alimentados con la D2 (22% de carbohidratos). Resultados similares fueron descritos en el
esturion siberiano (Acipenser baerii) (Liang et al. 2017), Liang y colaboradores realizaron
un experimento en el que alimentaron un grupo de esturiones durante su primera etapa de
desarrollo una dieta rica en carbohidratos (57%) y tuvieron otro grupo como control (3.6
CHO), posteriormente dividieron estos grupos y los sometieron a dietas con un alto (35%)
y bajo contenido (3.6%) de carbohidratos, seguido de un periodo de inanicion y
realimentacion. Sus resultados muestran que tanto un estimulo en etapas tempranas con
glucosa como el nivel de carbohidratos presente en la dieta afecta la respuesta de la

gluconeogeénesis en los periodos de inanicion y realimentacion. De tal forma que los peces
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que recibieron el estimulo temprano de una dieta alta en carbohidratos mostraron menos
capacidad para regular la gluconeogénesis. También encontraron que los peces alimentados
con dietas ricas en carbohidratos mostraban niveles més altos de glucosa durante la etapa de

realimentacion.

Uno de los factores que ha sido sefialado como factor comun en las especies de peces
intolerantes a la glucosa es la falta de regulacion de la gluconeogeénesis cuando se les
suministran carbohidratos (de forma oral o intraperitoneal) (Panserat et al. 2000b, a; Enes et
al. 2006, 2008; Polakof et al. 2009, 2011). Un estudio realizado en el pez cebra revelo que
dietas ricas en carbohidratos pueden disminuir la concentracion de glucosa en plasma en los
organismos adultos, asi como la expresién del gen que codifica para la enzima
gluconeogénica fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), de tal forma que los autores
concluyen que es posible modificar permanentemente el metabolismo de los peces cebra

adultos por una programacion nutricional temprana (Fang et al. 2014).

En la presente investigacion no se midieron los niveles de actividad de enzimas clave en la
regulacién del metabolismo intermediario (rutas de la glucdlisis, gluconeogénesis) pero una
investigacion previa realizada en pejelagartos muestra que en los peces alimentados con
dietas con hasta 22% de carbohidratos disminuye la actividad de las enzimas PEPCK y
fructosa-1,6-bifosfatasa que son clave en la ruta de la gluconeogénesis. Sin embargo, una
dieta con 28% de carbohidratos tiende a incrementa la actividad de estas enzimas
metabolicas sugiriendo una falla en la regulacion de las rutas metabdlicas (Guerrero-Zarate

et al. 2019), esto probablemente se deba a un dafio hepatico causado por una acumulacion
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excesiva de lipidos en los hepatocitos como fue evidenciado a través de analisis

histoldgicos (datos no publicados).

Los resultados de la presente investigacion sugieren una posible programacion temprana
para una mejora para la utilizacion de carbohidratos en la etapa adulta evidenciada por una
disminucion de la concentracion de los niveles de glucosa en plasma en los peces
alimentados con la D2 (22% CHO) en comparacion a los peces alimentados con la D1y D2
y sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa. Pero es necesario que los resultados
aqui presentados sean confirmados con estudios que analicen la actividad de enzimas

metabolicas o expresion genética, e incluso modificaciones a nivel epigenético.

Por otro lado, es sabido que en estos experimentos de programacion nutricional, la dosis y
el periodo durante el cual se aplica el estimulo son relevantes, ademas de ser especificos
para cada especie (Kamalam et al. 2017). En la presente investigacion se puede observar
que el suministrar una dieta con niveles elevados de carbohidratos (28%) por un periodo
prolongado de tiempo puede causar un efecto permanente, semejante al de resistencia a la
insulina en el pejelagarto, demostrado por la hiperglicemia observada posterior a las 24 h
de ayuno en los peces alimentados con la D3. Por lo que nosotros proponemos que existe
un nivel de CHO y un tiempo de exposicion umbral que no deben ser traspasados durante el

periodo de programacion a fin de no causar un dafio permanente.

En el caso de la concentracion trigliceridos, la diferencias en la concentracion en plasma se
debe a la dieta que recibieron durante la etapa de crianza, mientras que la prueba de

tolerancia a la glucosa no mostro ningun efecto. Una investigacion anterior en pejelagarto
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pone en evidencia estas diferencias mientras los peces eran alimentados con diferentes
proporciones de CHO/lipidos (L), donde la concentracion de triglicéridos se incrementa
mientras disminuye de proporcion CHO/L. Los resultados de la presente investigacion
demuestran que este efecto es permanente a pesar de que los peces de los tres grupos
reciban la misma dieta durante la etapa adulta. En el caso del colesterol, sus
concentraciones no se vieron afectadas por la dieta suministrada durante la etapa de crianza

ni por la prueba de tolerancia a la glucosa.

En conclusidn, la concentracién de carbohidratos y lipidos suministradas durante la etapa
temprana de crianza puede modificar de forma permanente las concentraciones de glucosa

y triglicéridos en plasma, asi como la tolerancia a la glucosa de los pejelagartos adultos.
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Leyenda de figuras

Figura 1. Esquema de alimentacion aplicado a los organismos experimentales previo a ser

sometidos a la prueba de tolerancia a la glucosa

Figura 2. Niveles de glucosa en plasma después de la administracion de 1.2 g de

dextrosa/kg de peso. Media £ EE, n=9

Figura 3. Niveles de triglicéridos en plasma después de la administracion de 1.2 g de

dextrosa/kg de peso. Media + EE, n=9

Figura 4. Niveles de colesterol en plasma después de la administracion de 1.2 g de

dextrosa/kg de peso. Media + EE, n=9

Tablas

Tabla 1. Composicion quimica y andlisis proximal de las dietas experimentales para

pejelagarto

D1 (100%L/ 0% D2 (50%L/ 50% D3(0% L/ 100
Ingredientes (g Kg™)

CHO) CHO) CHO)
Harina de sardina® 546 546 546
Aceite de sardina® 72 35 0

Hidrolizado de

pescado’ 100 100 100
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Lecitina de soya’ 36 18 0
Almidon de maiz

pregelatinizado® 0 125 250
Grenetina’ 20 20 20
Premezcla de vitaminas

y minerales® 15 15 15
Vitamina C 0.8 0.8 0.8
Harina de sorgo 8-10% 210 140 68
Materia seca 975 983 976
Proteina cruda 425 418 415
Lipidos 183 107 62.4
Carbohidratos 138 225 289
Cenizas 98 114 118
Proporcion

carbohidratos: lipidos 0.75 2.10 4.63
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Figuras
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Figura 4
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9. CONCLUSIONES GENERALES

En la presente investigacion se evalud por medio de indicadores de rendimiento productivo,
analisis bioguimicos de plasma, actividad de enzimas digestivas y del metabolismo
intermediario, expresion genética diferencial e histologia el efecto de cinco dietas
experimentales con diferente proporcion carbohidratos (CHO) /lipidos (L) (D1: 0.75, D2:
1.27, D3: 2.10, D4: 2.54 y D5: 4.63) sobre el metabolismo intermediario del pejelagarto
(Atractosteus tropicus). También se estudid si un estimulo nutricional prolongado durante
la etapa de larvicultivo puede mejorar la utilizacion de carbohidratos en la etapa adulta de

A. tropicus.

Los resultados muestran que a pesar de que el pejelagarto ha sido descrito como un pez
carnivoro los pardmetros de crecimiento, utilizacion de alimento, supervivencia y la
actividad de enzimas digestivas no se ven significativamente afectados por la proporcion
CHOJ/L. No obstante, puede apreciarse una tendencia a una mejora en los parametros
productivos en los peces que fueron alimentados con la D3 (22.5% de carbohidratos/ 10.75

de lipidos).

La cantidad de lipidos en el higado y en plasma, asi como la concentracion en de
triglicéridos y colesterol en plasma fueron incrementadas al disminuir la proporcion
CHOI/L, demostrando que los lipidos dietarios contribuyen mas a la acumulacion de lipidos

en el cuerpo que los carbohidratos.

No obstante, en el caso del higado estos resultados deben tomarse con reserva debido a que

la expresion genetica diferencial muestra que con la D5 (CHO/L de 4.63) se sobreexpresan
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principalmente genes que codifican enzimas relacionadas con la biosintesis de acidos
grasos saturados (ACACA), monoinsaturados (ACOD), de cadena larga (FAS) y muy larga
(ELOV2 y ELOV4). Asi mismo, la actividad de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogensa
hepéatica (G6PDH) se incrementa conforme se incrementa la proporciéon CHO/L. Esta
enzima regula la ruta de las pentosas fosfato, la cual entre otras cosas genera poder reductor
(NADPH) utilizado en la sintesis de lipidos, lo que corrobora la hipétesis de que el
pejelagarto es eficiente en activar la ruta de lipogénesis a partir de carbohidratos. En el
andlisis histoldgico se observo que los hepatocitos presentan vacuolas, que se incrementan
en tamafio al incrementar la CHO/L de tal forma que en la D5 la vacuolizacion causa
hipertrofia de los hepatocitos, ademéas de un arreglo anormal en las &reas cercanas a los
vasos circulatorios e infiltraciones. Por otro lado, el analisis bromatoldgico del higado
mostro que el contenido de lipidos disminuye mientras el de glucégeno aumenta conforme
se incrementa la inclusion de almidén en la dieta, lo que contradice la hipotesis de que la
mayor vacuolizacion de los hepatocitos se debe a una excesiva acumulacion de lipidos. Por
lo que se requieren estudios que profundicen acerca del tipo de biomolécula de reserva que
contienen los hepatocitos. Sin embargo, es claro que los peces alimentados con la CHO/L

de 4.63 presentan indicios de dafio hepatico.

A través de la actividad de enzimas del metabolismo hepatico se observa una adecuada
regulacién de las rutas de la glucolisis (HK, GK) y gluconeogénesis (PEPCK y FBPasa), al
menos hasta la proporcion CHO/L de 2.10. Mientras que en la proporcion CHO/L de 4.63
la actividad de las enzimas metabdlicas la actividad de estas mismas enzimas muestra un

patrén opuesto indicando una falla en la regulacion de las rutas metabdlicas, probablemente
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causada por el dafio hepatico descrito anteriormente. No obstante, la concentracion de
glucosa en plasma no se vio afectada por ninguna de las dietas 24 h horas despues de haber
sido alimentadas. Los resultados de actividad de enzimas metabodlicas y de expresion
genética sugieren que esto se debe a que la glucosa que entra en el torrente sanguineo es
canalizada hacia la glicélisis y sintesis de lipidos. Con base en los resultados descritos
anteriormente se concluye que el pejelagarto es capaz de aceptar hasta un 22.5 % de

carbohidratos en su dieta con una proporcion CHO/L de 2.1.

Por otro lado, al suministrar dietas con carbohidratos durante la crianza larval los
pejelagartos pueden mejorar de forma permanente la utilizacion de carbohidratos durante su
etapa adulta, evidenciada por una disminucion de la concentracion de los niveles de glucosa
en plasma en los peces alimentados con la D3 (22% CHO) en comparacién a los peces
alimentados con la D1 y D5 y sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa, esto
sugiere una programacion nutricional. Sin embargo, dietas muy grasas (18%) provocan una
concentracion elevada de triglicéridos en plasma que permanece hasta la etapa adulta,
mientras una dieta alta en carbohidratos (29% CHO) por un periodo prolongado de tiempo
puede causar un efecto permanente, semejante al de resistencia a la insulina en el
pejelagarto, provocando una falla en la regulacion del metabolismo de la glucosa que
persiste hasta la etapa adulta. Lo que sugiere que existe un nivel de CHO y un tiempo de
exposicion umbral que no deben ser traspasados durante el periodo de programacion a fin

de no causar un dafio permanente.
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1 | INTRODUCTION

Frve sxpermental diets with different carbobeydrate~Tipid ratio (CHOHL, 075, 128,
210, 257 4.53) wesre formulated. Fish were mndomly sssipned by triplicate: (10 fish
per tark, 050 = 0U0] ). Grorerth was registered svery 15 days wniil end of the saperi-
me=rit [£5 days]. Samples wers taken for snalysis of chemical canazs: composition,
blood chemistry, gyoogen and fipid lver corterg, dipestive and metabolic snoyme
activities. Results showed that surival, prossth performance perameters and plasma
clucose were not afected by treatments |p = 005 Lipids of carcass and e, a5 well
as triphyeerides and plasma cholestsrol increase sipnificantly 2= CHORL ratio de-
oreased. Whils an mversely proportional tendency was observed for cancass probein
and iver giycogen [p < QU05). Digestive encymes did not show sipnificant diffensnces
among trestments (p > Q051 Finally, Hexokinase: (HE]L ghucokinase (GK], phosphos-
nicll pyruvate carbosyvlanase (PEPCE) ard fructos=-1, S-biphosphase [FEPase] shoveesd
highi regulation by carbobrydrates up to the OHCHL ratio of 210 [jp « QDS whil= pyru-
wate kinase (PE] activity was not sigrificantly affected by the OHCHL rtio. By the
other side, pucoz=-f-phosphate dehydrogenece [(GEPD) tends bo senificantly in-
orease o the THOHL retio noreeses. We condude that A. tropiaes fry have 2 high -
pacty to utilize carbolydrates substifufing ipids 25 enerzy sowce n balanced diets.

EEYWORDS

anicient fish, arbohydrates, comstarch, gluconeog=nasis, ghroolysis, lipids

Krogodabl, 2002 Krogdahl, Hemre, & Mommeser, 2005 Shore,
003, Inthis regard, Bpids are 2 major sownce of energy for fish,

A general trend in equaculiure industry is bo optimize the use of
nutriznts in diets through other =nergy sources. Albcugh it is a
widely accepted fact that fish do mot Fave 2 specific carbobredrate
regurement, their use inelaboration of fish dets provides usable
energy by optimizing the use of probsin and dietary Bgids, =spa-
cialy in berbivorows and omaiworous fish [(Hemre, Mommeen, &

and at the same time, providing them with the reguired fabty
acids for proper growth and hesfth conditions (Torh Mozarczadeh,
Yavari, Marsmemas, Agh, & Gisbert, 20170 However, diets with
Figh Bpid levels may Pave adverse offect on immune responss
and dizease resistance of fish [Dias ot &l., 2004}, On the other
Fhand, carbolydrates have advantags of being three to five times

Tour © 2007 John Wiy & Sorols |1

Aguoouitere Beasarch, 2000-1-12.
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cheaper ingredients than proters amd lpids, they reduce the
amount of nitrogen from effluents of fams and they help in te
peedlet binding, stabiity and buovancy [Krongdahl =t &l., 2005).
However, the capacity of fish to use carbohydrates depends on
several factors, which can be grouped irdo biological, nutritional
and ervircemental (Kamalam, Medale, & Pargerat, 20171 An
exeess of detary tarbohvdrates an gererste problems in fish
Pzttt such as prokorged hyveserghcaemis, decreazed growth and
in some cases increased ghycosylated hasmoglobin, retinopathy,
Fepatic steatnsis and reudin resistance [Barma, Dey, Baza, Aoy,
& Bhattacharya, 20046; Gleeson, Connaughbor, & Armesor, 2007,
Prizinglcen et al, 2007,

Maost of the studies relsied to the use of carbohydrates and
their effect on metabolizm in fish have bessn mads in teleozts. In
this context, tropical gar [Adrociosteus tropine), is & freshwaber
fish species belomging to Lepiosisidee family, a clade classified
2z holeostei (infradkss) thet diverged during the Mezosoic before
the Teleosts Genome Duplication {TGDE Wiley & Schufize, 19843
Thee gernceme of spotbed gar (Lepisostews oadotus] wie recently de-
scribed and it was poirted out that gars could B wmed a5 an e
cestral modd of the function of geres ard their imphcations in
eyohostion, devdopment and phryziology of telecsts and tetrapods
{(Braasch et al, 2015,

Tropical gar bas been described, momphclogically and physio-
logically, as & mamirvorous species in early stapes [Frias-Guintara
ut gl 2005; Resendes & Sahvadores, 19530 Additionally, it was
recently reported that hrvae of A. tropicur are able to Improve
their growth by replacing cellulose with comstarch im formula-
tion of their dats [Frias-Quintsra, Dominguez-Lorenzo, Alanez-
Gommiler, Towar-Ramirez, & Marbnes-Garda, J018. Ak,
favourable results in growth ard survival were observed wien
adding potato starch to replace part of dietary proten (Friss-
Quintana =t zl, 2017} Coreidering the shove mentiored, the of-
fect of metabolm with the indluzion of dietary carbohypdrates in
lepizosteids iz wnknowr, This, the objesctive of this study wes o
determinste the affect of differest dietary carbohydrade to bpid
ratios in diets for A tropicus fry on growth performance, pros-
mate composition, plasma bischemical parameters, digestree and
Fepatic anzyme acthvities.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Fish culture

Tropical gar fry were obtsined from the broodsiock of the
Laborsborio de Acuicubtura Tropical, Devisicn Académica de Ciencias
Hicddgicas, Universidad Judrez Sutonome de Tabasoo, Medion. Once
the larnae starbed free swimming, they were transfermed to 70 L gr-
cular tanks. Fish wene socimabed bo 2 pelleted diet by 3 co-feeding
regime vith Artemia (naupli and frozen adulis) and 2 basa| di=t which
vz derwoted as D (Table 1; Friss-Cuintana, Ahanez-Gorsbles,
& Manguez-Couturier, 20100, undil 17 dayvs postchabching (DPH;
Marguez-Couturier et al, 2008, then they only fed with the basal

TABLE 1 Chemical compeeition and prodmal srebysis of the

experimental diets o tropical gar
Cartshydrase:iphd o clads
Irgrasiart: [gRE o7y LI a3 242
Sardine ranl =35 maa mas mas meg
Fizh zrobel 00 DD MDD 100 100
Fydnabyzabet
Sarding ol k] =3 EL] e 0
Soytann lachhin® a8 a7 8 )
Eragsiasivaes 1] sz®  uzm 18 1Em
carratarch’
Cirmrartin” 1] 20 20 0 ny
WEsmlnand misarsl 19 L] L] 1= 12
pramis’
wEsmln C* B [} [} nE -1}
Soeghu manl 210 T T T T
B oX®
Prozimabe compoaltion (i tEl

Dirp mntser ers @74 @H%  pED TR
Cruds prodein T T T F TN 1 - 1
Crude g 183 n4an W7 2T R 1
Carmarydrats 128 180 23 Tm =R
Ak o8 1y 14 1wE 138
Carmotydraieipld oFs LI 2310 AT 448
e
Cirmzz wrargey |1 zes A& A2 10 17z
d.

e ¥ A da TN, Gusdsisjurs, Jubos,

g UEmn, b LY »
S P, A, ce TN fulzzs, Aoz Hearian,

Hsthariards, icfes aimnt 35581 AGALMEN Consrcalcsdorn ds

Vi g
alimanddor y destson: o, Tisdpan, .
o SOpar de Capkal Varlebie (Por trout by
sourtsayl G Inlzco. L wing vakumz of

8.8 FUE for probein, $5.58 KUK for Ipid wnd I7.3 for cactabydeats
ma wt al, 20104

diet [Carbobrpdrate-Ligid, CHOHL ratio of 0.75) until the beginring of
e mperimerrt (20 DPHL

2.2 | Experimental design and food preparation

For this study 2 simple facior was designing to esvalusbe e effect
of dietary CHOEL ratio indl tropicus fry. Cortrod diet was foemulaied
aoconding to the protein, pid and erergy reguirement (Manguez-
Couturier =t al, 20061, 2k we modifisd the dist considering e for-
medartion proposed by Friss-Cuintana ot al [2018) using fizhi meal &=
e main proden souros with sy sddition of carbohydrabes [Dist 1,
.75 CHO L ratic]. Thee otfer axperimemrial dists weere designed
with gradual imcrements of 25% pregelatinied comstarch, while the
ke pids were reduced by 25% [Table 11 & o resolt, fve izoni-
trogenous practical diets were prepared veith different ca okt
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o fipid ratios [0.75, 125, 2030, 257, and 453 respectpeshy), and the
gradual reduction of the gross energy content (126, 184, 183 180
ard 17.2 MWV kg respechivelyd. Each diet was assignsd to three tanks
i 2 completely randomized design. Dists wers formulsted wing
Mlinat-¥Win W5 softwere (San Diego, CALL Fch meal zed fih brypdro-
hyzarte were used Gs the main prodein sounces, whersss fish oil and
soybean lecithin veere used a5 mein ipid scurces, and wsing pregelat-
iz cormetarchi as main digestible carbohpdrates sowrce, socconding
s re=mutts obtsined by Frizs-Quirdsra ot &l (3008 (Table 11 All dry
irggredisnts weere finefy ground, then the maoonwirients were mboed
for 15 mim, to this micture was added vitamins and minerals and
mize=d| for 15 min more. The Bguid ingredients were added dowty
ard mizeed for anotier 15 min, frcly distllad waber was added and
mize=d| for 15 mim more. The dists were pelletesd and then dried at
50°C for 20 b, Finally brofesr-up and siessd ot Imm Sobzeguenthy;
Hremy wene: stoned ot ~20°C. Fich wers Fand-fed to appanent satation
Four times per day (B0, 1000, 14:00 ared 17000 fior 45 days. Feed
consumpton was recorded for eadh expenments] unit evenpday.

2.3 | Experimental faclity and growth performance
Growth trial wes onducted in an indoor recircalating fresfwater
sy=ztem suppled with mechanical and biclogical filkers and asrstion
in the main resersoir, temperature wes maintsined ot 259 1.2°C
under natural photoperiod (1213, During the fesding tral, water
quality parameters wers montored daily, weter pH wez B0 =04
ipH pe=n meter ST10, Chas, Parsippary, ML dissolved coopgen
51205 mg/L (D0 imetroment, ¥ 55120, Yelow Springs, OH)
nitrite and ammonium 019 =013 mg'L (Ammonia Test K, Mars
Feshecare, Chalfont, P At the beginning of trial, 150 fry weere al-
bescated to 15 ciroulor tanks of T-L of volume, =ach tank stocked
with 10 fish, 20 fich per tregtment jiniial body weight aeesgs
050 =001 g

Length and body weight of all individuals wes statistically an-
abyzed to ensure that Bhere were no setishcaly signihcant d&ffer-
emyoes Al fish from sach sspeerimental unit weee counted to sctimets
sursival and weighesd and measered fiotl ength) individuzlly esch
‘tvwn veeeks during e experiment.

2.4 | Sample collection

At the end of growth trial, ol fish from esch expeniments] unit
were weighed imdividuzlly. To svoid that stress for manigulation of
fizh infhe=nced the biochemicall parameters of plaoma, tey wee
rebamed to ther respectpe tanks and fed for an addiboral doay.
Aftervard, Fih were fasted for 24 hr, and they were snesthetized
withi clowe ail (001 mlL). Thres fizh from each tank were mndomly
sederied Blood mample wie collected from the ol wein weing
syringes cortainesd EDTA (242 mmolL} as anticosgulant and wers
immedsisly centrifuged &t 100008 for Lming plaoms samples
were immediatey sralyzed for biochemicl parameters. Fsh stll
arestretizad were saorificsd by decapitation by trained perooeme]
(NOM-062-T00-1090 From Mexioo) then wens rapidhy dissecisd on

I v

io= o obtzin ver and intesSies samples for aralysis of digestve:
meritad unit were aresthetimed, slaughter and diszected, inthe mme
vy as previceshy explained, for the calolstion of visoerozamotic
and hegetosomatic indeess, 2 well 25 for proximal anahsis of e

caszes and lvers.

25 | Growth and food guality indexes

I ordier to evahuate fich performanos, following parameters wers
caloalated Survival {5 &= percendage] » 200 [[Final fish numbes)’
fritial fish numbsr]]. Weight gain WS 2= poroentage) = 100
[ifinal mean body weight - initial mean body weight]linidal mean
weght]. Spedfic growth rabe (GGR 2z perrentage of body weight
gain per day) = 300 iln fincl meam body weight - Ln initial mean
ety wmightl'cderys. Fesed) conversion ratio (FCR) = findraiduzl dry
feed intzlkelfindividuzl wet weight gzinl. Condition factor [K as
peeroemtage) = 100 [Final mesn body weight [gl'standaed length
oL

2.6 | Hepatosomatic and viscerosomatic indexes

Whole fish, wizcera and Peers from three fish of esch sxperimendtd
unit veere wesighed for caloulsbion of viscerosomartic indeso(WEH) = 200
[Dvizoers wesighiithch weight]] and hepotozomatic indax (HE) = 200
[idiver wesghty ich weighd]. The dremed corrasses wene frozen znd
byophiloed for prmdmal dhemical aralyss. Lvers and intestines of
each fish were separabed amd immediatehy frozen and kept ot -50°C
wnil anafyses for encymedic activihes, Fepatic ghoogen and fipid
comient.

27 | Proxamate composition analysis of
experimental dists

Prosmate compostion of expermental dets and carmass were de-
termired socording o Asseciztion of Offical Archticsl Chemist
procedures ADAC, 30000, Dry matber afier doing somples ot 2105°C
for 24 b Total ash conbent was deteminate by gravimetry afier
oombustion st Z50°C for Bhr. Crode probein by Bjeldshl method
Eing an automatic dzdllstion system VAPDDEST 10k, Cartardt and
automabic tiration sysiem Tiroline® 5000, 5 Anghytics. Lipids of
dietz, carcass and Fver were determinste by chlcrofonm-methamol
mytracted s previoushy decoribead by Folch, Lees, and Shoan Sanley
(29571 Starch was determired in expenmenta] dists by the ghoo-
amrylaze glucose oxpdaze method (Thieesnd, Merder, & Guilbot,
199n

2B | Plazma and lrver assays

Plazma metaboltes were aralysed wsbng commerdal kits (Peint=
Soentific, Canton, M) adspbed to a microplse (cMark™ Micoplate
Absortance Spectrophotomedtss Bic-Aad, Hercules, CAL Ghaooss
in plasma wees determined by glucoss ooddass method, trighvoerides
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by enzymatic resction using ghyosrol phospkate ceddass, dholestenol
vz destermiresd weing dholestenol esterane and dholestemn] ocidase,
and albumin by Bromooresol Gresn method.

Frozen peer samples wene minced on @ dhilled petn dish imto
small pieces and divided inbo two different aliquots to asess &
50 mg of frozen fiver tissue. Indieidual samples weere Fomogenoed
by wtbremoric disruption with 7.5 vols of S00 mmol/L perchioric zcid
jichilled] and then neutralzed using 1 M gotzzzium bicarbonates. The:
Fomogenabe vees cemtrifugsd at 21000 £ for 10 mimat -43C. Liver ghy-
cogen beveds were measured wsing the Meppler and Dedeer (1974)
method. Ghacose obtaired after ghycogen breskdown was deter-
mined with o commercizl kit [Pointe Scientific, Canbon, M) Hepatic
ot conbent wee debermined by crude lipids detsrmirction (L] whers
i i the tizoues vwers exiractsd after 12 e of Fomogenizabion with
dichloromethane-methanal (221 v followsd by separstion and
wacuam dreirg in 2 mil of chloroformy, and quantthed gravmetncally
(Folch =t al, 1057y

29 | Intestinal enzymie activites

Thre= imtestines from each experimental unit were homogenized in
2 pool with ice-cold buffer colid buffer 30 mmol/L Tris-HCL 25 md
Call, (pH 7.5) using an Utra-Turraor BCA TR basic tissue homog-
enmer. The homogerate was centrifuged at 16,000 g for 15 min at
—4FC, penattant supsmatant was separate and presarved in aliquots
at -BIPC. Allaline profeazes acthvity was determined acoording
to Witter (1984) wsing Hammarsten-prade cassin 0.5% in bufier
(200 mmol'L Tris-HE; 10 mmolL CaCl,, pH %% one wnit of acthe-
ity was defined &= 1 ug of tyrosine nelegsed per minute ot Abs,
Lipaze actrity wes measured as previously desaibed by Versaw,
Cuppett, Wintsrs, and Wilkame [1789) but using p-raphthy sostate
A0 mmolL a5 ubstrete; ore wnit of acthvity was defined as 1 g
de naphtfel relessed per minute at 540 nm. ammdase sty (EC
221 1) vees determined by the method of Robyt and Whelan (1968
eing soluble starch (256 i a buffer (200 mmaolfL cirate-phosphabe;
50 mmaolL MaCl, pH 7.5, cre unit of amylaze was defined o= the
amount of ercyme to produce 1 umolL. of makose per minwie at
SO0 nm. &l ercyme actieibies were expressed per mg of peobein
Protein concentraticon was detarmined sccording to Bredford (2978
zing a stamdand curve with bovine senam albumin {8543 Al aszays
weere performed in tiphcate.

210 | Hepatic snzyme activities

A frocen sample of peer (300 mg) was homogenized in 2 Potter-
[Efv=hizm homogenizer with 9 vols of an ice-oold buffer 530 mmalL
Triz ipH 764, 5 mmolL EDTA, 2 mmaol'L 1.4 dithiothreicd (DTT), and
a commerdal protezse imhibitor cocktsil (AEESF 2 mmol'L, apro-
timin 0.3 pmol'L, bestatin 116 pmoll, E-54 14 pmolil, leupeptin
1 pmolfl and EOTA 1 mmolL; Conde-Sisira, Soengas, & \alente,
2015, The homogenats wes centrifuged ot S0 § for 20 min, and
resultant supsmatant wes separated and dhvided intwo aliguots.

Oire abiguot vees usad for measurement of hesolinese (EC 2711
HEL glucokinase [EC 271 2 GK] fructnse-1, &-biphosphatase [EC
11311, FEPese) and glucose-f-phosphate defydmgenaze (EC
11149 GSPDY activities. The secord aliguot ves contrifugsd at
10000 g fior 20 mim, the rsubtant cytosolic fraction wes used for
M pyTurvate kanese scterty [EC 271 40 PR Kindhwrer, Kaushik,
& Panserat, 02

The HE and GK activities were measured wsing 50 mmol/L im-
idazole: (pH BL 7 mmolL ATE. 5 mmolL MgQl, 2 mmol/L MADR,
015 Wmi, GSPD, 01 Wml &-phoephoghoonate defydmige-
naze and 1 mmoliL of glucose (except the mnbrols; Bomebask &
Wiagho, 1993 Songizo-Abaredlos ot al, 2003 Tranuls, Dregei,
Christophersen, Krogdahl, & Bornehask, 1996

FBPoe wos sseszed using SSmmoll imidseole pH 737
0.5 mmol/L MADF. 5 mmod'L MgCl, 2 Wml GAPLE, 2 Ui phospho-
glumse zomerazse, and 1 mmol/L fructoce-1, &biphosphate (exxcept
e comrols; Tangizo-Abvarslios et al, 20030

GAPD activity wes assayed using 7B mmol/L imidzzole (pH 77,
5 mmaolL MgCl, 0.5 mmol/l MADP. 1 mmel/L glucose-&-phosphate
emoept the conbrols; Sangizo-APardlos et o, 20033

In order in meszure the phocphoesna prmeeie carbookrase
wctivity [EC 4.11.3% PEPCE) & piece of fver tizue (500 mg) was
homogenized with 10 volts of ice-cold buffer (10 mmol/L 4-{2-hy-
drorvetivdl piperzine-1-sthoresulonic dd, 250 mmolL =okar-
ozt 1 mmolL OFTTL The homogenate was cemrifuged at %00 ¢ for
10 min, the resuliant supsmatant was cembrifugsd at 10 000 5 for
20 min. The cytozolc phase was recoversd and frozen at -B0PC undil
aralysis of encymatic actiity (Kandhner et al, 20031

The activity of P veas meszured a5 previoushy described by Laiz-
Carrion, Martim Dl Fio, Miguez, Mancers, and Seengas (2003 wsing
iri z firal volume: 50 memol/Limidasole-HC] ipH 74}, 5 mmel/L Mg,
100 mmaol/L KCL 015 mmaol L MADH, 1 mmolL ADP, 2 mmaol L PEP
emoept the controks) and 2 U of lactabe: defrdmgenaze.

PEPCHL activity was determined using 30 memal/L Tris-HCl (75,
1 malfL MnCl, 20 mmolL MaHO0,, 0.2 mmol 1 NADH, 1.5 mmal/L
PER. 2 U malate dehydrogerass, and 0.2 mmol/L deonsguemcsine
5'-tdiphosphate (9G0P, omitted for controls, Petresou of al, 197%
Polakcof, Migues, & Soengas, 2008

Al eroyme activites were determinated wE@ng an dMark™
Microplate &bzortance Ipectrophotometer [Bic-Rad, Hercules,
CA) Reaction rates of sncymes were dietermined ot 2790 by the
incressed or decreased in absorbance of MADYPMH at 340 nm.
Al eroyme achivites were expressed per mg of Fepatic scluble
proteir. Probein concertration of each tvpe of eroyme exiract
was detenmined wsing the Quick Start™ Bradiond protein zssay
{Bio-Rad, Hercules, CA) and & standard curee with bovire s2rum
albumin (B5AL according to Bradfced [1576). Al assays were per-
Foermed in triphcabe.

211 | Statistical analysis

Detm were stabizfically anahvsed by ore—way ANCVA, previcushy
warified e azmampbons of nomality [Kolmeogorow-Smimow test)
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ard homosoedesGicity (Levine test] Where Sgnificant diffenences
were found apphing & Tokey fest. Anchyzes were performed with
e shatistical softwere Statistica TM w50 [Statsoft, Inc, Tuks, OF)
usirg a sgnificance value of g+ 005, The resuts were presemed o=
mean = standard deviation, 30

2 | RESULTS

2.1 | Growth performance, feed vtilization and
survival

In the present study, growth performance (FEW, WG, SGR and
K] and fesd vtilization {Fl, FCR) did not show significant difer-
ences amorg diets. The sardval of fish ranged from B0 o 98
without statistical differences betwesn trestments (p > 005
Tabde 2.

2.2 | Hepatosomatic and viscerosomatic indexes

H35l wars significantty influenced by the distary CHO:L mtios, where
e Bighvest index was obtzined in fich fed 2 CHOWL raibo of 2200,
which was not sgrificantly different from those of 128 and 2.52
(Table 31, aithcasgh higher than those fed with rafios of 0.75 and
453 |« DU05) By the otter side, WSl was not significandy diffensnt
aimiong tres e s,

. RONE

3.3 | Dwessed carcass and liver comiposition

Prosimabe composition of dresed cancass and Fver of A bropioes
fry are show in Tabde 4. Crude lipid combent of carcass significantly
derregsed with dietary CHOAL ratics incressing from 210 o 463
(i = LD, wohemre the Righest fipid conbend & obseresd in fich fad
@ CHIL ratio of 453, No significant differenoes wene observed
in moisbore, azh and protein content of acas: among dietary
treatments.

The amount of pids in the ver was Sgnificantfy higher in fich
fied with CHO-L ratios of 075, without showing differences with the
fichi that recefeed the CHOEL ratio of 1.28; and terdied o decresss
accordirg to CHOEL rabio increase o < U050 On e condrary, he-
patic ghymogen showed an opposite rend, zo thet fizh fed @ CHOEL
ratic of (.75 had a peer ghycogen concenbration Sgnificanty lower
than those of the other grougs {p < 1051

34 | Plasma bicchemical compsosition

Chaolesterol and trigherendes were markedhy affected by CHOL -
tices [Table 5). Lowsest cholesberol and trighprendes concenirabions
were obsereed in fish fad 3 CHOEL ratio of 4,53, and they wers Sig-
rificanty different from those fed CHOEL rafios of 075, 1.25 and
210 p « 0005 Albemin srd glucose did mot show anmy significant dif-
ference among distary trestments {p = 050

TABLE 2 Growth performaros parameters of tropical gar fed eqpenimental dists

Cart-chydrataclipls ratic Sl

(%] 128 230 oz %58
-4 BaT w 1HE M Bouo w B2 D DL PET AT
.10 1] (L] 01 0.5 oS0
PEW 1154 . 124 LAZE . LEL ITIZ e LS8 1=z 2Bs 1488 w 07T
Wil 25079 w2452 LAST1 a 005 19T w4 2ATTE & SO0 2E14.7 & 1252
=Ga T8 w022 TAL w 0.18 THL w01e T8 w A TAD w LD
PO 106 wluad OAT & BIR 100 D10 11T u Gudl 110w DL2E
" 020 & 018 [-E-1 T T 047 & 0.0 081 .Gz 083 &0
E 1848 w018 107w .28 L4 D1 LI7T w2 188 w20

Hate. Walusz sre precsnsed sz mesn e 50 e = 5

Abbrevisfions FEW, Firnl nesn body weliht FOR, fSesd conversion retic; 1, Pesd Irisios (/dey]) IB%, Inksl maan. body walhs K, conditon factor;

=, zurdbenk SGR, 1pecific grown rebe: W5, Wit gain

TABLE 3 Viserozomatic snd

hesatezomatic indesez in fropical gar fed CerEehrmp e A=

cperimental dies 2 ] 1. BET ] Taz 4.5
Wl ET0 w115 B.54 aDET HEA wOTT Brralal 8w 118
] .10 & ome™ EE- . EF A0 DA AT & OAES 211 a AT

Noke. Welusz sre preasnbed sz mean & S0, n = 5 Mesne with dffsment copsrzorip®z Inthe zems ros
arw alinFeantl dffeeent o ¢ DL0TL

BSlonc HIL T

Insax; W, rasic Indasx
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Profeases, lipases and a-amylase acthites did not show differsnces
among trestments (o« 000510 Hovesver, o-amylase and Bpase acites
shiowesd & teradenicy to incresse a5 the CHOAL miio incressed | Tablie 6L

| Intestinal sncyme activities

346 | Hepatic snzyme activities

[Encept for PR, hepabic snoyme sctiites were markedyy affected by
mperimerizl dists (Table 71 GE and HE acthvities increased 2 die-
tary CHCHL rarfios increged from 075 to 210 but decregsed sgnifi-
cantly o < 005} with the further inomeazing CHOL ratios (252 and
4 633 whereas the opposite wes true for PEPCE. FBPsse dhowed
the same patiem of PEPCK but the lovwest snzymatic actiity was
obeeried in fih fed 2 CHOL miio of 253 Hepatic P ancyme:
showed it differenos smong all the trestments [+ 0050 On the
other hand, G6PD activity increased significantly as distary CHOOL
rartices increazed (g < QL0

4 | DISCUSSION

A ropicus has b desoribed &z mmivone spedes (Fias-Cuinsna ot
al, M5, Resender & Sabmdores, 1983 however, our results intemms
of growth performance parameters indicated that e replaosment of

ipids by ety carbobhydrates in diets did not Sgnificanthy affect fish
performemos. Been though, # i possible to cbeeree 3 clight tendency
to WG and SGR incregse s OHOEL rabio inoregses from 075 o 210
e then decresse towards higher levels of carbobrydrate incluson.

In this regard, it is known et 2 Bigh energy inske in the dist
decreames the feed intales, which Fas negative effects on growth dus
to the reduction in the corsumption of rutrients, such & probeins
{Borba, Frackes, & Pezatn, 2006, In the presant imvestigation,
0SS EneTgy Wet greater s the CHOHL et deoreased. Altfough
our resubis did ok show Sgnificant differences with respect to food
consumption, it was possible to chsenye a trend towerds 2 decreass
ini food corsumption in the diels with the highest erergy content
(CHEL ratios of 075 and 1.25), while inithe CHO:L raiio of 250 the
ferd ivske oressed, which mincdas with the trend cbesreed in
e W

Ot othesr hand, it mist ke taken inbo socount thet of the
ross energy comtributed by the food only & part is absorbed by the
organism [digestible evengy) and a part of the assimilabed =nergy
imetabolimbde anergy) i lost in several Biokogical processes nuch o
dige=tion and moonstion Fawhik & Seilez, 20000 Our resolts ind-
cate that the diet 2 (22 5% of carbobrydrates and 20.7% of Bpids con-
tent) haad the right balamce in terms of energy input for growth and
lesz boss due fo the use of nutsients, which aprees with e resalis
of Frizs-Quintana et al (200 7), Frizz-Quintara et ol {2018 about the
use of standh a5 & nor-probein energy resource to improve grovwth o

TABLE 4 Dressed carcaes ared pyer prosimate composition in tropical gar fed experimena] dists

Cartohpsraseiphd ress dlas
o 1.m EXT. 3 488
Ciemazad carenss [ by of wak swg sanlz)
Mizizture TORD - TR TELA & S LA B TREA & LS TALT & Be.8
Crude pezfein 1919 107 1BAE & B TR0 & 4.3 BPTS & 17T 7T a T
Cruds Bpidc A8.7 b g 8 FrT YL g ZH8 ez 251 428"
Azh LR 1T 448 1754 LA B340 a07 Lil - I
Lhvar
Ugics ik 1741 & TE8 BLLE I 3-1] 1148 4 L m Ba0 a g™ HBrae.12ae
Ciyeagan [raligl 78,18 =1 B1AT a1 A oE . 880 FEECI-T. marH w1

Motr. Waluss are pracentsd 5z masn & S0, 0 = 8, Mesn wish Sfenent supsrcripts In Sha 1eme row ses dgnPleansly dEferent [z < 0031

TABLE 5 Plazma biochemical parameters of tropical gar fed expenmental diets after 24 br faoting

Carbohydratadpld ratic distz
Furamater T PR FET] 283 a.83
Ghueazw g aL] 11928 25.aE 14,28 a B0 LOEE a 12,28 12748 & 2828 17818 . 150
THitrescidas i aL) TR & am Al TTTA0 A AL A TTTS e TITED o DA S BeE & BADDT
Chaom st fmit L) 19754 & 2527 14177 & oSt 13742 & 1847 17148 & 2T 2H™ 118,75 i P.28"
Alsumin (gL T4 820 TP LT ] b PELES 20 ez =14 & 0058
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A tropicus. however, more shudies are reguirsd thet despen the use
of these nuirients and erergy metabolism in the tropical gar

Gmilarty, it i ey that the decresze in growth obhsened in the
CHCEL ratios of .52 and 4,52, it iz due o the decresze in the supply
of ezzmmiiz] fity arids that the incregse of carbohydmbes in the dst.
In this regard, it i widehy known that Bpids, in sddition to providing
ey, slso provide Fabhy acids that play important roes in physio-
legical proceszes mudh @z growth, food officiency, immune rezponse
ard heslth corditions, =specialy during the kel stage (Tocher,
2003; Tocher, Bendiczen, Campbe=ll & Bell, 2008

In thee present study, surviel wes mot affected by the axpeni-
mierkal die t, this vwaned from B0% o 9958, which agreed with pre-
whou s studies im tropical gar such as Frizs-Cuintara et al (2016
whio reported survival of 97.8% and decressed cannibalsm when
using diets condmimed 15% of com starch inctead of celulose
Liferarize, Humria-Ortiz ot al. (2009 wio reported 2 sorvival be-
tweer 56% and B56% in @ study sboat the substrbion of fish oil
by vegetable cil. On the other hamd, the lipid content of arces
significantly decressed with the increase of detary CHOL ratios
from 210 to 4.63, this indicates that lipids for A érepicus play 2
mizjor roke in the depoeition of fipids in the whole body in compari-
son with carksofrpdrates, which iz consistent with reporbed im other
Fizh species much as Senegaless sole [Sofes ranegolanss; Dizs ot al,
2004, grass carp (Ctenopharyrgodon idala; Gao ot &, 2010, £
queden Mom, Camils, Morses, & Fracalossi, 20000, yelow croaker

I v

Brazilizn sardine [Sordinielly brazifienss; Sterosleck ot o, 20170
Moreoyer, im AL tropicus there was also mo significant variation in
caicass protein content; howeser, studies inred drum Soioenops
oeelotus; Eliz & Reigh, 1991, Asicn seabgss [Lotes colcarifer;
Catacutan & Coloso, 1997, M. ambiycephala (Li, Wang, Liu, Kang
& Thu, 2013) and golden pomgano (Trechimetes ovatus; Zhou =t al,
2015 reported an incresse in protein content as the CHORL o
increszad, which was cnly atirbuted fo the inverse relatiorship
bertrwmn fipid amnd protein content of tzses that it ofien cheerved
wehen this data ane expremed a5 2 peroentage of dry weight (Elis
& Reigh, 1991).

I oo study, HE| of the feh fed with CHOAL ratio of 2250 waz
significantly higher tham fish that recefesd the dists wath CHOEL
rabics of 75 and 4,532, Conceming this, ver proximal composi-
tiom showed a Sgnificanty lower deposition of hepatic ghyoogen in
fish thet recepesd the ormstarch free diet idiet 0.75) with, respect
to the fich feed diets contzined higher CHO:L méio (210, 2.52 and
453y Corvirary, the level of ber fab decregses gs CHOEL radio in-
reame. Then, the highe=t H5 obeered in the fish that wene fed with
CHOL ratio diet of 200 shows the effect of both energy reserves
astoumulstion fat and ghyoogen) in the e Considening the sbove
mertiored, HS tenck to decrease towands the CHOEL refio of 075
beerause of the lower coment of ghoogen, whils it abo decregmes
towards e CHOHL ratio of 453 due o the lower scoomulation of
lipick. This indicabes that A ropicus fry can better use fipids than

(Larmichitys orocea; Zhou, Wang, ¥ie, Deng, & Zhou, 2018 and dietary carbolredrates for Bpid accumalsSon.
TABLE § Intefircl aroyme actiities R
N . Cartshydrase:igls
of tropical gar fed espeimentz] diets after i
24 hrfasting mE/proann)  OLTY 18 EET zaz a.88
Proteacez TRE - 144 TaBe LT TIT a1l TT.é e sha B Ae4n
Upazaz 2ITHes SOATLS0E  SH0P LT SDLTLN14P  ATLAL 38T
Arrrpiuzas 2144113 4.8 4 BF A0 4l%8 410 a1L0 5104104
Naokx. Velusz sre preasnbed sz mesan & S0, n = 5
TABLE 7 Hepatic sroyme sctivities of tropical gar fod experimental dizts afier 24 br fasting
Curmobysrabedipid rabo dlet:
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Fegarding biood dhemistry arahzis, plazma ghocoss el after
24 hr of fasting did not show significant differences among trest-
mantz, which sgres with Zhou =t al. (3018 where the shsorption
of glucose relaasad by dipastion is very sfficient and zllows the in-
crease of blood glucoze in most of fiehy Howeves, the imtereity of
blood glucose pesk and it duration are species-specific and condi-
o the toleramoe of sach species to carbofrpdrates (Mioon, 20011
Many fizh species imainly amivores) tend to exdhibit 3 persistent
postprandial Fryperghpraamia after 2 mesl high in carbobydrabes
[Hemre ot &, 20070 Meyerthels, the duoose toleramos te=t in A
bopicus showed that afber 2n intraperitoneal injection of 1.2 ¢k
dewirose, the basal glucose leved is recovered inless than 10 hr jus-
publizhed data) This & in agreament with our results, which suggest
that A tropiaes fry have a capadty to metabolize glucnse faster than
other campvorous fich species such & 5 baslierse (Sterzelecki ot
al, 27

Arcordance fo our results, plazma trighvoside and dholestendl
vl were significantly inoressed 2z CHO:L ratio decregsad, this oo-
incides vith that reported for vellowdin seabream (Sparus lones; Hu
at al, 2007, C. idalla (Gao =t al, 2000, L crocea (Thou et al, 2018
and Q. niloticus (e =t o, 2007, Plazma peofiles pefliect the general
metabolism and phyziological status of tmmoes, epedally the ber,
therefore, the increzse in plasma trighoendes and cholesterol is at-
tributed to sctive fipd transport in response to a high level of detary
ok (0= et al, 2017}

Anorthesr important aspect bas been detected in dgestve enoyme
in digestive system, usally in response to dietary protein, lipid and
carbotnydrabe content (Buddington £ Mrogdshl, 2004) In this con-
feit, =-amylase activity genelly comelabes posithety with dietary
carbobydrate kel (Polakof, Pereest, Soengss, & Moon, 3013,
Fowever, this ability to secrete more o-amylese for distary polysac-
charides ydmbyzis ssemes to be more efficent in herbéoroes and
OMNAOrDLE spedes, while i camporows spedes suth a5 minbow
trout [Oncorfynchus myigss) this digestive snnyme is not efficenthy
axpressed, which provokes sdverse effects when bigh levels of car
botwydrabes are incomporabed indo the diet (Krogdahl =t al, 20051 In
tthe caze of Epase acihvity reganding to the indusion of carbolredrates,
the re=ponse = vamable, Smos species suth 2 C idale and L croces
showed a decresse infipase activity sz CHORL rebo increases [Gao ot
al, 2040 Thou et al, 2008) while in 5. brasiiensis the activity temds o
increase in acondanos to CHCHL ratio (Sterosladis et al, 2007

Previows studies om A topioss larvae desonbed @ significant
increase i syl aoivity as dietary caksobydraies mcrease
{Frisz-Craintana et al, 2017, 2018, In cur resesrch, the same trend
et obzeried, akthough there are no significant differesnces betwean
trestments. We consder that a-amylaze acthity inoreases in fish fed
waith CHOEL ratices from 075 to 2.52 in response to the increaze of
comstanch in their dist. Then, the activity decreasas inthe CHOHL
ratio of 453 becguse the axcess of carbolrydrates in diet (28545,
coupled with the pallsting process produced harder peliets that
resisbed longer the digesties disinbegration by the gastroinbesting
tract trarest |personal ohesration). In agreement with cur resulis,

Sorenzen {2017 indicabes that there i 2 modesds but positive cor-
refziion betwesn amount of purified wieat standy indusion and the
durability and hardness of the paliet. This suthor aleo describes that
highesr water stability of peliets resubiz in longer gastric nebention
time ard prolonged evecuation tme of dvme through the gastroin-
testing treact. Furthermone, peliets that were too hand cased diges-
e disturbarsces in the fish.

Our shudy showed an incresse in lipase adbity as the OHGL
et al (2007, 2008 despite the fact that in these authors uwed Bo-
fipidics diets. Thensfore, the increase in lipase activity is dus bo the
reduction in lipids in distx, in addition to the: handress of the pellet,
particulzrty inthe D5 (4.63 CHOL ratiol. Howesyer, farther shudies
are nesded to evaluade the offect of ingrediemts composition and
proceszsing condibions on physical charactenstics of dists and bow
this affects the digestibiity and awailzbility of nuthents.

Conzidering the: above-mentionsd, eer plavs an important role
in the regulation of intermediary metabolizm in response to retri-
tional stabe. Under aerobic conditiors, glutose = catabolized by
meares of ghyoobysis, Krebe opcle and respirstory dhain to produce
ATP or wia the pentree phocphate patfway to generste nicotiramide
adenine dinudeotide phosphabs (MADF). The axoess cam be shorsd
az ghyoogen {ghyoogeresiz) or lipids (ipogenesiz). Whils, under fasting
condifiors, the lack of ghooose i satishied by meare de nove syntfe-
sis from pyruvabe, lectate, ghyosro and some aming acids [ghaoorne-
openesiz] or by mesns of the degradation of ghoogen into glucose
\ghycogenolysis; Polakof et al, 2012 Rui, 2014,

For this resson, an adequate regulation of these pathweys &
necesary to maintain ghaoose homecetes. These medhanems are
regulzted in herbivoroe much a2 common cap [(Cvprimus canpi
Chimeno, Kheyyvali & Shikata, 1995) or omeivores such as O -
lotous (Chen et &, 20171 Howeser, in camivorous fish such as
giltead seabream [Soanes aursts; Enes, Parserst, Kaushik, & Oliva-
Tales, 2011}, parch [Perca flwastilis; Borrebask & Christophersen,
20000, 0. mykizs [Kircheer, Panserat, Lim, Mowchik, & Feraris,
200 Pansermt, Copills, =t al, 200L Pareerat Plagnes huan,
Breque, & Kaushik, 2001, European sesbass {Dicentrarchus labrog
Enes, Parmerat, Haushik, & Offe-Teles, 20046 Enes ot 2l 2001) and
L croces . Zhou et al, 2016, bave been shown a kow inhibition of
hegatic gluconeogeness related to the mchesion of carbolndrates
in their diet, both at molecular ks and sroymatic actity [Enes,
Pareerat, Kauchik, & Offva-Teles, 2009, Furthenmore, in rminbow
trout [0 mykiz} it bas been shown that the activity of key anzymes
in gluconeogeness (PEPCK, FEPase and GoPame) are regulsted by
amino acids [Kirchner o al., 2003 and could be modify by starva-
tion Kirdhrer ot al, 20081, The sbsence of gluconeogeness inki-
bition induced by carbohydrabes is a Fypothesis for postprandial
hvperghycaemia and the poor iz of carbohvdrates in carmnivonos
fizh. On the comtrary, our resufts showed that A dropiaes fry, in-
creazes ghycolytic enzyme activity for HE amd GK as @ response
of the inclusion of carbohydrates ranged 125 to 22.5% (CHOL
rathos of 075 o 230 while gleconeogenic encymes (FEPCK and
FEPase) shrowwesd the oppozite tendency. This confirme an eficient
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regulation of metabolc pathramys, ghyoolyzis and gloccreogenesis,
by dietary arbohydrates for this species. For example, a carbo-
hydrate level above 25% [CHOAL ratio of 2.57) caumes o gresber
actrvity of glutoneogenic eroymes and deorease in the actvity of
hvrobviic enzyme=. This effect i= alo obeerved in plazma glucose
concentration, since it tends bo rise inthe fich fed the dets with
CHOHL raiio of 2.52 amd 4,63, alifough not significanthy with re-
spect to the other expermendal groups. It is likely that this failore
in the regulation of metsbobc petheays in the fish thet recsed
diets with highest carbsobrpdrabe content ot because o poezible
[reer malormmation due to an exoessiee socumuadation of ghyoogen,
s bz been described for O myvikis (Hemee ot al, 2002 although
Further shodies are reguired to clarify this zzue.

Additonally, P i another key gheooltic snmyme, sltfough it
haz bean socepded that this enzyme has & nutritonal repalation, al-
thicasgh i some fich species s regulation by carkoiydrates i sl
controversial [Enes et &, 2009 Kamalam etal, 20170 In our inves-
tigaticn withA. ropicus fry, no effect of disary carbohydrate intke
on eer P activity was obsereed, this is in acoordance with presi-
ous studies corried ot in O ey (Fidew, Soler, & Ruiz-Amil, 2083
Hikion & Atkinson, 1982; Skiba-Cassy =t al, 2013; Suarez, Sanz,
Bazpen, & Garcia-Gallegn, 2000, 5. senegolensis (Conde-Siesira =t ol
M15; Dizs et al, 2004) and 5 sursds (Enes, Panserat, Koushik, &
Dliva-Teles, 20051 Howeer, an effect has besn obsereed in PK ac-
ity dependent on the type of cartohydrte suppled. In European
sea bass (Diventrarchus lobrad) was obeerved a higher induction of
[reer PE by glucose than by starch, whereas in gibed carp [Carassius
auratuz] and Chinese longsnout cathich (Leoocamis longirestris) PE
was sgnificamtly higher in fish fed diets containing sucros= than
gluccse, dectrin or sterch In C. corpio the probein substtution by
30 of starch, ghocoe or fractose had no offect on bepatic PE ac-
theity, but 30% of galactoms depressed PK acifity. On the other
hand, the starvation in spades such 2= O, mykiss and 5 surato cause
a significant decregse in PY activity [Enes ot al, 2000

Meznwhile, ipogenesz i not directly finked to carboFradrats
metzbolem; this pathway plavs am important role in homeostass
becaase it corwverts escess glucose into fatty acids. In this seree,
glumose ertering exogenowsy can scihvabe Bpogeness by gererating
carbon backbones or reduced form of nicotinamide adenine dinu-
cheodide phoepiate (MADPH), the key-reducing co-factor generated
bry te= eociclatoee branch of the perinse phospiate patheray. The =n-
zymes responsible for catshvsing the resctiors to generste MADPH
are GAPD and Sphoccphogiuconats dehrpdrogerams (Rui, 20143
Howesver, shodies in fich using rediolabeled ghoooss indicabs that
cartohydrates sppear to sbmulate ligid Biosyntesis by increasing
the arvailakifity of cvinsolic reducing squbvalents, Blke MADPH, ratter
than contributing with carbon backEsones (Hemre ot al, 2003,

Investigations cormducted in O myless reported that the ad-
miristration of metformin is asocizted with an improvement of
posiprandial hyperghpraemiz, des o the induction of ipogenes
in thes fver [Panserat =t ol 2009). This gerersbed the hvpothess
that incamipeorcus Fish the low hepatic lipogeness can sxplain, at
lemst in part, the poor glucoss homeostasis [Polskof =t &, 2003).

. BONE

Furtfeermore, studies with primary troot hepatooytes revesled
that amino acids repulate hepatic fatty aod bicsynthetic gene ax-
pression more efficenty than carbohydrades [Dai et al, 2004 Dwi,
Panzerat, Plagnes-Jusm, Seliez, & Skiba-Cazzy, 20150 In oo shady
waithi AL dropicus fry an increase in GOPD adtivity waes observed as
the CHOHL ratio imcressed, which agrees with results obdsired in 5
senepoleres [Dises et al., 2004, sugpestfing the sctivertion de rovo fi-
pogenes pathwarg. This, together with the reduction of ghaoonss-
genesz, previoushy mentioned, may bave contributed to the similar
concemratons of plesma glutose regardiess of trestment applied.

I conchuson, even though tropicl gar hes been desoribed a2
a carmivorces fish, our results regarding growth parametsrs, feed
wilizzdion ard survival wess not affected by varying dietsry CHOEL
ratices (075463} when thess weere tested for 45 days. Likewise,
protesze, Bpase and smwlase activites veere mot affectsd by diet=
Hovereer, lipaze showed an imcresze in i aciity when the CHOEL
ratio was increaseid, which wes abributed to reducion of ipds in
it in addition to the handress of peliet. Lipid content of carcass
and ver, sz weedl 2z, plazma trighyoeride and cholestencl lepels wers
significantfy incressed as CTHOEL rafio decreased, desmonstrating
that dietzry Bpids contribuie fo the scoumulstion of i in body and
fiver while carbohydrates have Fitle contribution in this proce=. On
the other hand, plasma glucose beved after 24 hr fasting was not af-
fected by dietary CHOEL ratios. Howssver, ghoolytic ensypme acivi-
tie=s HIK and GE were incressed im response to dietary CHOEL mbos
froem 0,75 to 210, while ghacoreogenic ercymes PEPCK arad FBPaze
shiowei] e oppeeite tendency. These results dhow that A ropioes
fry have the capedty to adeguately metsbolize gucose up to 2 car-
beohvpdrate inchesion of 22.5% CHOAL retio of 2100
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