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Resumen
El uso de levaduras marinas como coadyuvantes en el aprovechamiento de dietas inertes a

base de ingredientes de origen vegetal ha tomado un gran interés en la industria acuicola,
el cual logra reducir costos de produccidn en los cultivos larvarios de peces con importancia
comercial. Las microdietas toman gran interés en este aspecto ya que se logran obtener
mejoras en el crecimiento y supervivencia de las larvas de peces marinos. El objetivo
principal de este estudio fue evaluar el uso de la levadura Debaryomyces hansenii (CBS
8339) como coadyuvante, en el aprovechamiento de la proteina de soya en dietas para
larvas y juveniles de totoaba. En este estudio se realizaron 9 microdietas a base diferentes
niveles proteina de soya en sustitucion parcial de la harina de pescado y adicionadas con
levadura ((dieta control D1, (HP100-LO % (D1), HP100-L1 % (D2), HP100-L2 % (D3), CPS10
%-L0 % (D4), CPS10 %-L1 % (D5), CPS10 %-L2 % (D6), CPS20 %-L0 % (D7), CPS20 %-L1 % (D8),
CPS20 %-L2 % (D9)). Demostrando que con un porcentaje de inclusion del 1 % de la levadura
D. hansenii en microdientas para larvas de Totoaba macdonaldi otorgd mejores beneficios
a éstos, en comparacion a las otras dietas. En este trabajo, se discuten los mecanismos que

pudieran estar implicados en el efecto probidticos en las larvas de Totoaba.

Palabras clave: Debaryomyces hansenii, levaduras marinas, microdietas, Concentrado de
proteina de soya, fuentes proteicas vegetales, Totoaba macdonaldi, larvas, destete,
maduracion sistema digestivo.
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1. Introduccidon
1.1.2 Estado actual de la acuicultura

La acuicultura es una de las actividades agroalimentarias de mayor crecimiento en los
ultimos afios, teniendo un crecimiento de 7.5% por afio desde 1970. Este crecimiento
emergente se debe a que la poblacién del mundo sigue en aumento llegando a casi 10,000
millones de personas, lo cual ha rebasado la produccién de alimentos generado por otras
actividades agroalimentarias como la ganaderia, agricultura y pesca (FAO,2020). Para el
2018 la produccion mundial de pescado se estimd en 179 millones de toneladas las cuales
82 millones de toneladas procedieron de la actividad acuicola, 156 millones destinadas al
consumo humano con lo que se estima un suministro anual de 20,5 kg per capita. Los 22
millones restantes fueron destinados para el uso de materia prima principalmente para la
produccién de harina y aceite de pescado. La acuicultura representd un 46 % de la

produccion total y el 52 % del pescado para consumo humano (FAO, 2020).

Figura 1.Produccién mundial de la pesca de captura y la acuicultura. Tomado de (FAO,

2020).

1950 1954 1958 1962 1% 1970 1974 1578 12 1986 1950 19 19% 2002 2006 2010 2014 2008

[ Pesca de cophura, oguos continentales [ Pesca de copturo, aguos marines W Acicubluro, ogues continentoles [ Acuiculturo, oguas merinas

1.1.3 Harina de pescado

9|Pagina



La produccién acuicola es cada vez mayor y esto quiere decir que la pesca tiene que
solventar la alimentacién de las especies acuicolas ya que el principal ingrediente que se
comercializa es la harina y aceite de pescado, utilizado para la alimentacién de los
organismos terrestres y acuicolas. Estos ingredientes proceden mayormente de peces
peldgicos menores como la sardina, anchoveta y macarela. Esta fuente de ingrediente ha
solventado desde hace mucho tiempo cultivos como lo es el salmdn, trucha, carpa, tilapia,
camaron, entre otras especies. Dada la demanda que se tiene, la acuicultura no ha tenido
el cambio radical en sustituir ingredientes animales por vegetales para el procesamiento de
dietas acuicolas. No obstante, hay estudios en donde se implementa la harina de soya como
fuente alterna proteica (Carillo et al., 2018; Zhu, 2020). Dentro del Consejo Nacional de
Fabricantes de Alimentos Balanceados y de la Nutricion Animal (CONAFAB), se estima que
distintas empresas como, Malta Texo de México, S.A. de C.V., Nutricién Marina, S.A. de C.V
y Vimifos, S.A. de C.V., entre otras, producen aproximadamente 90% de alimentos

balanceados para la acuicultura en México.

El uso de la harina de pescado como ingrediente en fabricacion de dietas, es debido a que
tiene un nivel alto de proteina (65-70%), alta digestibilidad, un alto contenido de
aminodcidos esenciales, entre otras caracteristicas, siendo un ingrediente indispensable
para la elaboracion de dietas para peces (Cardenas de la Cruz ,2015). Sin embargo, este
ingrediente puede ocasionar que los costos de produccidn de esta actividad asciendan hasta
el 70%, asi mismo, debido a estas caracteristicas nutricionales ha sido dificil que se logre

reemplazar en su totalidad.
1.1.4 Sustitutos de harina de pescado

Distintas fuentes proteicas de origen vegetal compiten para sustituir la harina de pescado
en alimentos para la acuicultura, para disminuir este ingrediente se han realizado distintos
estudios donde buscan reemplazar parcialmente o totalmente el porcentaje de proteina
animal. La harina de yuca, harina de soya, concentrado de proteina de soya (CPS), gluten de
maiz, gluten de trigo, hasta subproductos avicolas como la carne, huesos y plumas son
algunos de los sustitutos que se pueden adicionar en dietas para peces. Oscilando con

porcentajes de proteina desde el 25% en yuca, 44-46 % en harina de soya, 60% en gluten
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de maiz y un 50% en estos subproductos avicolas. Algunos de estos tienen un alto
porcentaje de proteina, pero poco digeribles (Carillo et al., 2018; Loarte y luna, 2017;

Pifleros-Roldan et al., 2014).

La harina de soya es una de las alternativas mas viables y estudiadas para ser utilizada en
dietas para organismos acuicolas, esto debido a que tiene ciertas caracteristicas que son
aceptables para su uso en la acuicultura, entre ellos la disponibilidad en el mercado, valores
aptos nutricionales como alto contenido proteico, alta digestibilidad, baja fibra, almiddn, y
la palatabilidad. Sin embargo, un problema que se ha detectado en el uso de la harina de
soya como fuente de proteina, es que contienen altos niveles de factores anti-nutricionales
(FAN), lo cual hace que la harina de soya no pueda incluirse en grandes cantidades en la
formulacién de los alimentos para peces carnivoros marinos (Madrid, 2019). Tal es uno de
los casos en donde FAN como el inhibidor de tripsina en harina de soya causa efectos
negativos, tales como un desorden/alargamiento en el crecimiento pancreatico y como
consecuencia no se obtienen ganancias de crecimiento esperadas en los organismos

acuicolas (Barboza, 2016).
1.1.5 Concentrado de Proteina de Soya

La soya como ingrediente en la industria acuicola ha llegado ser de gran relevancia gracias
a su alto contenido de proteina, en especial el CPS que en comparacién con la harina de
soya se logra mitigar FAN (inhibidor tripsina, lectina, saponina, oligosacaridos entre otros),
a través de solventes (etanol acuoso o metanol) para su proceso de extraccion haciéndolo
un mejor ingrediente en dietas de organismos acuicolas. EI CPS contiene alrededor de 600
g kg ~! de proteina cruda, sin embargo, la presencia de aminodacidos como la metionina y
lisina en menor proporcién que en la harina de pescado, son algunas de las limitantes que
presenta el CPS para la elaboracién de alimento para especies acuicolas (Minjarez-Osorio

et al., 2016; Zhu, 2020).

Sabiendo que la metionina y lisina forman parte de la composicion de las proteinas que por
ende son necesarios para la construccion muscular, éstas deben ser afiadidas en cantidades

adecuadas (1.0, 1.8% peso seco) en la elaboracién de dietas para peces una vez que se
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remplaza la fuente proteica animal por fuentes alternas de proteina vegetal. La taurina es
otro nutriente importante que debe de ser incorporado en dietas para peces carnivoros, ya
gue ésta participa en la emulsificacion, absorcion de las grasas y de las vitaminas
liposoluble. La adicién de esta sustancia azufrada no proteica llega a contrarrestar el
sindrome del higado verde (sobreproduccién hemolitica de biliverdina), asi como la

degradacion oxidativa de los lipidos (Garcia et al., 2010; Lépez et al., 2015).
1.1.6 Microdietas

No solo la harina de pescado llega a ser uno de los insumos mds caros para la alimentacion
de peces, también el alimento vivo representa un costo alto de produccién, asi como la
transmisién de enfermedades o pardsitos a larvas de peces. Pero a pesar de estos factores
siguen siendo el primer alimento exégeno (Brachionus plicatilis y el crustdceo Artemia spp.)
en la alimentacién de larvas de peces y crustaceos, al sustituir estos organismos por
microdietas se reduce el crecimiento y la sobrevivencia en los cultivos larvarios (Mata,
2010). No obstante, se sabe que las larvas tienen la capacidad a partir de su primer alimento
exogeno, de llevar acabd el proceso de digestion y que el uso de estas microdietas puede
atribuirse, no por ser poco digeribles para las larvas si no por no cumplir con los

requerimientos nutricionales especificos (Blair et al., 2003; Garcia, 2000).

Algunos de los requerimientos que deben cumplir las dietas es llegar a captar la atencién
de las larvas (densidad adecuada en la columna de agua), tamano de particulas adecuadas
a la cavidad oral de la larva, con ingredientes altamente digeribles y estimular la presencia
de enzimas digestivas que conlleve a una buena digestién y absorcidon de nutrientes.
Algunos estudios demuestran que al incorporar estas microdietas en los cultivos larvarios y
de no ser en tamafios adecuados, éstas pasan desapercibidas para las larvas ya que no son
atraidas por estas particulas o simplemente no los ven, causando crecimiento limitado, asi
como mal pigmentacion de ojos y piel. (Murray et al., 2010; Mata, 2010). Este proceso de
co-alimentacion engloba generalmente un mejor rendimiento en lugar de utilizar solo la
adicién de microdietas o alimento vivo en el cultivo larvario, generando un mejor

crecimiento y supervivencia (Kolkovski, 2008).
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1.1.7 Uso de probidtico en etapas tempranas

Una de las etapas criticas en los cultivos de organismo acuicolas es el estadio larval, para lo
cual, parte de su alimentacidon enddgena debe ser rica en acidos grasos y nutrientes
esenciales, siendo su primera fuente de alimento (absorcién saco vitelino y gota de aceite)
y de gran importancia para su sobrevivencia y desarrollo. La administracion de distintas
dietas para el desarrollo de los organismos debe ser adecuada proporcionando los macroy

micronutrientes apropiados para las distintas especies marinas (Morales, 1999).

Se han buscado alternativas para un mejor desarrollo ontogénico para lograr la maduracién
temprana o precoz del sistema digestivo, aunado a ésto, distintos autores llegan a
conclusiones que la inclusidn de probidticos, entre ellos las levaduras vivas, cuentan con
efectos benéficos en el desarrollo y crecimiento de la larva, asi mismo, de manera indirecta
logran reducir el uso de alimento vivo en etapa larvaria de peces y costos de produccion

(Tovar et al., 2008; Mata, 2010).

El uso de probidticos en la acuacultura ha tomado un rol importante para el campo de la
piscicultura. Distintos autores definen probidtico como aquellos microorganismos que sean
ingeridos en cantidades adecuadas y se mantengan vivos en el tracto gastrointestinal

confiriendo resultados positivos para la salud (Gatesoupe, 2000; Ochoa y Vazquez, 2004).

El uso incorrecto de antibidticos condujo a la generacidn de bacterias resistentes, de ahi
gue los probidticos han tomado importancia en los cultivos acuicolas. Aunque la definicién
antes descrita es actualmente la mas correcta, también se relaciona el uso de probidticos
para mejorar la calidad del agua, pero correlacionado con otorgar también a los organismos
un medio externo benéfico. Se han usado probidticos humanos (Lactobacillus rhamnosus)
para trucha arcoiris el cual le confiere una mejor sobrevivencia, pero pasado los dias, estos
microorganismos ya no son detectados en el tracto intestinal del pez. Por ello, se sugiere
gue estos microorganismos sean aislados de especies acuaticas hospedadoras de
microorganismos potenciales como probidticos y que se mantengan constantes en su

microflora intestinal (Vine et al., 2006).

1.1.8 Uso de levaduras marinas consideradas como probidticos

13| Pagina



Las levaduras son utilizadas como probidticos, siendo solo dos especies las que han sido
utilizadas en peces, Debaryomyces hanseniiy Saccharomyces cerevisiae, las cuales tienen la
capacidad de adherirse al mucus intestinal. La incorporacién de estas levaduras marinas
administradas en dietas microparticuladas tiene resultados benéficos tanto en la
supervivencia de los organismos, como para la estimulacion del sistema inmune, y la
maduracion del tracto digestivo. Las levaduras aportan moléculas llamadas poliaminas, que
son indispensables para el buen funcionamiento de los organismos e involucradas en

procesos de expresién genética (Reyes, 2008).

Debaryomyces hansenii se caracteriza por ser una de las levaduras marinas que toleran
salinidades por arriba de 24 % en comparacién con Saccharomyces cerevisiae que es
inhibida con 10%. Esta levadura se ha aislado de salménidos como salmén del atlantico
(Salmo salar) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), destacando por su capacidad de
adherirse y desarrollarse en el mucus intestinal, para después aportar poliaminas al
hospedero. Esta gran ventaja, hace de ella, que la biotecnologia la adopte en sus

experimentos para obtener importantes efectos benéficos (Reyes, 2008).

Al incorporar estas levaduras al alimento favorece distintos procesos fisioldgicos entre los
gue se encuentra la expresion de la colecistoquinina (CCK) asi como la secrecidn de distintas
enzimas endo y exopeptidasas que contribuiran al buen funcionamiento digestivo de los

peces (Murashita et al., 2008).
1.1.9 Generalidades de especie Totoaba macdonaldi

Una de las consideraciones en el cultivo de peces marinos es satisfacer la demanda
alimenticia, por ello, el maricultivo, y cultivos en condiciones controladas son una de las

razones rentables en consideracion.

Hoy dia la ganaderia y la pesca estdn transitando por problematicas como lo es la
sobrepesca y el uso de grandes cantidades de consumo de agua para generar un kilo de
carne, lo que convierte a la acuicultura y/o maricultura una de las actividades
fundamentales para la humanidad, como lo es entre otras actividades necesarias. Un

manejo inadecuado en estas actividades llega a tener efectos negativos, entre ellos, se
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menciona la sobrepesca la cual hace que sean necesarias el uso de Normas para su veda e
incluso establecerlas como permanentes en su caso T. macdonaldi. Su sobrepesca llevo a
investigaciones las cuales tienen como objetivo el repoblar y recuperar la especie endémica
del Golfo de California. Con ello la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la
Facultad de Ciencias Marinas, Universidad Auténoma de Baja California, México
establecieron estrategias para desarrollar un proyecto en el afio 1998, el cual fue un reto,
siendo una de las mayores limitantes la adquisicion de reproductores y la escasa
informacién de la biologia de la especie para llevar a cabo su cultivo en cautiverio (True,

2012).
1.1.10 Morfologia de la especie

Esta especie perteneciente a la familia Sciaenidae es caracterizada por poseer un cuerpo
alargado, dorso poco elevado y una boca grande. En la madurez suelen presentar una
coloracion con tonalidad gris y en ciertos casos doradas y azules, mientras que los juveniles
presentan manchas oscuras en su dorso. Es uno de los Sciaenidos que llegan a medir mas
de 1.30 longitud total y pesar hasta 100 kg. Estos organismos llegan a vivir entre 20 y 25
afios llegando a ser sexualmente maduros entre los 7 afios en hembras y 6 en machos,
donde la hembra tiene un cuerpo mayor en talla y peso que los machos. Son peces
carnivoros y en su habitat natural se alimentan de pequefios crustaceos y peces. Su época
de reproduccion inicia a finales de febrero o principios de marzo con un periodo maximo de

desove en mayo (Escudero, 2018).
1.1.11 Etapas de desarrollo embrionario y de vida libre de totoaba

En el desarrollo embrionario temprano de totoaba la mayor parte del cigoto estd ocupada
por vitelo (telolecitico), por lo que, su division llega ser meroblastica. La formacién del
notocordio, protuberancias y la zona caudal ocurren entre las 6 y 8 horas dando lugar al
desarrollo embrionario medio (DEM). Durante el desarrollo embrionario tardio (DET) el saco
vitelino estd bien formado, se presentan Iébulos épticos y se forma una membrana caudal
que dara lugar a la aleta caudal. Este desarrollo concluye aproximadamente a las 20 horas

de haber sido fecundado en donde el embridn esta listo para eclosionar y llega a medir
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alrededor de los 2mm. En etapa de vida libre presenta una barra de branquias, cerebro
desarrollado, aletas pectorales, y ya con un estomago, el intestino madura presentando
movimientos peristdlticos, por lo general su primera alimentacidén exdégena podria ser a las
62 horas, con una talla del organismo de 2512 um (Morales, 1999). El tracto digestivo de
totoaba cuenta con una cavidad oral, eséfago, estdmago, piloro, ciegos pildricos, intestino
y ano. Donde las funciones principales de digestidn se llevan en el estémago e intestino, en
este Ultimo se absorben los nutrientes ya digeridos por distintas enzimas. Estas enzimas son
producidas principalmente en el estémago, pancreas e incluso en las paredes celulares del
intestino. Las enzimas mas importantes son las que participan en el intestino siendo las
proteasas que son secretadas por el pancreas en forma de zimdgenos y son activadas en el
lumen del intestino mediante la enteroquinasa (enzima secretada por la pared intestinal).
Las lipasas son importantes también en la digestion intestinal, ésta es secretada por el
pancreas y activada por las sales biliares. Son de gran importancia ya que la digestion de
estos lipidos es la principal fuente de energia. Otra enzima que participa en la digestién
dentro del intestino son las amilasas, que son las encargadas de digerir algunos
carbohidratos, sin embargo, en peces carnivoros no estdn tan activas como en los
herbivoros. Pero se puede encontrar actividad tipo amilasa en peces carnivoros y tiene

origen pancreatico (Galaviz et al., 2015, Cérdova-Montejo et al., 2020).

2. Antecedentes

Distintas industrias destinadas a la produccién de alimento para la poblacién humana,
buscan minimizar costos con alternativas que satisfagan las necesidades de los organismos.
Dentro del campo de la acuicultura, mediante experimentos empiricos se ha logrado reducir

el porcentaje de proteina animal.

Sanz (2009) menciona que en trucha arcoiris se ha remplazado el 100% de proteina animal

por proteina vegetal y en la lobina Europea se ha logrado remplazar hasta el 95%.

Zhan et al. (2019) evalué el efecto del reemplazo de harina de pescado por CPS en juveniles

de anguilas arroceras (Monopterus albus) observando que al ir incrementando los niveles
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de CPS en las dietas de esta especie se encontraron factores favorables como la reduccién
de lipidos séricos (Triglicéridos, colesterol), crecimiento de musculo esquelético y un
aumento en la enzima antioxidante catalasa. Encontrando mediante un analisis de modelo

de linea discontinua (Broken line) que el nivel 6ptimo de CPS fue del 26%.

Murray et al. (2010) realizaron un experimento que consistié en evaluar mediante analisis
morfo métrico e histoldgico (contenido intestinal) el uso de una dieta micro encapsulada
producida por gelificacion interna que contenia lecitina de soya, harina de calamar,
levadura, harina y aceite de arenque, mezcla de aceite marino, vitaminas y minerales,
buscando determinar la posibilidad de remplazar parcialmente el alimento vivo (Artemia)
en larvas de halibut del Atlantico (Hippoglossus hippoglossus L.). En este experimento,
larvas con edad de 20 y 32 dias fueron alimentadas con Artemia y dietas comerciales
(Gemma micro, Skretting, Bayside, NB, Canada), de su grupo control posteriormente se
transfirieron por ultimo larvas con 43 dias de edad alimentadas a base de su dieta elaborada
por gelificacién interna. Las larvas de halibut mostraron en sus primeros 10 dias de
alimentacion un intestino lleno al solo alimentarse con micro dieta; esto ocurrié cuando la
dieta se introdujo a los 20 6 32 dias después de la primera alimentacidn, las larvas
transferidas a los 43 dias no consumieron bien la microdieta, probado por la presencia de
solo un 30 % de intestino lleno. La micro dieta no cumplié con aspectos nutricionales
adecuados ya que en larvas de halibut se ven afectados por aspectos cruciales como,
desarrollo y migracion ojo, desarrollo esquelético y pigmentacion, que son aspectos

cruciales en el crecimiento.

Curnow et al. (2006) hacen énfasis en la incorporacién de microdietas por co-alimentacion
cuando las larvas de barramundi (Lates calcarifer) logran una longitud de 5 mm teniendo
un destete mas eficiente, mejorando el crecimiento hasta un 30 % y reduciéndose la

mortalidad en el proceso (5 % al 1%).

Es por ello, que distintos estudios entre los que se encuentran bacterias potenciales como
probidticos, las cuales, ayudan a la mejora del agua, resistencia contra patégenos y/o el
crecimiento de peces cultivados, ademas de ayudar a la disminucién o eliminacién del uso

de antibidticos en acuacultura (Apun ,2007; Vine et al., 2006).
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Apun (2007) menciona que el suministro de bacterias potenciales como probidticos (Bacilos
y lactococos) en el cultivo de tilapia ya sea adicionada en el alimento o en el agua mejora la
supervivenciay el crecimiento de los organismos, aunque del total de cepas aisladas en este
estudio solo se encontraron 7 cepas con potencial probidtico, entre los cuales lactococos

predomina al ser un promotor de mayor ganancia de peso en los organismos.

Una de las caracteristicas que favorecen el uso de levaduras marinas para la formulacion de
dietas en peces, es su grado de colonizacidn que se logra en el tracto digestivo. Algunos
estudios como Péres et al. (1997) menciona que el uso de espermina en la dieta de larvas
de lubina (Dicentrarchus labrax) indujo a una mejor maduracién de las células epiteliales
del intestino, asi como la presencia enzimatica comparada con su dieta control (alimento
vivo). Pero el uso de levaduras (D. hansenii, S. cerevisiae, Rhodotorula rubra y Rhodotorula
glutinis) como probidticos en dietas para el destete de larvas de peces, se ha sugerido, que
su adiccion al cultivo sea en su forma natural para que llegue a colonizar, sintetizar y
secretar las poliaminas. Tovar y colaboradores (2008) resaltan distintos estudios en donde
especies como (D. labrax, O. mykiss, M. rosacea), tienen efectos positivos al incorporar
levaduras marinas ( D. hansenii, S. cerevisiae) en dieta microparticulada comparando el
potencial de adhesién en el mucus intestinal de los organismos y la maduracion de su
sistema digestivo, D. hansenii predomind y es caracteristica ademads por estimular el
sistema inmune, crecimiento, supervivencia y calidad larvaria en los organismos (Tovar et

al., 2002,2004; Waché et al., 2006;Linares-Aranda, 2007).

El estudio por esta levadura marina tomo mayor interés al compararla con S. cerevisiae, en
donde D. hansenii induce una sobreexpresidon de enzimas y produccidon de metabolitos, es

por ello, que la hace fisiolégicamente mas interesante (Ochoa y Vazquez, 2004).

Al incorporar D. hansenii al 1% en dietas para la lubina Europea (equivalente a 1.0 x10° UFC
g! de alimento), se observa un grado de colonizacién equivalente a 9.6 x10* UFC
recuperados. Con esta concentracién de levaduras, se logré obtener una mayor actividad
enzimatica asociada al del borde de cepillo y a su vez, la maduracién del tracto digestivo de

esta especie (Ochoa y Vazquez, 2004).
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Guzman (2008) evalud la inclusion de D. hansenii en su forma silvestre e inhibida en su
actividad Ornitin descarboxilasa (ODC) sobre el desarrollo del sistema digestivo de larvas de
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). En donde se presentd un aumento en su
actividad enzimatica digestiva y en la supervivencia, esto influenciado por el aporte de las
poliaminas secretadas por la levadura en su forma silvestre. Y a pesar de inhibir a la enzima
ODC no se alter6 el crecimiento ni la produccién de las poliaminas de D. hansenii

incorporadas a las dietas para la cabrilla arenera.

En otro estudio Reyes y colaboradores (2008) administran la cepa D. hansenii (1.1%) en
dietas para cabrilla sardinera (Mycteroperca rosdcea) en el cual someten a estrés siendo
retada ante patégenos como (A. ocellatum y A. hydrophila). La inclusidn de esta levadura
refuerza el sistema inmune de los peces, una vez adherida en el intestino de la cabrilla
sardinera. Esta capacidad de adhesion se puede deber a que esta levadura forma parte de
la microbiota de otros teledsteos en su medio silvestre. Por todo lo anterior, el objetivo del
presente estudio es evaluar la eficiencia alimenticia en larvicultura de Totoaba macdonaldi
mediante la inclusion de dietas con proteina de soya enriquecidas con levadura marina (D.

hansenii).
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3. Justificacion

Debido a que, en el cultivo de peces marinos, el mayor insumo de esta actividad es el uso
de la harina de pescado como fuente principal de proteina, por lo que, los costos de
produccién afectan a la industria acuicola, ya que se requiere de estos ingredientes para la
obtencién de organismos con proteina de buena calidad. Es por esto la necesidad de buscar
nuevas alternativas que puedan disminuir el uso de harina de pescado. Una opcién viable
es el uso de concentrado de proteina de soya (CPS) en dietas suplementadas con bacterias
benéficas, que ayuden al desdoblamiento y aprovechamiento de este ingrediente por peces
carnivoros marinos como una alternativa nutricional. Nuestro grupo de investigacion en
nutricién acuicola ha venido realizando estudios con proteina de soya en peces carnivoros,
sin embargo, existen escasas investigaciones acerca del uso de bacterias probidticas como
auxiliares en la posible digestibilidad de nutrientes y sobre todo en peces carnivoros en
etapa larvaria, es por ello, que en el presente trabajo se evalué el uso de la levadura marina,
Debaryomyces hansenii como probidtico con y como coadyuvante en el aprovechamiento
de la proteina de soya en dietas y su uso en la maduracidn de tracto digestivo de larvas y

juveniles de totoaba.

4. Hipotesis

La incorporacion de la levadura marina, Debaryomyces hansenii (CBS 8339) en dieta
microparticulada con sustitucion parcial de la harina de pescado por Concentrado de
Proteina de Soya durante la etapa larvaria de Totoaba macdonaldi, tendrd un efecto

positivo en el desarrollo y sobrevivencia en larvas y juveniles.
5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar el uso de levadura marina Debaryomyces hansenii (CBS 8339) como coadyuvante

en el aprovechamiento de la proteina de soya en dietas para larval-juvenil de Totoaba

5.2 Objetivos particulares
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Determinar la respuesta en supervivencia, crecimiento y eficiencias alimenticias de
larvas de totoaba cultivados con alimentos formulados con diferentes niveles de
proteina de soya en sustitucién parcial de la harina de pescado y adicionadas con

levadura marina, Debaryomyces hansenii, como probidticos a nivel de laboratorio.

Evaluar la actividad de enzimas digestivas como tripsina, quimotripsina y leucina
amonipeptidasa en larvas de totoaba al ser alimentados con dietas formuladas con
diferentes niveles proteina de soya en sustitucidon parcial de la harina de pescado y

adicionadas con levadura marina, Debaryomyces hansenii, como probidticos.
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6. Material y Métodos
6.1 Formulacidon de dietas experimentales

Las dietas fueron formuladas y elaboradas con diferentes niveles de concentrado de
proteina de soya (CPS) y levadura D. hansenii, (Tovar et al., 2002) en el Laboratorio de
Nutricidon Acuicola del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C (CIBNOR). Se
disefaron nueve dietas (Tabla 1y 2) con diferente inclusién de CPS y levadura (L). (HP100-
L0%(D1), HP100-L1%(D2), HP100-L2%(D3), CPS10%-L0%(D4), CPS10%-L1%(D5), CPS10%-
L2%(D6), CPS20%-L0%(D7), CPS20-L1%(D8), CPS20%-L2%(D9)) por lo que se disminuyd la
inclusion de harina de pescado en dichos tratamientos. Las nueve dietas fueron iso-
proteicas (55%) e iso-lipidicas (13%), logrando una sustitucion parcial de proteina derivada

de la harina de pescado.

Los ingredientes se homogenizaron en una mezcladora Marca HOBART (modelo 2000) con
capacidad de 1kg, se obtuvieron pellets y se colocaron en una estufa de conveccién a 60°C,
por 24 horas hasta tener una humedad de <5%. Terminado la elaboracién de las dietas se
almacenaron en bolsas de plastico herméticas a una temperatura de -20°C hasta su uso

(Figura 2).

Figura 2. Elaboracién de dietas. (A) Homogenizacion de ingredientes (B) secado de pellets
(C) almacenado de la dieta.
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Tablal .Composicién de dietas experimentales.

INGREDIENTE D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9

H. pescado 76.30 75.85 75.50 68.40 67.90 67.40 60.30 59.80 59.40
CPS 0.00 0.00 0.00 9.23 9.23 9.23 18.48 18.48 18.48
Almidén 11.65 10.65 9.65 10.05 8.60 7.65 7.58 6.62 5.67
H. maiz 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
Aceite de 1.10 1.20 1.20 1.37 1.97 2.07 2.69 2.80 2.80
pescado

Mez. minerales 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Mix. Vit. 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Clorurode colina  0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Vitamina C 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina E 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Triptéfano 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Taurina 0.30 0.40 0.50 0.30 0.40 0.50 0.30 0.40 0.50
Lisina 0.70 0.85 1.00 0.70 0.85 1.00 0.70 0.85 1.00
Metionina 0.30 0.40 0.50 0.30 0.40 0.50 0.30 0.40 0.50
Levadura 0.00 1.00 2.00 0.00 1.00 2.00 0.00 1.00 2.00

Tabla 2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de levadura correspondiente para cada

dieta.

DIETAS UFC
D1 0
D4 0
D7 0
D2 4.8X10°
D5 5.6X10°
D8 4.4X10°
D3 7.2X10°
D6 7.2X10°
D9 7.5X10°

6.2 Distribucion de organismos en laboratorio

Los organismos utilizados para este experimento se obtuvieron de la Unidad de

Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad
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Autonoma de Baja California, México. Se realizé una biometria inicial para obtener datos de
longitud (cm) y peso (mg) de los organismos en estudio. Los peces fueron transferidos a las
instalaciones experimentales las cuales consistian en un sistema de recirculacién termo
regulado equipado con 24 tanques de fibra de vidrio de 75 L de capacidad. Durante el
ensayo, la temperatura se mantuvo a 24 +1°C para totoaba y el fotoperiodo fue programado
a 12:12 h (luz: oscuridad). La concentracién promedio de la salinidad fue de 34%o vy el
oxigeno mantenido arriba de 6 mg I'* durante todo el experimento.

Previo al comienzo del experimento, los peces fueron aclimatados en las instalaciones y a
la dieta control por un periodo de una semana, alimentandose de acuerdo al protocolo de
alimentacion para larvas de totoaba (Galaviz et al.,, 2015). Al finalizar la aclimatacion
durante una semana se mantuvieron con rotifero, un lote de larvas fue seleccionado al azar
y asignados a sus respectivos tanques a una densidad de 120 peces/tanque con un peso
inicial de 0.0065gr. Cada alimento experimental fue asignado al azar en tres diferentes
tanques (triplicados), la alimentacion fue a aparente saciedad tres veces al dia (09:00, 14:00
y 19:00 h) durante todo el experimento.

Al final del estudio experimental se midieron y se pesaron de manera individual las larvas
de T. macdonaldi de cada tratamiento para determinar longitud y peso. 30 larvas de cada
tratamiento al dia después de eclosion DDE 30 y 40 fueron lavadas con agua destilada y
congeladas en hielo seco para después ser almacenadas a -70 °C hasta su posterior analisis.

6.3 Preparacion de extracto enzimatico

Para la extraccién de enzimas digestivas, el cuerpo entero de las larvas o sistema digestivo
fue utilizado, segin el tamafo de la larva. Posteriormente las muestras fueron
homogenizadas con disolucién de HCI-Tris 50 mM + CaCl; 25 mM a pH 7.5 en una proporcion
1:5 (p/v) se utilizé un homogenizador con pistilo. A continuacion, los homogenizados fueron
centrifugados a 15 000 x g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante (extracto enzimatico) fue
distribuido en alicuotas de 100 puL y almacenadas a -70 °C hasta su posterior analisis. La
actividad enzimatica fue evaluada una semana después de la preparacidn de los extractos.

6.4 Cuantificacion de la proteina soluble
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Se utilizé un estandar de albumina sérica bovina (BSA 2 mg mL-1) para determinar la
concentracion de proteina de acuerdo con el método de Bradford (1976), con algunas
modificaciones para llevar la reacciéon a microplaca (microensayo). En una microplaca de
fondo plano se adicionaron en cada pozo 10 pL del extracto enzimatico y 200 uL del reactivo
Bradford 1X (Bio-rad). La microplaca fue mezclada e incubada a temperatura ambiente por
cinco minutos. La absorbancia fue medida a una longitud de onda de 595 nm con un
espectrofotémetro Multiskan GO (Thermo Scientific).

6.5 Cuantificacion de la actividad enzimatica digestiva
La actividad de tripsina, quimotripsina y leucina aminopeptidasa de los extractos larvarios
se determind usando como sustrato BAPNA (Na-Benzoil-DL-Arginina-P-Nitroanilida) 1 mM
(Erlanger et al., 1961), SAPNA (N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe- P- Nitroanilida) 1 mM (DelMar
et al., 1979), y L-leucin-P-nitroanilida 1.2 mM (Apple 1974), respectivamente. Para
determinar la actividad enzimatica los métodos fueron modificados (microensayo). En una
microplaca de fondo plano se adicionaron en cada pozo 20 uL del extracto enzimatico y 230
uL de la disolucion de sustrato. La microplaca fue mezclada e incubada a 37 °C por 30 min.
Posteriormente la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 410 nm para tripsina,
guimotripsina y 405 nm para leucina en un espectrofotémetro Multiskan GO (Thermo
Scientific).

6.6 Unidades de actividad enzimatica
Una unidad de actividad (U) fue definida como la cantidad de enzima capaz de liberar 1
pmol de p-nitroanilida (pNA) por minuto bajo las condiciones del ensayo. Es importante
mencionar que el coeficiente de extincién (CEM) de cada sustrato fue ajustado a las
condiciones del ensayo. La actividad fue expresada en mU mL™, para esto se empleara la
siguiente ecuacién.

ABS corregida x 0.250 mL x FD
Actividad (IU mL?) =

CEM x Tiempo (min) x 0.020 mL

Dénde:

ABS corregida = Absorbancia de la muestra — Absorbancia del blanco
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FD = factor de dilucién

0.250 mL = volumen de total de reaccion

0.020 mL = volumen de la muestra

CEM = coeficiente de extincidn ajustado a microplaca (quimotripsina: 6.48; tripsina: 6.95;
leucina: 7.87).

6.7 Analisis quimicos proximales
6.7.2.1 Preparacion de las muestras

En este proceso se realizé una trituracion de cada una de las nueve dietas formuladas para
determinar el contenido quimico proximal de las distintas microdietas para este
experimento. Los andlisis se realizaron por triplicado para cada una de las dietas.

6.7.2.2 Proteinas totales
El contenido de proteina total en las diferentes dietas se calculé por medio del contenido
total de nitrégeno por el método de Kjeldahl, aplicando el factor de 6.25. Este proceso
consiste en tres etapas
Digestion: Se afiadi6 0.05g de sulfato cuprico (CuSQa), 1.5 g de potasio sulfato (K2S04) ,0.05g
de muestra (microdietas) y 3 ml de acido sulfurico (H2SOa4) en un matraz microKjedhal. Se
realizaron dos estandares con 0.025 g de grenetina. Posteriormente se colocaron en un
microdigestor en donde la tonalidad inicia oscura casi negra el cual le falta mucho por
digerir, el progreso cambio de café a color vino hasta culminar con una tonalidad azul
turquesa indicando una digestion total de la muestra, como se muestra en la Figura 3. El
digerido final (sulfato de amonio) se aforo a 25 ml y se reservéd para su posterior proceso
(destilacion).
Destilacion: se vertio en un vaso de precipitado (vpp) de 100 ml se le afiadié 15 ml de acido
bérico (H3BOs al 3 %) y 5 gotas de indicador Shiro Tashiro. Este vpp se colocé previamente
en la base de vidrio del destilador hasta que el tubo tocara el fondo del vaso una vez este
proceso se agregd en la cdmara del destilador 5 ml de la muestra y 10 ml de hidréxido de
sodio (NaOH 40%) se agrego un poco de agua destilada se cerraron las llaves para no perder
la muestra y se encendié el destilador. Una vez que la solucién es obtenida (anién borato)

el vpp se retird de la base de vidrio se apagd el equipo y se abrieron las valvulas del
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destilador para sacar la muestra del cdmara asi mismo se realizé un enjuague antes de
continuar destilando las demas muestras.
Titulacion: Se titulé la solucién anterior con acido clorhidrico HCI hasta obtener el gasto de

este reactivo. Posteriormente se calculd el contenido de nitrégeno con la siguiente féormula.

%Nitrégeno: =SE ((ml problema- ml de blanco) x N x 0.014 X 100) / gr de muestra

N= Normalidad del acido de valoracion, V= Volumen de acido consumido, 0.014=
miliequivalentes del nitrégeno.

El contenido de proteinas se determinar utilizando el factor proteinico (6.25)

% Proteinas = % Nitrégeno x 6.

Figura 3: Proceso para proteinas totales: (A) reactivos y dieta triturada, (B) matraces
microkjeldahl en su proceso de digestién, (C) digerido aforado y envasado a 25 ml y (D)
destilador Kjeldahl.

6.7.2.3 Lipidos totales
Preparacion de muestras
Para determinaciéon de lipidos totales se empleé el método modificado de Folch et al.
(1957). Se utilizaron tubos de ensayo de 15 ml previamente etiquetados colocando 0.1gr de
muestra de las dietas a analizar y un estandar con 0.025 gr de Tripalmitin. Se anadieron 200
pl de agua destilada a cada tubo, se agitaron con ayuda de un Vortex por 30 seg
posteriormente se le afiadiéo 6ml de mix Diclorometano Metanol (D.M.M) proporcion (2:1)
y se volvié a homogenizar por 3 minutos cada uno de los tubos previamente con este Mix.

Se dejd reposar por 2 horas para su posterior proceso.
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Figura 4: Preparacion de muestras: (E) T. ensayo con microdietas y Mix D.M.M (G) para su
homogenizacion (F).
Filtrado y separacion de fases

Se realizd un filtrado con ayuda de jeringas y filtros Whatmann No. 4. Como se muestra en
la Figura 5, Vertiendo en tubos limpios la solucién y se afiadié 1.5 ml de cloruro de potasio
(KCl 1.7%) dejando reposar aproximadamente por 3 horas hasta obtener una separacién de
dos fases. Una vez identificadas y separadas las fases se obtuvo la fase inferior vertiendo
2ml de la solucién en los viales. Estos se colocaron en un Thermoblock por 30 minutos a una
temperatura (60°C) aproximadamente hasta evaporarse el solvente después se colocaron

en un desecador para su posterior pesaje de cada uno de ellos.

Figura 5: Proceso de filtrado y separacion de fases. (H) Filtrado del solvente, (I) Separacién
de fases, (J) Evaporaciéon de muestras en Thermoblock y (K) muestras evaporadas.

El contenido de lipidos totales se calculd con la siguiente formula:

%Lipidos:(Peso extracto lipidico/ peso de la muestra) x 100.

6.7.2.4 Humedad y Cenizas
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La humedad y cenizas se determinaron de acuerdo a las especificaciones de la AOAC (2000).
Se utilizaron capsulas de porcelana (crisoles) y se registré el peso de cada uno de los crisoles.
Se colocd 0.25 gr de muestras en cada crisol con sus respectivas dietas. La humedad se
estimo por secado en una estufa a 105°C por 6 horas posteriormente se colocaron en un
desecador para ir registrando el peso de cada crisol y la ceniza por calcinacién en una mufla
a 550°C.

El porcentaje de humedad y cenizas se calcularon con las siguientes férmulas:

%Humedad= 100-(Muestra seca / Peso muestra inicial) x 100

%Cenizas= (Peso del residuo/ Peso de la muestra) x 100

6.7.2.5 Almidon
El almiddn se analizd en las dietas experimentales por medio del método de Thivend et al.
(1972), sometiendo 0.05 g de muestra y 25 ml agua destilada a alta presién y temperatura,
en un esterilizador MARKET FORGE (STME-E). Posterior a la digestién enzimatica con
Amiloglucosidasa de Aspergillus niger (SIGMA-ALDRICH) durante 2 horas, se determiné el
contenido de glucosa de la muestra, siguiendo las especificaciones del kit de glucosa (Liquid
Glucose Oxidase, POINTE SCIENTEFIC) y leyendo con absorbancia a 500 nm en un Multiskan
GO, Thermo Scientific.
6.8 Analisis de Aminoacidos (AAs)

Se tomaron 100 mg de las muestras previamente desgrasadas y secas. Estas fueron
hidrolizadas hasta AAs con 5 ml de una mezcla de HCl 6N con 0.06% de fenol en viales de
vidrio de 25 mL. La hidrdlisis se llevd acabo incubando cada una de las muestras por 24 hrs
a 110 °C. Después del tiempo de hidrdlisis, las muestras se llevaron a un volumen final de
100 ml, posteriormente fueron filtradas con acrodiscos de 0.45 pum (P.N. 4426T) y colocando
un volumen final de 1.5 ml en un vial previamente limpio, calcinado. La derivatizacién se
realizé directamente en el HPLC Agilent (Mod. 1200 infinity series). De manera general, se
tomaron 2.5ul del buffer de fosfatos (Part Num. 5061-3339), seguido de 0.5ul de muestra
con relacion 1:1:1 de OPA:FMOC (Ortoftaldehido: Fluorenylmethyloxycarbonyl),
posteriormente fueron inyectadas en secuencia en el HPLC. Para la separacion de los AAS

se utilizé una columna C18 de fase reversa Zorbax eclipse AAA (4.5 X 150 mm 3.5um, P.N.
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963400-902), donde se empled un volumen de inyeccion de 5 L. Para la corrida, se utilizd
un gradiente de buffer de fosfato de sodio al 40mM (Sigma aldrich, cat num. 71500-250g) y
una mezcla de acetonitrilo al 45% Metanol 45% y agua grado HPLC 10%, a un flujo de
1mL/min. El sistema esta acoplado a un detector de fluorescencia (1260 FLD series, Agilent
technologies, USA) y un detector de DAD (1260 DAD-UV, Agilent technologies, USA),
mismos que estan configurados en dos longitudes de onda, 340/450 nm y 266/305 nm
excitacién/emision y para el DAD, 380nm (OPA) y 262nm (FMOC). La curva de calibracion
se realizo utilizando una solucion de AAs estandares (P.N. 061-3330) con concentraciones
de 50 a 350 pmol. Y como ultimo, estimé el drea bajo la curva con el programa “OpenLAB”
(Agilent Technologies 2000 copyright).
7. Analisis estadistico

La actividad especifica e individual de las enzimas digestivas en larvas, asi como distintos
indicadores bioldgicos fueron expresados como media y desviacion estandar (media D. E).
Todos los datos fueron analizados para su normalidad (Kolmogovol) y homocedasticos
(Levenne). Se realizaron pruebas de analisis de varianzas de dos vias (ANOVA), identificando
las diferencias con pruebas de comparaciones multiples de Tukey. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa STATISTICA Six Sigma. Todas las pruebas

estadisticas se realizaron con un nivel de significancia de a = 0.05.
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8. Resultados

8.1 Analisis quimico proximal

De acuerdo con los resultados obtenidos del analisis quimico proximal de las dietas

elaboradas para el destete de larvas de T. macdonaldi se puede observar en la Tabla 3 el

contenido proteico de las dietas experimentales que fue alrededor del 56.11 + 0.96%. Asi

mismo, las dietas fueron elaboradas con un nivel de lipidos de 13.76 + 0.36 %, almiddn del

7.2 £0.31 %, cenizas 11.85 + 0.91, humedad 6.28+0.25 % y ELN del 4.76 + 1.56.

Tabla 3. Analisis quimicos proximales de las dietas experimentales.

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
PROTEINAS  55.52 56,58  56.35 54,63 55.42 57.47 5521 56,76  57.08
LIPIDOS 13.21 1429  14.15 13.64 13.90 14.06 13.51 1343 13.67
ALMIDON 7.58 1.57 7.28 6.82 6.65 7.25 7.36 7.36 7.15
CENIZAS 12.88 12.88  12.79 11.89 11.68 12.11 10.98 11.18 10.31
HUMEDAD 6.39 6.30 5.98 6.29 6.74 6.04 6.37 6.48 5.97
ELN 443 2.38 3.44 6.74 5.60 3.08 6.58 4,78 5.83
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8.2 Perfil de aminoacidos de microdietas

En el presente estudio, se determind el perfil de aminoacidos de cada una de las dietas,

los cuales se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicidn total de aminodacidos de las dietas experimentales (mg g* de

materia seca).

DIETAS EXPERIMENTALES

Aminoéacidos D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
Aminoacidos esenciales

HIS 0.9 1.0 1.0 1.2 0.9 1.0 1.0 0.9 1.0
ARG 5.4 5.4 5.6 5.0 53 5.6 5.4 53 5.8
THR 2.6 2.7 2.6 2.3 2.6 2.6 2.5 2.6 2.5
VAL 2.6 2.7 2.6 2.5 2.6 2.7 2.6 2.7 2.6
MET 2.6 2.6 2.6 2.3 2.4 2.5 2.5 2.4 2.5
LYS 1.7 1.7 1.8 4.0 2.0 2.3 2.0 2.2 2.2
ILE 2.2 2.3 2.2 2.2 2.3 2.3 2.2 2.3 2.2
LEU 4.4 4.5 4.4 4.4 4.5 4.7 4.5 4.5 4.5
PHE 2.4 2.4 2.4 2.4 2.5 2.6 2.5 2.6 2.5
subtotal 25.0 25.3 25.3 26.3 25.0 26.4 25.2 25.6 25.8
Aminoacidos no esenciales

ASP 3.8 4.0 3.8 3.7 4.0 3.9 3.8 4.3 3.8
SER 3.3 3.3 3.3 3.2 3.3 3.4 3.4 3.4 3.5
GLU 8.9 9.1 8.8 8.7 9.2 9.2 9.1 9.8 9.1
GLY 6.8 7.0 7.3 5.8 6.4 6.8 6.3 6.1 7.1
ALA 4.6 4.7 4.6 4.0 4.4 4.5 4.2 4.3 4.4
PRO ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CYS 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
TYR 2.1 2.1 2.0 1.9 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
subtotal 29.4 30.1 29.9 27.2 29.2 29.8 28.7 29.8 29.9
otros

TAU 1.1 1.1 1.2 1.1 1.2 1.3 1.3 1.3 1.4
Total 55.5 56.6 56.4 54.6 55.4 57.5 55.2 56.8 57.1
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8.3 Parametros de crecimiento determinados para el destete de larvas de T.

macdonaldi a base de microdietas elaboradas a base de CPS y Levadura.

Los indices bioldgicos del presente estudio se muestran en la Tabla 5. Diferencias
significativas fueron observada tanto por el nivel de CPS (P <0.01), nivel de levadura (P
<0.01) y la interaccidon de ambos factores (P <0.01) entre las dietas experimentales en PF,
GP, PGP, LF, GL y TCE. Asi mismo, diferencias significativas fueron observadas en el % SP
debido al nivel de % de levadura en la dieta (P <0.05) pero no por el factor CPS (P>0.05) ni

por la interaccién de estos dos factores (P>0.05).



Tabla 5. Valores promedio (xdesviacidén estandar) de los parametros de crecimiento e indices productivos de larvas de Totoaba macdonaldi para evaluar el uso de levadura como coadyuvante en el aprovechamiento

del CPS en dietas con diferentes porcentajes de levadura y CPS.

ANOVA DE DOS VIAS

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 CPS X L
PF 0.24:0.1°" 0.25:0.00°"° 0.35:0.01°"° 0.28:0.00"° 0.29£0.02™° 0.34:0.02"° 0.30£0.02"° 0.34:0.03™° 0.34:0.03™° <0.01 <0.01 <0.01
GP 0.23+0.01 0.25:0.00 0.34:0.01 0.28+0.00 0.2940.02 0.33:0.02 0.29+0.02 0.33:0.03 0.33£0.03 <0.01 <0.01 <0.01

PGP (%) 3723.71+182.67 3989.93+22.25 5452.28+185.74 1478.11+13829  4612.87+335.27  5308.13+314.78 1659.58+326.38  5313.03+487.95  5346.97+468.41 <0.01 <0.01 <0.01
LF 29+0.07 3040.14 3340.36 33+1.45 3240.74 34+1.53 3241.12 3340.78 340.24 <0.01 <0.05 <0.01
GL 2110 2240 2540.57 251 2431 25+1.52 2451 2540.57 2610 <0.01 <0.01 <0.01

SP (%) 69.39 +9.05° 79.74+19.39° 74.5625.43>" 36.7846.35° 88.21+9.05° 73.85422.76°" 55.45:18.93° 59.19+6.47° 51.72413.87° >0.05 >0.05 <0.05

TCE (%) 16.43:0.22"° 16.75:0.02%° 18.17:0.15™° 17.27:0.14™ 17.40:0.33™" 18.04:0.26™ 17.45:0.32"° 18.04:0.41*° 18.07:0.39™° <0.01 <0.01 <0.01

Nota: Las diferencias entre los grupos (DIETAS) en GP, PGP, LF, GL, tuvieron los mismos indices (B, b., B, a., A, b., A, a). Los valores P en rojo muestras diferencias significativas y en negro no se encontraron diferencias
significativas. Indices bioldgicos: Peso promedio final (PF), Ganancia en peso (GP), Porcentaje de ganancia en peso (PGP %), Longitud final (LF), Ganancia en milimetros (GL), Supervivencia (SP %) y Tasa decrecimiento

especifico (TCE %)



Los mejores pesos finales (PF) fueron observados en las dietas que contenian 10y 20 % de
CPS D9 (0.34+0.03), presentando diferencias significativas (P<0.01) con respecto a D1
(0.24+0.1) que contenian HP100 y sin importar el nivel de levadura. Con respecto al factor
levadura los mejores PF fueron observados en las dietas D3 (0.35+0.01) que contenian 2 %

de levadura con respecto al resto de las dietas.

La mayor ganancia en peso GP se presentd en las dietas D9 (0.33+0.03) que contenian 10y
20 % de CPS, presentando diferencias significativas (P<0.01) con respecto a D1 (0.23+ 0.01).
Respecto al factor levadura la mayor GP se presentd en las dietas D3 (0.3410.01) que

contenian 2 % de levadura con respecto al resto de las dietas.

El porcentaje de ganancia en peso PGP % presentd mejores resultados en los organismos
gue se alimentaron con las dietas D9 (5,346.974468.41 %) que contenian 10 y 20 % de CPS,
respectivamente, presentando diferencias significativas (P<0.05) con respecto a D1
(3,723.71+£182.67 %) que contenian HP100 y sin importar el nivel de levadura. Con respecto
al factor levadura los mayores PGP se observaron en las dietas D9 (5,346.97+468.41 %) que
contenian 2% de levadura con respecto al resto de las dietas que contenian 1y 0 % de

lavadura.

Los mejores crecimientos en longitud final (LF) fueron observados también en las dietas que
contenian 10 y 20 % CPS D9 (34+40.24) presentando diferencias significativas (P<0.01) con
respecto a D1 (29+0.07) que contenian HP100 y sin importar el nivel de levadura. Respectd
al factor levadura los mejores crecimientos en LF se observaron en las dietas D9 (34+0.24),
mientras que los menores crecimientos se presentaron en las D1 (2940.07) que contenian

0y 1% de levadura en las dietas.

Las mejores ganancias en milimetros (GL) fueron observados en las dietas que contenian 10
y 20 % de CPS D9 (26+0) presentando diferencias significativas (P<0.01) con respecto a D1
(21+0) que contenian HP100 y sin importar el nivel de levadura. Con respecto al factor
levadura las mejores GL se observaron en las dietas D9 (26+0) que contenian 2 % de

levadura con respecto al resto de las dietas que contenian 0y 1 % de levadura D1 (21+0).



Para la supervivencia (SP %) no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en las dietas
con 10y 20 % de CPS, pero si para el factor levadura (P<0.05) en donde los mayores SP %
se observaron en las dietas que contenian 1y 2 % D5 (88.21+9.05) de levadura presentando
diferencias significativas (P<0.05) con respecto a las dietas D4 (36.78+6.35) que contenian

0 % de levadura.

Los mejores rendimientos (TCE %) fueron observados en las dietas que contenian 10y 20 %
de CPS D9 (18.07+0.39) presentando diferencias significativas (P<0.05) con respecto a D1
(16.43+0.22) que contenian HP 100 % y sin importar el nivel de levadura. Con respecto al
factor levadura los mejores rendimientos se observaron en las dietas D3 (18.17+0.15) que

contenian 2 % de levadura con respecto al resto de las dietas D1 (16.43+0.22).
8.4 Determinacion de actividad enzimatica para larvas de totoaba

Los niveles de actividad enzimatica Quimotripsina para el dia 30 DDE que se muestran en la
Tabla 6 no mostraron diferencias significativas ni por el factor CPS y levadura ni por la
interaccion de ambos (P>0.05). Sin embargo, la actividad tipo tripsina mostro diferencias
significativas (P<0.05) por el factor levadura, pero no con CPS y la interaccién de ambos. En
donde la actividad mas alta fue observada en las dietas D4 (0.39+0.06) presentando
diferencias significativas con respecto a D3 (0.19+0.00) que contenian 2 % de levadura. La
actividad enzimatica LA fue influenciada solo por la interaccién de estos dos factores

(P<0.01) como se observa en la Tabla 6.

Para el dia 40 DDE la actividad enzimatica Quimotripsina como se observa en la Tabla 7
presentd diferencias significativas tanto por el CPS y la interaccién de ambos (P<0.05) pero
no por la levadura (P>0.05) en donde la actividad mds alta fue observada en las dietas con
10 y 20 % de CPS D8 (3.03+0.87) presentando diferencias significativas (P<0.05) con
respecto a las dietas que contenian 0 % de CPS D2 (0.80+0.36). Para Tripsina no se
observaron diferencias significativas (P>0.05) ni por el factor CPS, levadura y la interacciéon

de ambos.

Sin embargo, para la actividad enzimatica tipo LA se observaron diferencias significativas

por parte del factor CPSy la interaccién de ambos, pero no por la levadura (>0.05). En donde
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la actividad enzimatica mas alta fue observada en la dieta D8 (9.55+3.24) que contenian el
20 % de CPS presentando diferencias significativas (P<0.05) respecto a las dietas que

contenian 0y 10 % CPS mostrando los niveles mas bajos de LA D4 (1.46+1.08).
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Tabla 6. Valores promedios (+ desviacion estdndar) de la actividad enzimdtica digestiva al dia 30 DDE en larvas de Totoaba macdonaldi para evaluar el uso de levadura como coadyuvante en el aprovechamiento del

CPS en dietas con diferentes porcentajes de levadura y CPS.

ANOVA DOS VIAS
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 CPS X L
Quimotripsina 0.76+0.08 0.54+0.01 0.50+0.13 0.73+0.13 0.75+0.07 0.83+0.22 0.66+0.20 0.74+0.03 0.71+0.23 >0.05 >0.05 >0.!
Tripsina 0.30+0.14° 0.21+0.03*° 0.19+ 0.00° 0.39+0.06° 0.22+0.05* 0.21+0.02° 0.23+0.09° 0.29+0.02% P 0.20£0.01° >0.05 >0.05 <0.!
LA 0.79+0.24 0.43+0.07 0.30+0.04 0.47+0.12 0.44+0.11 0.57+0.20 0.36+0.12 0.49+0.11 0.34+0.06 >0.05 <0.01 >0.!

Nota: Actividad enzimatica (mU mg de proteina ') Quimotripsina, Tripsina y Leucina aminopeptidasa (LA). Los valore de P que se muestran en negro no presentaron diferencias significativas entre los grupos. Dia
Después de eclosion (DDE).

Tabla 7. Valores promedios (+desviacion estandar) de la actividad enzimatica digestiva al dia 40 DDE en larvas de Totoaba macdonaldi para evaluar el uso de levadura como coadyuvante en el aprovechamiento del
CPS en dietas con diferentes porcentajes de levadura y CPS.

ANOVA DOS VIAS
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 CPS X L
Quimotripsina 1.65+0.538 0.80+0.36° 2.85+0.65° 2.86+1.25A B 2+0.48A B 1.64+0.61~ 8 2.41+0.24A 3.03+0.874 2.41+0.28* <0.05 <0.01 >0.0¢
Tripsina 3.26%1.46 3.21+1.11 4.74%2.9 2.37+0.96 4.30+0.00 2.64+0.29 4.66%0.32 3.59+0.78 3.54+1.26 >0.05 >0.05 >0.0:¢
LA 2.82+0.878 2.59+0.598 4.21+2.798 1.46+1.088 3.85+1.208 6.4612.328 6.53+0.154 9.55%3.24A 5.05+1.65° <0.01 <0.05 >0.0:¢

Nota: Quimotripsina, Tripsina y Leucina aminopeptidasa (LA). Los valore de P que se muestran en rojo representan diferencias significativas entre los grupos. Dia Después de eclosion (DDE).



9. Discusion

En el cultivo de peces marinos de importancia comercial, la larvicultura es considerada uno
de los cuellos de botella, debido a las altas mortalidades que se presentan en dos periodos
gue son considerados critico de las diferentes especies de peces marinos en cultivos de
laboratorio. (Alarcén et al.,, 2002; Lazo, 2000). El primer periodo donde ocurre altas
mortalidades es al inicio de la alimentacidn exdgena, que es cuando la larva ha consumido
en su totalidad el saco vitelino y la gota de aceite; en este periodo la larva debié haber
abierto la boca y ano, asi como haber desarrollado los drganos esenciales para la digestion
de alimentos, por ejemplo: ojos, eséfago, intestino, pancreas, higado y vejiga natatoria
(Govoni et al., 1986). El segundo periodo critico donde ocurren altas mortalidades es en la
deshabituacién, mejor conocido como destete, que ocurre cuando la larva podria iniciar la
transicién de alimento vivo al formulado. En este periodo la larva desarrolla por completo
sus érganos que son considerados esenciales e importantes para la primera alimentacion
exodgena, sin embargo, otros cambios importantes que sufren las larvas para completar este
periodo, se basa principalmente en el desarrollo y formacion de un estémago funcional, es
decir, con glandulas gastricas desarrolladas capaces de secretar acido clorhidrico para que
se lleve a cabo la activacion de enzimas acidas como la pepsina. Cuando ocurre este
proceso, diversos autores mencionan que es el final de la etapa larvaria y es el inicio del

estadio juvenil de los peces (Curnow et al. 2006).

Durante la etapa larvaria también es donde se llevan a cabo los mayores costos de
produccién en un laboratorio de produccidn de larvas de peces marinos, ya que se debe de
contar con personal técnico calificado que pueda asegurar la produccion, disponibilidad y
calidad del alimento vivo en cada uno de los estadios de desarrollo de la larva y es en este
periodo donde el desarrollo de nuevas metodologias y protocolos de alimentacién debes

de llevarse a cabo (Koven et al., 2001).

El uso de dietas artificiales como las microdietas ha tomado un gran interés en la industria
de la larvicultura, debido a que pueden disminuir los costos de produccidn durante la etapa

larvaria, ya que reducirian la produccién de alimento vivo y por ende los gastos operativos



del cultivo y se ha demostrado en distintos estudios que el uso adecuado de microdietas se
pueden obtener mejores crecimientos y mayores porcentajes de supervivencia (Curnow et
al., 2006; Blair et al., 2003; Garcia, 2000; Kolkovsy, 2001; Muguet et al., 2011). Al realizar
estos procesos de co-alimentacién (alimento vivo-microdieta), la industria acuicola busca
reducir costos de produccidn, sin embargo, la mayoria de las microdietas utilizadas
actualmente en el mercado dependen de harina de pescado de alta calidad e ingredientes
sumamente caros, lo que ocasiona que el uso de microdietas por periodos largos en la
larvicultura aumente los costos de produccion, es por ello, que se deben de buscar
alternativas de desarrollo de nuevas microdietas que pueda utilizar proteina de origen
vegetal y aditivos que se reflejen en buen rendimiento en el crecimiento y sobrevivencia de

las larvas de peces sin afectar la salud (Gisbert et al., 2016; Zhan et al., 2019).

En el presente estudio se realizé un protocolo de destete por co-alimentacion utilizando a
la levadura marina Debaryomyces hansenii como suplemento en microdietas elaboradas
con concentrado de proteina de soya para el destete de larvas de totoaba. El uso de
levaduras como probiodticos han demostrado promover el crecimiento, sobrevivencia y
ayudan en la expresién genes de las principales enzimas digestivas que juegan un papel
importante en la etapa larvaria (Tovar et al.,, 2008), ya que podrian coadyuvar en el
aprovechamiento del CPS en la dieta, debido a que podria promover diversos procesos
fisioldgicos positivos como la maduracién temprana del sistema digestivo favoreciendo los
niveles de actividades enzimaticas y con ello crecimientos y supervivencias mayores (Tovar
et al., 2004; Guzman-Villanueva et al., 2007). Los porcentajes de supervivencia del presente
estudio mostraron diferencias significativas sin importar los niveles de CPS en las dietas
administradas a las larvas en cultivo. Los mejores porcentajes de sobrevivencia fueron
observados en los tratamientos que contenian 2% de D. hansenii, teniendo una tendencia
a incrementar el porcentaje de sobrevivencia conforme aumentaba el nivel de D. hansenii
en la dieta sin importar el nivel de CPS. Tovar et al. (2002), observaron en larvas de lobina
europea (D. labrax) que esta especie tiene mejores porcentajes de sobrevivencia cuando es
alimentada con dieta que contenia D. hansenii en lugar de S. cerevisiae y dieta control

comercial. Esto puede deberse a que existe una adhesidn y colonizacién de la levadura en
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el tracto digestivo de las larvas de totoaba, facilitando la maduracion del sistema digestivo,
por efecto de la liberacién continua de poliaminas. Hecho que debera ser comprobado en

futuras investigaciones pero que ha sido observado en otras especies.

Tovar et al. (2002) también observé el nivel de actividad enzimatica tipo tripsina a los dias
27 y 42 DDE obteniendo un incremento de manera similar con su dieta control y su dieta a
base de levadura, en el caso de las enzimas exopeptidasas mostraron una tendencia
progresiva y con ello, la disminucidn de enzimas citosélicas, indicando asi la maduracién de
la funcién de los enterocitos. En contexto, el uso de la levadura D. hansenii incrementa el
grado de interés en la larvicultura de peces gracias a la presencia de distintos factores como
la adhesién al mucus intestinal, el grado de adhesion y posterior colonizacion; ademas de
estimular el sistema inmune, crecimiento, supervivencia y calidad larvaria de peces marinos
en comparacion con S. cereviciae. Alvarez Gonzalez (2003), en su estudio con larvas de
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) observdé mejores crecimientos y mayores
porcentajes de sobrevivencia en larvas alimentadas con microdietas a base de harina de
hidrolizado proteico en lugar de microdietas a base de harina de sangre y microdieta de
harina de calamar. Esta diferencia pudo deberse a que la dieta de calamar contiene
proteinas que no han sido predigeridas como las contenidas en la microdieta de hidrolizado
proteico, lo cual dificulta el proceso de digestibilidad y, por lo tanto, requieren de mayor
gasto energético para ser digeridas en un tracto digestivo que apenas es recién formado y
no cuenta con las estructuras del sistema digestivo completamente formadas (Kolkovsi y
Tandler, 2000). Asi mismo, Cahu et al. (1999), observaron que la adicién moderada de
hidrolizados de proteina en las microdietas para larvas de peces, puede ayudar en la
aceleracién de la maduracién del tracto digestivo de algunas especies de larvas de peces
marinos, lo que podria ayudar a incrementar el crecimiento y sobrevivencia debido a que el
gasto energético utilizado en los procesos de digestidon de la microdieta podria disminuir y
utilizar la energia restante para un mejor crecimiento y por resultado, mejor sobrevivencia
(Zambonino-Infante et al., 1997). En el presente estudio, la adicidon de D. hansenii en las
microdietas contribuyo a que el alimento fuera digerido de una manera mas eficaz, ya que

se ha demostrado, que el uso de esta levadura estimula la maduracidn de tracto digestivo
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y aumenta la secrecion de amilasa, tripsina, y enzimas del borde de cepillo lo cual ayuda a
mejorar la digestidon de la microdieta, en relacion a las larvas alimentadas con microdietas

que contenian CPS sin probidtico..

En otro estudio Tovar et al. (2004) llevaron a cabo un experimento para conocer el efecto
de dos niveles de D. hansenii en la microdieta (1.1 y 5.7%) y una microdieta control sin
levadura en larvas de la lubina Europea, D. labrax y sus efectos sobre crecimiento,
sobrevivencia y desarrollo del sistema digestivo. Observaron que con el 1.1 % se obtienen
mejores crecimientos y mejores porcentajes de sobrevivencia en lugar de dietas que
contenian el 5.7% de D. hansenii y dieta control. Esto concuerda con nuestros resultados en
donde porcentajes con 1%y 2 % de levadura marina se obtuvieron mejores porcentajes de
supervivencia, asi como el porcentaje de TCE, lo cual llega a revelar el estado en crecimiento
en longitud y peso en dias. Esto puede atribuirse a que al incluir estas levaduras a las
microdietas para larvas de peces marinos, estas aportan moléculas de importancia
fisioldgica para los organismos como lo son en este caso las poliaminas, siendo consideradas
como factores de crecimientos naturales ya que estas moléculas participan como
modulares de diversas funciones bioldgicas, entre ellas, la proliferacion y diferenciacién
celular, estimulacion de la replicacion del ADN y con ello favorecen la sintesis de proteinas

(Ochoa y Vazquez, 2004; Tovar et al., 2004).

De acuerdo a la hipoétesis planteada en este trabajo. Se cumple, ya que nuestros resultados
muestran mejores supervivencias y crecimientos durante el desarrollo experimental de
larvas de totoaba, y con esto se comprueba que el uso levaduras marinas es una buena
opcién para la maduracién temprana del sistema digestivo. Resultados como un porcentaje
bajo en supervivencia o crecimiento puede deberse a que este tipo de alimento inerte no
cumpla con una buena digestibilidad o la escasa actividad enzimdatica en los primeros dias
de vida de las larvas, tiempo en el que aln no estan listas para su primer alimento exégeno.
Por ello, se hace énfasis en realizar protocolos de destete por co-alimentacion (Curnow et

al., 2006; Guzman, 2008; Murray et al., 2010).

Aunado a ello, la actividad enzimatica como se menciona anteriormente puede ser una

sefial que da fina al desarrollo larval y con ello el inicio del periodo juvenil, esto cuando las
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larvas dejan de depender de una digestién alcalina y empiezan el proceso de digestion
acida. Es por ello, que el aumento de ciertas enzimas al inicio de la etapa larval, durante la
primera alimentacion exdgena, refleja un alto nivel en enzimas citdsolicas (leucina-alanina
peptidasa, catepsina, tri y di peptidasa) que con el paso del tiempo estas deben ir
disminuyendo y asi alcanzar una fase de maduraciéon de la funcion digestiva de los
enterocitos. Progresivamente los niveles de enzimas localizadas en el borde del cepillo
deben aumentar (Moguel., 2015). Resultados observados por Péres et al. (1997) encontré
que con altos niveles de espermina las larvas de lubina (Dicentrarchus labrax) alcanzaron
la maduracion del intestino siendo similar con su dieta control que fue a base de alimento
vivo, y relaciona el aumento de la supervivencia por la maduracidon del intestino que
alcanzaron los organismos con este nivel de espermina comparado con los que tenian baja
inclusién de espermina. Resultados obtenidos en el presente estudio con larvas de totoaba
resaltan que con inclusiones de 20 % de CPS en la microdieta, los niveles de quimotripsina
al DDE 30 se ven afectados cuando la microdieta no es suplementada con levadura. Sin
embargo, al DDE 40 los niveles de quimotripsina y tripsina incrementaron, conforme el nivel
de CPS en las dietas. Presentando diferencias con respecto a las dietas a base de harina de
pescado. Sin embargo, al DDE 40 los niveles de actividad de leucina aminopeptidasa
presentaron una tendencia a incrementar conforme aumentd el nivel de levadura en la
dieta, lo que podria estar indicando la maduracion de los enterocitos como lo describen
distintos autores (Moguel., 2005; Péres et al., 1997; Tovar et al ., 2020) ,esto puede dar
inicio a que en consecuencia los cambios generados por las actividades enzimaticas las
cuales realizan funciones diversas como degradacidn terminal de las proteinas y con esto
un indicador el cual se consideran que las larvas han alcanzado el mismo nivel de

funcionalidad que en juveniles y adultos

Galaviz et al. (2015) describen actividades enzimaticas tipo proteasas las cuales van en
aumento conforme se desarrolla la larva de totoaba, existiendo cambios significativos en
ciertas enzimas cuando se dan los traslapes de cambios de alimento (rotifero-Artemia-
microdieta) observandose mayores niveles de actividades enzimaticas durante los dias 36 y

40 DDE. El tracto digestivo en las larvas de peces marinos no esta desarrollado al momento
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de la eclosidn y durante las primeras semanas de desarrollo sufrira cambios importantes a
nivel bioquimico y fisiolégico, por lo cual, los procesos digestivos, como el aumento de las
actividades enzimaticas, en especial las de tipo alcalina serdn importantes durante los
primeros dias de desarrollo e irdan en aumento conforme aumenta el grado de maduracién
del sistema digestivo (Dabrowski, 1986; Cahu y Zambonino Infante, 1994; Galaviz et al.,
2015). En el presente estudio, se observd que al DDE 30 los niveles de actividad de
quimotripsina incrementaban conforme aumentaba el nivel de CPS y levadura en la
microdieta, mientras que los niveles de tripsina disminuian en el mismo orden, a su vez, los
niveles de actividad de leucina aminopeptidasa tenia una tendencia a disminuir conforme
aumentaba el CPSy el % de levadura en la microdieta, sin embargo, al dia DDE 40, los niveles
de actividad enzimdatica cambiaron, observandose mayores niveles de actividad en leucina
aminopeptidasa conforme aumentada el nivel de CPS y % de levadura en la dieta, mientras
que los niveles de quimotripsina y tripsina tenian una tendencia inversa a lo observado al
DDE 30. El cambio de la digestidn citosélica a la digestion membranosa en los enterocitos
refleja el cambio de una digestion larvaria a un modo de digestion similar a los adultos de
la especie. Este fendmeno es comun en todos los vertebrados estudiados y constituye la

maduracion del intestino en los organismos (Henning, 1985).
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10. Conclusiones

e Elusode microdietas de origen proteico vegetal lograra reducir parcialmente
la inclusidn de harina de pescado en larvas de Totoaba macdonaldi.

e El uso de proteina vegetal como lo es el CPS logrd ser digestible en dietas
para larvas de totoaba, siempre y cuando se use la suplementacién de
levaduras.

e El uso de microdietas para el destete de larvas de totoaba mediante
protocolos de co-alimentacién logro mayores rendimientos.

e La presencia de D. hansenii logro la maduracién temprana del tracto
digestivo de larvas de totoaba.

e Llainclusidn de levadura niveles de 1y 2 % logré mejorar el crecimientos y
supervivencias, ademas, la maduracion temprana del tracto digestivo,
mejores niveles de actividad enzimatica de larvas de totoaba logrando llegar

al mismo nivel de funcionalidad que un juvenil.
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