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1 INTRODUCCION

Los colores son algo presente en la vida acuatica y sus diferentes manifestaciones
cumplen funciones de atraccion sexual, reconocimiento de especie y sistema defensivo,
por mencionar algunas.

Dentro de los agentes pigmentantes naturales, se reconoce a los derivados
tetrapirrolicos, benzonpiranos y carotenoides, siendo estos Ultimos quiza la fuente mas
importante de color y la més ocurrente en el reino animal, sin embargo, los organismos
heter6trofos no pueden sintetizarlos, pero los transforman en metabolitos activos para
cumplir funciones bioquimicas tales como proteccion de membranas, activacion de genes
0 pigmentacion.

Dentro del grupo de los carotenoides encontramos a las xantofilas (carotenoides
hidroxilados), las cuales son utilizadas por los organismos como agentes pigmentantes y
en menor grado como antioxidantes o precursores de vitamina A, siendo la astaxantina la
mas importante para los organismos acuaticos.

La actividad de pro vitamina A de carotenoides como la astaxantina es de indudable
importancia, puesto que los animales son incapaces de sintetizar vitamina A, la cual es
esencial para diversos procesos fisiolégicos como la vision, crecimiento, desarrollo
normal de los tejidos epidérmicos y mucosa, desarrollo de resistencia a enfermedades

bacterianas o fungicas y para la reproduccion; estos pigmentos tambien pueden afectar el



sistema endocrino influyendo asi en el desarrollo y maduracién gonadal, fertilizaciéon y
crecimiento particularmente en peces y crustaceos.

Como ya se ha explicado, a pesar de su importancia funcional y de la abundancia de
estos pigmentos en las diversas especies animales, estas no pueden sintetizarlos, por lo
que deben ser adquiridos a través de la dieta.

El poder antioxidante de los carotenos, proporciona una indicacién del uso
potencial de los mismos para aminorar el efecto dafiino de los radicales libres
ocasionados por contaminacion con hidrocarburos arométicos policiclicos como el diesel;
de ahi la necesidad de realizar evaluaciones de la inclusion de pigmentos en dietas para
peces de importancia comercial acuicola en México.

Los sistemas homeostaticos de los peces estan continuamente cambiando o son
estresados por las demandas normales del medio acuético. En la naturaleza los peces
pueden ser expuestos a niveles subletales de contaminantes ademas de fluctuaciones
infavorables de la temperatura, velocidad de las corrientes de agua, concentraciones de
oxigeno disuelto, disponibilidad de alimento y otras variables. Estos factores,
individualmente o juntos, pueden causar un considerable estrés sobre los sistemas
fisioldgicos de los peces.

Los indicadores bioldgicos fueron definidos originalmente como medidas de fluidos
corporales, células, tejidos u otras variables bioticas que indican la presencia y magnitud
de una respuesta ocasionada por un estresor. Por tal motivo son una herramienta Gtil para
evaluar o medir los efectos de diversos estresores en organismos como los peces. Los

primeros estudios de la toxicologia moderna se realizaron a principios de 1920



utilizandose diversos mamiferos como modelo de estudio para evaluar los efectos que
podrian producir algunas drogas, plaguicidas y aditivos en los alimentos para humanos.

Los estudios de toxicologia acuatica en peces, hasta la actualidad han usado como
modelo a peces pequefios de ornato y peces de climas templados, sin embargo, existen
muy pocos estudios en peces tropicales.

En México existe una gran diversidad de peces tropicales, dentro de esta variedad
se encuentra la mojarra tilapia (Oreochromis niloticus), la cual representa un excelente
modelo para estudios toxicolégicos por las caracteristicas que presenta, es una especie
tropical con amplia distribucién geogréfica; habita en agua dulce y soporta altas
variaciones de salinidad; posee una gran variedad de nichos ecolégicos; sobrevive muy
bien en condiciones de laboratorio como en naturales; es resistente a la manipulacion;
tiene un ciclo reproductivo alto; sobrevive en zonas muy contaminadas; tiene un alto
valor proteinico; tiene una gran importancia econémica y comercial en nuestro pais.

Por todo lo anterior se sefiala la importancia de realizar estudios encausados a
evaluar la produccion de pigmentos con funcién antioxidante y su evaluacion posterior en

dietas para peces de importancia comercial en México.



2 ANTECEDENTES

La distribucion cuantitativa y cualitativa de los carotenos en los animales acuéaticos
es primariamente un resultado de los habitos dietarios de la especie, ademas de las
caracteristicas de absorcion y la capacidad para transformar los metabolitos; la presencia
y distribucion de estos pigmentos en dichos organismos ha sido revisada por Fox (1953,
1966, 1976), Fox y Hopkins (1968), Goodwin (1951, 1952, 1960, 1971, 1968a, 1968b,

1972), Vevers (1966), Simpson et al. (1981) y Latscha (1990).

2.1 Inclusion de pigmentos en dietas para peces

Se ha comprobado que el costo de incluir pigmentos en la dieta es justificado por un
mayor beneficio en la comercializacion del producto (Cortés, 1993). En la naturaleza los
peces adquieren los carotenos en cantidad y calidad suficiente a partir de su dieta natural,
sin embargo, en sistemas de cultivo, el medio no provee los pigmentos en cantidades
adecuadas, por lo que deben ser suplementados en las dietas artificiales para cumplir con
los requerimientos adecuados (Latscha, 1990). En los salménidos, los carotenoides se han
estudiado con mayor detalle y se ha encontrado que presentan diversas funciones
bioldgicas destacando su actividad como agente de color para el camuflaje y el cortejo de
los peces reproductores (tabla 1). Su actividad como agentes amortiguadores es

importante en el desarrollo de larvas y juveniles, encontrandose que tienen un efecto



sobre el sistema inmune, lo cual se ha reflejado en una mayor sobrevivencia de las

especies en explotacion comercial (Garcia, 2000).

Tabla 1. Funciones bioldgicas de los carotenoides en salménidos.

FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS CAROTENOIDES

EN LOS SALMONIDOS

En piel para pigmentacion durante la reproduccién
Agente protector en huevos (luz, temperatura, oxigeno, etc.)
Como pigmentador para camuflaje de formas juveniles
Incrementa el crecimiento de los peces
Precursor de vitamina Al y A2 en dietas deficientes
Mantenimiento de un sistema respiratorio endégeno
Evaluandose:

Como inmunoestimulador

Factor madurador de oocistos

Agente protector de la fertilizacion




La disponibilidad de la astaxantina incluida en la dieta para salmon atlantico (Salmo
salar) ha sido calculada mediante la concentracion de carotenoides presentes en el plasma
sanguineo. Salmones alimentados con diferentes niveles de inclusion de astaxantina en su
dieta, mostraron una alta correlacién (r = 0.90) entre la concentracion de astaxantina
plasmética y la concentracion de astaxantina dietaria; de la misma forma hubo una alta
correlacion (r = 0.92) entre la concentracion de astaxantina plasmatica y los mg de
astaxantina asimilados por kg de peso corporal aumentado; igualmente hubo una alta
correlacion (r de 0.95) entre la concentracion de astaxantina plasmatica y la
concentracion de carotenoides en la sangre (Storebakken y Goswami, 1996).

Por otra parte, se ha evaluado el efecto de la astaxantina extraida de la langostilla
(Pleuroncodes planipes) en el desarrollo y pigmentacion de la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). Para esto se utiliz6 un extracto lipidico de langostilla, el cual fue
adicionado en la dieta a razén de 75 mg/kg de pigmento y comparado con un testigo sin
pigmento. Los resultados no mostraron efecto del carotenoide sobre el desarrollo de los
organismos, a pesar del bajo contenido de astaxantina libre en la dieta (8 %), sin
embargo, los peces presentaron una buena concentracion de astaxantina en el musculo
(3.60 +£0.78 mg/kg) y coloracién roja (H%a= 44.13 +2.36). Estos parametros mostraron
una alta correlacién (r = 0.98) (Coral et al., 1997).

La tasa de depositacion de xantofilas suministradas en el alimento puede variar
desde un 5 a un 20 %. La variacion en este valor depende de factores como las
diferencias en los tejidos. En el masculo de los salménidos la astaxantina representa del
80 al 100 % de los carotenoides, siendo la tasa de fijacion mas alta en comparacion con la

piel en donde la astaxantina es solo del 5 al 10 % del total de carotenos. Las diferencias



genéticas entre especies de salmones modifican la concentracion de astaxantina
encontrada en el musculo y el ciclo de vida también afecta el nivel de astaxantinas
asimiladas. De esta forma, durante la fase de maduracion sexual de los salmones, la
astaxantina depositada en musculo presenta concentraciones de 12-14 ppm, mientras que
durante la fase de crecimiento previa a la migracion se encuentra en valores menores a 2
ppm. La cantidad de grasa en la dieta y la calidad de la misma tienen un efecto
importante en la fijacion de pigmento en los peces, cantidades entre 20 y 30 % de grasas
en el alimento resultan mas adecuadas para estimular este proceso; ademas no todas las
astaxantinas son biodisponibles y estables a los procesos de fabricacion de alimentos en
acuacultura (Cortés, 1993). El periodo de suplementacion del pigmento en la dieta
también causa variacion en los niveles de asimilacion, asi tenemos que diferentes tiempos
de suplementacién de astaxantinas en la dieta de salmén coho Oncorhynchus kisutch,
generaron diferencias significativas en el nivel de pigmentacion de la carne (Mufioz, et

al., 2000).

2.2 Produccion de biomasa pigmentada

Recientemente se ha encontrado que es preferible utilizar astaxantinas obtenidas de
fuentes naturales, principalmente de microorganismos, siendo la levadura (Phaffia
rhodozyma) uno de los pocos que pueden llevar a cabo la biosintesis de astaxantina. Esta
levadura fue aislada de exudados de arboles en Japon y Alaska (Miller et al., 1976;
Johnson y Lewis, 1979; Calo et al., 1995). El ciclo biosintético del pigmento fue sugerido
por primera vez por Andrewes et al. (1976) y posteriormente por Johnson (1992). Lo

anterior ha generado una serie de estudios encaminados a establecer la produccion masiva



a partir de la levadura Phaffia rhodozyma. La deteccion espectrofotométrica (474 nm)
revelo variaciones en el contenido de pigmento en las diferentes cepas mutantes y el
andlisis realizado mediante cromatografia liquida de alta resolucidn, mostré que las cepas
mutantes hiperpigmentadas tuvieron contenidos mas altos de [-carotenos y un
incremento considerable en el contenido de astaxantina (232 %) en comparacion con la
cepa silvestre (Calo et al., 1995).

Otros estudios se han realizado para encontrar fuentes de carbono menos caras y
mas efectivas para la produccion de pigmentos. Yamane et al. (1997) disefiaron un
sistema de cultivo de dos etapas en el cual el crecimiento celular fue optimizado mediante
un medio de glucosa y se mejord la produccion de astaxantina mediante la
suplementacién de un substrato seleccionado de etanol. Estos autores también estudiaron
la influencia del oxigeno y la glucosa sobre el metabolismo primario (fermentacion,
respiracion y anabolismo) y la produccion de astaxantina en P. rhodozyma. En los
analisis observaron que la tasa de respiracion esta positivamente correlacionada con la
tasa de produccion de astaxantina, por lo que para analizar el efecto de la glucosa
utilizaron un medio con alta concentracion de oxigeno y mediante analisis cinético y
estequiométrico, pudieron desarrollar un sistema de cultivo basado en dos etapas. En la
primera etapa fue posible mejorar el crecimiento celular mediante una baja tasa de
carbono/nitrogeno, mientras que en la segunda etapa se mejord la producciéon de
astaxantina por una baja tasa de carbono/nitrogeno, siendo 16.0 mg/L la mas alta

produccién de astaxantina mediante este sistema.



2.3 Bioindicadores

Diversos estudios han demostrado que algunas variables bioquimicas tales como la
concentracion de serocortisol o glucosa pueden cambiar en segundos 0 minutos en
respuesta al estimulo de un estresor, sin embargo, la respuesta en las poblaciones o
comunidades puede no ser evidente en afios o0 se presenta después de varias generaciones,
por lo que resulta evidente que los indicadores bioquimicos tienen una relevancia
toxicoldgica alta (Marshall, 1990).

Algunos cambios bioquimicos especificos asociados con efectos patoldgicos
causados por un determinado estresor han mostrado ser indices bioldgicos potenciales.
Por ejemplo una disminucion marcada del acido ascdrbico hepéatico ha sido observada
en el pez gato Ictalurus punctatus expuestos a un hidrocarburo clorinado (Mayer et al.,
1978) y en peces colectados en aguas contaminadas con aceite (Neff and Haensley,
1982); la inhibicién de la actividad de eritrocito &-amino levulinico acido dehidratasa es
una respuesta especifica a la exposicion con plomo (Hodson et al., 1984; Thomas y
Wofford, 1984), mientras que los pesticidas érgano fosforados inhiben la actividad de la
acetilcolinesterasa (Neff, 1985). En diversos tejidos de peces expuestos a xenobidticos se
han encontrado variaciones en la concentracién de acido ascorbico, glutation y otros
antioxidantes (Thomas et al., 1987).

Las lesiones en higado analizadas en tres especies de pez lagarto (Lepisosteus
osseus, L. oculatus y L. platostomus) en areas contaminadas del Rio Mississippi,
registraron abundante melanizacion y centros de macrofagos, pancreatitis y
proliferaciones ductales en el pancreas exocrino. Otras lesiones observadas fueron

parasitismo, inflamacion y necrosis multifocal. El analisis pigmentario de los centros de
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melanomacrdéfagos (MMC) en L. oculatus indicaron un incremento en los niveles de
hierro hepatocelular y los grandes MMC pudieron ser debidos a cuerpos cargados de
contaminantes (Hartley et al., 1996).

Algunos contaminantes quimicos y pesticidas érgano fosforados pueden afectar la
actividad de esterasas (Olson y Christensen, 1980; Devi y Fingerman, 1995; Labrot et al.,
1996; Huang et al., 1997).

Tres especies de peces estuarinos (Platichthys flesus, Pomatoschistus minutus y
Zoarces viviparus), capturados de cuatro estuarios britanicos (the Tyne, Tees, Mersey y
Alde) impactados por diferentes contaminantes incluyendo HAPs, fueron sometidos a un
analisis histopatoldgico. Lesiones inflamatorias e inclusiones fibrilares hepatocelulares
fueron predominantes en P. flesus capturados en the Tyne, Tees y Mersey. La presencia
de lesiones toxipatoldgicas pre-neoplasticas y neoplasticas fue mayor en P. flesus en
comparacion con los peces colectados en Alde. La predominancia de alteraciones
celulares hepaticas (43.3 %) y adenomas hepatocelulares (10 %) fue mayor en P. flesus
colectados en el estuario Mersey. Intersex (ovotestis) se observé solamente en machos P.
flesus del estuario Mersey (8.3 %) y en machos Z. viviparus del estuario the Tyne (25 %).
Patologias asociadas con rifion y branquias fueron mas comunes en peces de los estuarios

the Tyne, Tees y Mersey (Stentiford et al., 2003).

2.4 Estudios de la actividad enzimatica
Un ensayo para carbamil fosfato sintetasa en higado de peces dulceacuicolas

primitivos Scaphirhynchus platorynchus, Polyodon spathula, Lepisosteus platostomus y
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Amia calva mostro la presencia de esta enzima en todas las especies examinadas en un
rango de 0.008 + 0.002 (P. spathula) a 0.029 £+ 0.008 (L. platostomus) (Cvancara, 1974).

Un estudio de la variacion de esterasas de suero en poblaciones del pez lagarto
(Lepisosteus osseus) muestreados en Carolina del Norte y Carolina del Sur, mostré que
las poblaciones de Carolina del Norte son monomorficas con respecto a la actividad de
esterasas en suero y todas las poblaciones de Carolina del Sur demostraron ser
polimérficas; cada individuo poseia uno de dos perfiles fenotipicos (Frankel, 1982).

Las respuestas de algunas enzimas que metabolizan xenobidticos en peces han
mostrado su uso potencial como bioindicadores para monitorear niveles inaceptables de
contaminantes ambientales. Ethoxiresorufin O-deethilasa, un citocromo especifico
monooxigenasa Paso-dependiente, es utilizado como bioindicador de contaminacion por
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Payne et al., 1987). Otra clase de enzimas
potenciales para utilizarse como bioindicadores son las esterasas (Labrot et al., 1996).
Estas enzimas son sensibles a la inhibicion por organofosfatos e incluyen a las
colinesterasas (CheE) y carboxilesterasas. Adicionalmente las ChEs son subdivididas en
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa. La inhibicion de la actividad de colinesterasas
ha sido asociada con la exposicion a insecticidas organofosforados, carbamatos y otros
xenobioticos neurotoxicos (Habig y Di Giulio, 1991). Las carboxilesterasas representan
un grupo heterogéneo de isoenzimas que pueden catalizar la hidrolisis de un amplio
rango de esteres xenobioticos, amidas y tioesteres (Huang et al., 1996).

En un estudio para evaluar la actividad de esterasas en higado y cerebro del pez
lagarto (Lepisosteus oculatus) como bioindicadores de contaminantes multiples en la

region baja del rio Mississippi, se observo una disminucion significativa de la actividad
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enzimética de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa en zonas contaminadas con
hidrocarburos clorinados tales como hexaclorobenzeno, hexaclorobutadieno y metales
pesados (Huang et al., 1997).

Un estudio comparativo de actividad especifica e inhibicion in vitro de
acetilcolinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7) en suero y cerebro y butirilcolinesterasa (BChE;
EC 3.1.1.8) en suero por un pesticida organofosforado (DDVP) fue conducido en 11
especies de peces teledsteos pertenecientes a cuatro familias (Cyprinidae: Cyprinus
carpio, Abramis brama, A. ballerus, Blicca bjoerkna, Rutilus rutilus, Alburnus alburnus,
Leuciscus idus; Percidae: Perca fluviatilis, Stizostedion lucioperca; Esocidae: Esox lucius
y Coregonidae: Coregonus albula). La actividad de AChE en cerebro varié entre las
especies de peces, en un rango de 192.6 a 1353.2 umol g ht, en P. fluviatilis y C. albula
respectivamente. Los ciprinidos tuvieron una mayor actividad de AChE en cerebro en
comparacion con las otras familias de peces. La actividad de AChE en suero fue menor
que en cerebro. Solamente los ciprinidos con excepcion de C. carpio presentaron
actividad de BChE en suero, con una variacion de 163.8 a 970.3 umol g h't en R. rutilus
y A. alburnus respectivamente. Se calcularon las constantes de la tasa de inhibicion
enzimatica bimolecular (kis) y plso para DDVP. La sensibilidad de AChEs en cerebro y
suero de peces fue similar a la sensibilidad reportada en mamiferos. El rango de kis fue
3.4-51.7 x 10° mol! 1 min? (plses fueron 5.3-6.5) en B. bjoerkna y L. idus
respectivamente. En contraste, BChE en suero fue méas sensible a la inhibicion que los
valores de sensibilidad de BChE y AChE reportados en mamiferos. Los valores de ki
para BChE fueron 1.0-2.5 x 107 mol* 1 min? (plsos fueron 8.8-9.2) en L. idus y A.

alburnus respectivamente (Chuiko, 2000).
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La trucha café Salmo trutta expuesta a metales pesados (principalmente Cd y Zn)
por al menos 2 afios en el Rio Eagle, Colorado, fue sometida a un anélisis de volumen de
higado, actividad de la enzima promotora del crecimiento ornitina decarboxilasa (ODC) y
una comparacion con truchas que habitan en un sitio no contaminado. El indice hepato-
somatico (LSI) fue mas alto en truchas de sitios no contaminados siendo el LSI en las
hembras significativamente méas alto que en los machos; el LSI de las hembras de sitios
no contaminados fue mas alto que el de las hembras de sitios contaminados, pero los
machos no presentaron diferencias estadisticas. La actividad de ODC en higado de
machos y hembras fue menor en el sitio contaminado, sin embargo, machos y hembras no
difirieron en la actividad de ODC. Los resultados sugirieron que la exposicion crénica a
metales pesados puede tener importantes implicaciones en el crecimiento, reproduccion y
posiblemente la supervivencia; la actividad de ODC en higado puede servir como un
potencial bioindicador cuando se este evaluando la toxicidad crénica de metales en
poblaciones de peces reproductores naturales (Norris et al., 2000).

Las actividades enzimaticas de catalasa (EC 1.11.1.6), glutation-S-transferasa
(GST, EC 2.5.1.18) y el nivel de malondialdeido (MDA) en higado de Oreochromis
niloticus expuestos a 2,4-D y azinfosmetil individualmente y en combinacién no fueron
afectados por la exposicion a los pesticidas. Sin embargo, las actividades de glucosa-6-
fosfato dehidrogenasa (G6PD, EC 1.1.1.49) y glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2) se
incrementaron significativamente en los tratamientos individuales y combinados.
Adicionalmente, la actividad de peroxidasa glutation (GPx, EC 1.11.1.9) se incremento
en los tratamientos individuales, mientras que decrecio en la combinacion. 2,4-D no

afectd la actividad de superoxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), pero hubo un
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decremento en el tratamiento con azinfosmetil y la actividad se incremento en el
tratamiento combinado. El tratamiento combinado de los pesticidas ejercié un efecto
sinergistico en la actividad de SOD y tubo un efecto antagonistico en actividades de
G6PD, GPx y GR. Estos resultados demostraron que O. niloticus resiste el estrés
oxidativo a través de mecanismos antioxidantes e impidiendo incrementos en la
peroxidacion de lipidos (Orug y Uner, 2000).

Se realizé una evaluacion del ensayo de retencion lisosomal rojo neutral (NRR) en
hemocitos y la actividad de colinesterasas (AChE) en hemolinfa, glandula digestiva,
branquias y el complejo gonada/manto en mejillones Mytilus galloprovincialis colectados
en los golfos de Thermaikos y Strymonikos al norte de Grecia, de acuerdo a los
resultados obtenidos es necesario realizar mas estudios de estos indices de estrés para
validar pruebas de monitoreo (Dailianis et al., 2003).

La actividad de colinesterasas en fracciones subcelulares en varios tejidos de
mejillon Mytilus edulis se evalu6 mediante un estudio comparativo de sustratos
alternativos de alkylthiocholina e inhibidores competitivos. Se observd que existe un tipo
simple de enzima colinesterasa en esta fraccion. La inhibicion de la hidrdlisis de
alkylcholina por BW284C51 especifico a acetilcolinesterasa en vertebrados, mostrd que
la actividad de colinesterasas en la fraccion “microsomal” de branquias es inhibida por
este compuesto, pero a una menor amplitud en comparacion con los vertebrados. La
inhibicion de la actividad de colinesterasas por azamethiphos en la fraccion
“microsomal” de branquias mostr6 un valor de ICso de aproximadamente 100 uM y una

dependencia a la concentracion. Sin embargo, estos valores indican una baja potencia en



15

comparacion a otros animales y es discutible si la actividad de colinesterasas en mejillén
tenga potencial como bioindicador de exposicién en el campo (Brown, 2004).

Rodriguez y Gold (2004) caracterizaron la actividad de colinesterasas (ChE) en
diferentes tejidos de la mojarra tilapia (Oreochromis niloticus) usando tres sustratos,
acetiltiocolina iodada, propioniltiocolina iodada y butiriltiocolina iodada. Se utilizo
eserina como un inhibidor total de ChE; BW284c51 e iso-OMPA fueron usados como
inhibidores selectivos para acetilcolinesterasas (AChE) y butirilcolinesterasas (BuChE)
respectivamente. Los resultados indicaron que la enzima AChE esté presente en cerebro,
mientras que en higado y musculo se sugiere la presencia de ChEs atipicas.

Se han analizado las caracteristicas cinéticas de acetilcolinesterasa cruda vy
purificada y su resistencia a la inhibicién por organofosfatos en tres especies de agua
dulce (Pseudorasbora parva, Carassius auratus auratus y Oncorrhynchus mykiss). La
enzima cruda extraida del cerebro de la trucha O. mykiss mostro diferencias en actividad
especifica, curva cinética, Vmax y sensibilidad a la inhibicion por malation oxidado y
triazopos en comparacion con los dos ciprinidos. Las enzimas purificadas de las tres

especies no mostraron diferencias significativas en ninglin aspecto (Shaonan et al., 2004).

2.5 Incorporacion de pigmentos

Se evaluaron los efectos de vitamina E suplementaria (200, 400 y 600 mg/kg de
alimento) sobre la peroxidacion de lipidos (LPX) y el sistema de defensa antioxidante en
branquias y hepatopancreas de Macrobrachium rosenbergii. Se observo que la vitamina
E inhibio la LPX en hepatopancreas en una dosis comparativamente mas baja que en

branquias; la actividad de superdxido dismutasa (SOD) decrecio significativamente en
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branquias en respuesta a las tres dietas suplementadas, pero en hepatopancreas esta
disminucion solo se observéd en las dosis altas de vitamina E (400 y 600 mg/kg); la
actividad de catalasa (CAT) se redujo significativamente solo en branquias; la actividad
de glutation peroxidasa (GPX) se elevo significativamente en hepatopéncreas y
permanecio inalterada en branquias; contrariamente, la actividad de glutation reductasa
(GR) decrecié en branquias pero fue constante en hepatopancreas; el contenido de
glutation (GSH) fue sustancialmente elevado en branquias y hepatopancreas de los
organismos sometidos a las dietas con vitamina E; el contenido de &cido ascorbico (ASA)
en branquias no fue alterado por la vitamina E, pero la cantidad se elevo
significativamente en hepatopancreas. Los resultados sugirieron que la vitamina E es
capaz de reducir el nivel de LPX y puede modular sistemas de defensa antioxidantes en
branquias y hepatopancreas, sin embargo, la respuesta es altamente especifica a tejidos
(Dandapat et al., 2000).

Estudios preliminares sobre las caracteristicas quimicas y fisicas de los principios
de absorcion de astaxantina en escamas de peces, han mostrado el desarrollo de
superficies altamente desarrolladas en escamas con una distintiva formacion esclerosa
donde se estuvo aplicando una suspension de agua de desecho conteniendo astaxantina,
lo cual se cree es un primer paso 0 estado para la retencion de pigmento en este material.
Adicionalmente, se ha estudiado la extraccion de la fraccion pigmentada de las escamas
usando diversos solventes como eluentes y la influencia del pH y fuerzas ionicas en los
procesos de extraccion. Los resultados obtenidos han mostrado que los procesos de
absorcion de astaxantina en las escamas incluyen mas de un mecanismo de enlace

(Stepnowski et al., 2004).
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La levadura roja (Xanthophyllomyces dendrorhous, anteriormente Phaffia
rhodozyma) fue sometida a tres grados de ruptura enzimética de pared celular y fue
incluida en dietas experimentales extruidas a 102 y 137 °C para evaluar sus efectos en la
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss. Las truchas doblaron su peso durante el
experimento y la tasa de conversién alimenticia fluctu6 de 0.8 a 0.9 kg de consumo por
kg de ganancia. El incremento del grado de ruptura enzimatica de la pared celular
incremento las concentraciones de astaxantina en musculo de 2.2 a 6.7 mg/kg, la CIE
valor a* (color rojo) de 5.5 a 10.7 y valor b* (color amarillo) de 11.7 a 16.7, Roche
SalmoFan® valores de 22.6 a 28.6 y retenciones de astaxantina en musculo de 3.7 % a
17.4 %. La temperatura de extrusion no afectd significativamente la asimilacion de la
astaxantina dietaria o el color del musculo, pero la ruptura de la pared celular de las
levaduras es crucial para optimizar la asimilacion de carotenoides (Storebakken et al.,

2004).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la inclusién de biomasa pigmentada (Xanthophyllomyces
dendrorhous y Saccharomyces exiguus) en una dieta experimental sobre la tolerancia al
estrés por hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en tilapia (Oreochromis

niloticus).

3.2 Objetivos especificos

1. Obtener biomasa pigmentada (carotenoides) a partir de un cultivo mixto de
levaduras (X. dendrorhous y S. exiguus).

2. Elaborar dietas experimentales con inclusion de biomasa pigmentada.

3. Determinar el efecto de una dieta experimental con biomasa pigmentada de X.
dendrorhous y S. exiguus en el crecimiento y sobrevivencia de tilapia (O.
niloticus).

4. Determinar el efecto de una dieta experimental con biomasa pigmentada de X.
dendrorhous y S. exiguus en la actividad de acetilcolinesterasa en higado de
tilapia como respuesta al estrés causado por hidrocarburos aromaticos policiclicos

(HAPS).
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4 HIPOTESIS

Si los carotenoides producen una mejor respuesta fisioldgica a estresores, entonces
su inclusién en la dieta producird una mejor respuesta en peces cultivados en zonas con

bajas concentraciones de HAPs.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencién de biomasa pigmentada

Para la produccion de biomasa se utilizd una muestra de biomasa pigmentada de
color rojo obtenida a partir del proyecto CA — 380 — 00. Las levaduras se inocularon en
matraces Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo MM-LRM-ETOH
(Garcia, 2000). Los cultivos se mantuvieron a 22 °C hasta alcanzar un volumen de 250
ml en cada matraz, la biomasa producida se almacend en refrigeracion a 4 °C para
posteriormente ser liofilizada, se registrd el peso de biomasa producida por matraz y

nuevamente se almaceno a 4 °C (figura 1).

CULTIVO
—

22 °C
AILMA@E[N]&MHEW@
&H@Eﬂ&ﬂﬁ@ﬂ@m

Figura 1. Produccion de biomasa pigmentada a partir de un cultivo mixto de
Xanthophyllomyces dendrorhous y Saccharomyces exiguus.

Produccién de biomasa
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5.2 Realizacion de bioensayos

Para evaluar el efecto de la biomasa pigmentada en el crecimiento y la respuesta
fisiologica a estresores HAPs (diesel) mediante la determinacion de la actividad
enzimética de acetilcolinesterasa (AE) en higado de peces (Oreochromis niloticus), se
realiz6 un bioensayo (B1) en el cual se prepararon dos dietas experimentales y se
distribuyeron en cuatro tratamientos. Posteriormente, se realizd un segundo bioensayo
(B2*) en el cual se adicion6 una dieta experimental delipidada para eliminar pigmentos

de los ingredientes.

5.2.1 Dietas experimentales

Para evaluar los efectos de la inclusién de biomasa pigmentada en alimento para
peces, se elaboraron tres dietas experimentales a partir de un alimento comercial.

El alimento comercial seleccionado fue como sigue:

Marca: Wardley.

Nombre: Cichlid TEN total essential nutrition.

Presentacion: Pellets flotantes (figura 2).

Figura 2. Alimento comercial para
cichlidos marca Wardley
en  presentacion  de
pellets.
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La dieta 3 (D3) se elaboré sometiendo el alimento comercial a un proceso de
delipidacion para eliminar los pigmentos mediante el método de Bligh and Dyer (1959)
como se muestra en la figura 4 (pagina 24). De esta forma se dispuso de una dieta
experimental sin pigmentos.

Una vez elaboradas las 3 dietas, se determind en cada una de ellas la composicion

quimica proximal mediante los métodos propuestos por la A.O.A.C. (1990).

5.2.2 Disefio experimental

El disefio experimental consistié en un sistema en bloques completamente al azar
con dos factores a evaluar, la biomasa pigmentada y los HAPs (diesel). En Bl los
factores fueron distribuidos en cuatro tratamientos con tres replicados, cada replicado
consistié en un acuario con cuatro peces; en B2* se realizaron los mismos tratamientos
maés dos adicionales y se realizaron cuatro replicados por tratamiento con siete peces en

cada repeticion como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2.  Distribucion de los tratamientos en un sistema de blogques
completamente al azar en los bioensayos B1 y B2.

Factor 1 Factor 2 . i
Dietas HAPS Bioensayo Tratamiento
D1 (sin Diesel Bly B2 D1D

biomasa

pigmentada) Aceite de maiz BlyB2 D1A
D2 (con Diesel Bly B2 D2D
biomasa
pigmentada) Aceite de maiz BlyB2 D2A
D3* Diesel B2 D3D*
(Delipidada) Aceite de maiz B2 D3A*
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Figura 4. Proceso de delipidacion mediante el método Bligh and Dyer (1959).
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Los tratamientos y sus replicados se distribuyeron de forma aleatoria en cuatro
canaletas de 500 litros divididas en varias secciones (acuarios) con recirculacion de agua
(figura 5). Los peces fueron pesados en una balanza OHAUS (de 0.001 g de sensibilidad)
y se utiliz6 un vernier para registrar su longitud antes de iniciar los bioensayos (figura 6);
posteriormente, se colocaron en cada uno de los acuarios de acuerdo al disefio
experimental comprobando que las medias del peso de los peces fueran homogéneas en
todos los acuarios mediante un analisis de varianza para partir de una distribucion. Los
peces de cada acuario fueron alimentados diariamente al 4 % de su biomasa con las dietas
experimentales de acuerdo al tratamiento correspondiente.

i %z

) — ge— - =

Figura 5. Canaletas de 500 litros con recirculacion de agua donde se
efectuaron los bioensayos (cuadros a, b y c).
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Figura 6. Medicién de los parametros biol6gicos de peso gr (cuadro a) y longitud cm
(cuadro b).

5.2.3 EXxposicion a estresores HAPs

Se evaluo el efecto de la exposicion de los peces a los HAPs (Diesel) y en el
segundo tratamiento (grupo control) al aceite de maiz el cual ha mostrado un efecto
inocuo en peces. Después de un periodo de alimentacion de 28 dias, fueron expuestos a
los HAPs o al aceite de maiz mediante una inyeccion intraperitoneal a una dosis de 20 mg
/ 1000 gr de peso (figura 7). Se mantuvieron durante un lapso de 24 horas en B1 y 96
horas en B2; una vez finalizado el tiempo de desafio, se procedio a registrar el peso y la
longitud de los peces, para luego ser sacrificados y posteriormente obtener el higado
mediante una diseccion precisa (figura 7); las muestras obtenidas se colocaron en tubos
eppendorf etiquetados e inmediatamente se almacenaron en nitrégeno liquido para su

andlisis posterior.
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Figura 7. En el cuadro a se observa la técnica de inyeccién intraperitoneal y en
los cuadros b y ¢ se observa el método de diseccion y la separacion del
higado de los peces.

5.3 Evaluacion de los parametros biolégicos

Al inicio y al final de ambos bioensayos los peces fueron contabilizados; se pesaron
y se registro su longitud antero-posterior. Se determind la tasa de crecimiento especifico
(TCE) de la siguiente forma TCE = ((peso final - peso inicial) / Ndmero dias del
experimento) x100; el indice de longitud especifico (ILE) se calcul6 como ILE =
((longitud final — longitud inicial) / numero dias del experimento) x 100 y la tasa de
sobrevivencia (TS) fue como sigue TS = (numero final de peces / nimero inicial de

peces) x100.
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5.4 Evaluacion de la actividad enzimética
5.4.1 Elaboracion de extractos enzimaticos

Para la obtencion de los extractos enzimaticos, se utilizaron las muestras
individuales de higado almacenadas en nitrogeno liquido y se pesaron en una balanza
digital para determinar el peso de la muestra; posteriormente, los higados se
homogenizaron durante un minuto en buffer tris-HCI 50 mM (pH 7.1) en una proporcién
de 1:10 (peso/volumen); los homogenizados se colocaron en tubos eppendorf y se
centrifugaron durante 15 minutos a 4 °C y 10,000 rpm, se separ0 el sobrenadante para ser

utilizado como extracto enzimatico (figura 8).

Figura 8. Extractos enzimaticos utilizados
para realizar las lecturas de
actividad enzimatica de
acetilcolinesterasa.
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5.4.2 Evaluacion de la cinética enzimatica

La cinética enzimatica se determind calculando la variacion de la absorbancia
durante el tiempo de reaccion de la acetilcolinesterasa mediante una lectura
espectrofotométrica en microplacas; para esto se realizé un ensayo en el cual se coloco en
cada pozo 10 uL de extracto enzimético, 200 uL de buffer tris-HCI 50 mM (pH 7.1) y se
agregaron 100 pL de p-nitrofenilacetato 2 mM como sustrato para iniciar la reaccion
(figura 9); para cada extracto enzimatico se realizaron tres replicados, inmediatamente
después se realizé la lectura de absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas modelo

Sunset.

Figura 9. Microplacas donde se realizaron las
lecturas espectrofotométricas de los
extractos enzimaticos para
determinar su cinética enzimética.
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5.4.3 Determinacion de la concentracion de proteina en extractos enzimaticos

Para determinar la concentracion de proteina se utilizé una modificacion del método
de Bradford (1976) adaptado para su uso en microplacas, para lo cual se elaboré un
ensayo colocando 10 pL de extracto enzimético y 200 uL de solucion de trabajo Bradford
en cada pozo con un total de tres repeticiones para cada muestra; posteriormente, se
realiz6 una lectura espectrofotométrica de las microplacas a 620 nm durante 60 segundos

en agitacion. Se utilizo6 suero de albumina bovina como proteina estandar.

5.4.4 Actividad enzimética
La actividad enzimatica fue calculada como el incremento de absorbancia a 405 nm

por minuto por miligramo de proteina en los extractos.

5.5 Disefio estadistico

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA one-way) y la prueba de comparacion
maltiple de medias de Scheffe entre los tratamientos para evaluar el efecto de las dietas
experimentales en la tasa de crecimiento especifico y el indice de longitud especifico a un
nivel de significancia de P<0.05.

Para determinar el efecto de las dietas experimentales y de la exposicion a los HAPs
(Diesel) en la actividad enzimética de acetilcolinesterasa (AE) en el higado de los peces,
se calcularon los niveles de significancia estadistica utilizando un analisis de varianza
(ANOVA one-way) entre los tratamientos y la prueba de comparacion multiple de medias
de Scheffe a un nivel de significancia de P<0.05; los analisis estadisticos

correspondientes se realizaron mediante el programa SPSS version 9.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Obtencién de biomasa pigmentada

La biomasa pigmentada de Xanthophyllomyces dendrorhous y Saccharomyces
exiguus obtenida de los matraces de cultivo oscil6 de 1.608 a 2.368 gramos de biomasa
por litro de medio de cultivo (g/l), la produccién promedio registrada fue de 1.968 +0.057
ag/l.

Se obtuvieron 17.719 gramos de biomasa pigmentada liofilizada en un total de 36
matraces y se utilizaron 17 g para producir un total de 1.7 Kg de dieta experimental con

biomasa pigmentada al 1 % (D2).
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6.2 Anadlisis proximal de las dietas experimentales

Las dietas experimentales elaboradas para este experimento presentaron bastante
homogeneidad en los resultados del analisis quimico proximal en base humeda, con
excepcion de la dieta delipidada la cual presentd un porcentaje bajo de lipidos debido al

proceso de extraccion de pigmentos (tabla 3).

Tabla 3. Analisis proximal de dietas experimentales (% base hlimeda).

DIETA Proteina Lipidos Fibra Ceniza *ELN Humedad
D1 40.82 3.75 4.16 5.48 37.75 8.86
D2 42.13 3.92 4.53 5.20 35.72 8.50
D3 43.05 0.31 4.42 5.32 37.72 9.18

*Extracto libre de nitrdgeno
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6.3 Tasa de crecimiento especifico

Para evaluar los efectos de las dietas experimentales en la tasa de crecimiento
especifico (TCE) de los peces se analiz6 cada uno de los tratamientos correspondientes a
cada dieta experimental. En la tabla 4 se muestran los valores de TCE a los 28 dias de
experimentacion en el bioensayo B1l. Las dietas experimentales no causaron efectos
significativos en la TCE de los peces de acuerdo al andlisis de varianza en Bl (P =
0.614), sin embargo, en el bioensayo B2 la dieta sin pigmentos (D3) causé una diferencia
significativa (P = 0.001) en la TCE de los peces con respecto a la dieta comercial sin
biomasa pigmentada (D1), igualmente fue diferente significativamente (P = 0.000) con
respecto a la dieta incluyendo biomasa pigmentada (D2), los valores promedio de TCE
fueron menores en las dietas D1 y D2 como se observa en la tabla 5.

Las tasas de crecimiento especifico méas altas fueron para los peces alimentados con
la dieta comercial D1 en B1 y la dieta sin pigmentos D3 en B2 (65.36 +33.73 % y 19.18
+8.03 % respectivamente). Los peces alimentados con la dieta incluyendo biomasa
pigmentada D2 presentaron la TCE mas baja en B1 (60.60 +31.11 %) y en B2 (12.72
+5.64 %). En las figuras 10 y 11 se observa la variacion de la TCE en las distintas dietas

de ambos bioensayos.
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Tabla 4. Valores promedio de la tasa de crecimiento
especifico (TCE) de los peces para la dieta
comercial (D1) y la dieta comercial incluyendo
biomasa pigmentada (D2) en B1.

Bl1n=48
0
Dieta TC:,;E o 8S.D. ‘P D1-D2
D1 65.36 +33.73
0.614
D2 60.60 +31.11

“Probabilidad a una significancia estadistica de P<0.05
4Desviacion estandar

Tabla 5. Valores promedio de la tasa de crecimiento especifico (TCE) de los
peces para la dieta comercial (D1), la dieta comercial incluyendo
biomasa pigmentada (D2) y la dieta sin pigmentos (D3) en B2.

B2 n =168
Dieta TCEJE Y 8S.D. ‘P D1-D2 | 'P D1-D3 | "P D2-D3
D1 14.52 +6.09
D2 12.72 +5.64 0.363 0.001 0.000
D3 19.18 +8.03

“Probabilidad a una significancia estadistica de P<0.05
aDesviacion estandar
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6.4 Indice de longitud especifico

Los valores de indice de longitud especifico (ILE) en los distintos tratamientos de
B1y B2 alos 28 dias de experimentacion se muestran en las tablas 6 y 7.

El indice de longitud especifico (ILE) registro efectos similares a la TCE en los
peces por las distintas dietas tal y como se observa en las figuras 12 y 13. En el bioensayo
B1 el valor promedio de ILE mas alto se registrd en los peces alimentados con la dieta
comercial sin biomasa pigmentada D1 (6.80 £2.36 %), este valor fue diferente
significativamente al registrado con la dieta incluyendo biomasa pigmentada D2 (P =
0.052); en el bioensayo B2 el valor de ILE mas alto se observé en los peces alimentados
con la dieta sin pigmentos D3 (4.95 +2.24 %), la dieta comercial sin biomasa pigmentada
D1 registré un valor promedio de ILE significativamente menor a D3 (P = 0.040) y la
dieta incluyendo biomasa pigmentada D2 registr6 una diferencia significativa en el valor

promedio de ILE con respecto a la dieta D3 (P = 0.004).
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Tabla 6. Valores promedio de indice de longitud especifico
(ILE) de los peces para la dieta comercial (D1) y
la dieta comercial incluyendo biomasa
pigmentada (D2) en B1.

Bl1n=48
0
Dieta ILE o 8S.D. ‘P D1-D2
D1 6.80 +2.36
0.052
D2 5.04 +3.60

“Probabilidad a una significancia estadistica de P<0.05
4Desviacion estandar

Tabla 7. Valores promedio de indice de longitud especifico (ILE) de los
peces para la dieta comercial (D1), la dieta comercial incluyendo
biomasa pigmentada (D2) y la dieta sin pigmentos (D3) en B2.

B2 n =168
Dieta ILE Y 8S.D. ‘P D1-D2 | 'P D1-D3 | "P D2-D3
D1 3.99 +1.68
D2 3.70 +1.96 0.733 0.040 0.004
D3 4.95 +2.24

“Probabilidad a una significancia estadistica de P<0.05
aDesviacion estandar
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6.5 Tasa de sobrevivencia

Los resultados de tasa de sobrevivencia (TS) en cada uno de los tratamientos
durante todo el experimento se resumen en la tabla 8. A los 28 dias de experimentacion
todos los tratamientos en el bioensayo B1 presentaron una tasa de sobrevivencia del 100

% (figura 14). De igual forma la tasa de sobrevivencia en el bioensayo B2 fue de 100 %

en todos los tratamientos (figura 15).

Tabla 8. Valores de tasa de sobrevivencia (TS) en los distintos
tratamientos de B1 y B2 a los 28 dias de experimentacion.
Bl B2
] TS TS
Dieta | Tratamiento Tratamiento
% %
D1 D1D 100 D1D 100
D1A 100 D1A 100
D D2D 100 D2D 100
D2A 100 D2A 100
D3D 100
D3
D3A 100
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Figura 14. Tasa de sobrevivencia (TS) en B1.
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6.6 Efecto de los HAPs (diesel) en la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa

Se calcularon los valores de actividad enzimética de acetilcolinesterasa (AE) en los
higados de los peces O. niloticus en cada uno de los tratamientos en ambos bioensayos,
los valores promedio de AE para cada tratamiento se calcularon como el incremento en
absorbancia a 405 nm por minuto por miligramo de proteina. Por cada pez se realizaron
dos lecturas de AE en todos los tratamientos. Los valores promedio de AE registrados en
cada tratamiento de los bioensayos B1 y B2 se muestran en las tablas 9 y 10.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré una diferencia significativa en los valores
promedio de AE entre los tratamientos de B1 (P = 0.010, n = 48). En la figura 16 se
observa que los peces tratados con diesel en B1 presentaron valores de AE méas bajos en
comparacion con los peces tratados con aceite de maiz, esta variacion se presenté de
igual forma en los peces alimentados con la dieta incluyendo biomasa pigmentada y en
los alimentados con la dieta comercial sin biomasa pigmentada, sin embargo, solo se
registrd una diferencia significativa (P = 0.013, P<0.05) entre el tratamiento con peces
alimentados con la dieta sin biomasa pigmentada y expuestos a aceite de maiz por 24
horas D1A (AE £=54.520 +24.81) y el tratamiento con peces alimentados con la dieta
incluyendo biomasa pigmentada y expuestos a diesel por 24 horas D2D (AE £=37.498
+17.55). La dieta incluyendo biomasa pigmentada no causé una diferencia significativa
en los valores promedio de AE de los peces expuestos a diesel por 24 horas con respecto
a los peces igualmente expuestos a diesel pero alimentados con una dieta comercial sin
biomasa pigmentada (P = 0.622, P<0.05).

El andlisis de varianza (ANOVA) mostré diferencias significativas en los valores

promedio de AE entre los tratamientos del bioensayo B2 (P = 0.000, n = 168). Los peces
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expuestos a diesel registraron valores de actividad enzimética de acetilcolinesterasa
menores a los observados en los peces expuestos a aceite de maiz, sin embargo, esta
diferencia solo fue significativa entre los tratamientos D1D y D1A (P = 0.000), D2D y
D1A (P = 0.036) y D3D y D1A (P = 0.016). Las dietas experimentales no provocaron
diferencias significativas en los valores promedio de AE de los peces expuestos a diesel
durante 96 horas en los distintos tratamientos. En la figura 17 se observa la variacion en
los valores de AE de los distintos tratamientos en B2.

El tratamiento D2D correspondiente a los peces alimentados con la dieta incluyendo
biomasa pigmentada y posteriormente expuestos a diesel durante 24 horas, presento la
AE promedio méas baja en B1 (AE £=37.49 +17.55), mientras que el tratamiento D1D
correspondiente a los peces alimentados con la dieta comercial sin biomasa pigmentada y
expuestos a diesel durante 96 horas registrd la AE promedio més baja en B2 (AE £=26.30
+9.93). Los valores de AE mas altos se registraron en los peces alimentados con la dieta
comercial sin biomasa pigmentada y expuestos a aceite de maiz D1A en ambos

bioensayos (AE £=54.52 +24.81 B1 y AE £=35.92 £12.09 B2).



Tabla 9. Valores promedio de actividad enzimética de acetilcolinesterasa

(AE) expresada como el incremento de absorbancia a 405 nm
por minuto por miligramo de proteina en los distintos
tratamientos de B1.

Bl1n=148
Dieta Tratamiento A(:;E as.D.
D1 D1D 44.253 +794 AB
D1A 54.520 +24 .81 B
D2 D2D 37.498 +1755 A
D2A 42.648 +18.67 AB

“Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05)
aDesviacion estandar

Tabla 10. Valores promedio de actividad enzimatica de acetilcolinesterasa

(AE) expresada como el incremento de absorbancia a 405 nm
por minuto por miligramo de proteina en los distintos
tratamientos de B2.

B2 n =168
Dieta Tratamiento AéE as.D.
D1 D1D 26.300 +9093 A
D1A 35.923 +12.09 B
D2 D2D 29.355 +8.80 A
D2A 32.234 +8.06 AB
D3 D3D 28.796 +11.19 A
D3A 29.993 +9.30 AB

“Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05)
4Desviacion estandar
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7 DISCUSIONES

Los resultados obtenidos en la produccion de biomasa pigmentada de X.
dendrorhous y S. exiguus en el presente estudio fueron semejantes a los reportados por
Garcia (2000) quien reporta un rendimiento de 1 a 3 gramos de biomasa pigmentada por
litro de medio de cultivo.

La evaluacion de dietas experimentales con levadura roja (Xanthophyllomyces
dendrorhous) en trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss mostré que la ruptura de la pared
celular de las levaduras optimizé la asimilacion de los carotenoides (Storebakken et al.,
2004). La biomasa pigmentada de levaduras X. dendrorhous y S. exiguus evaluada en el
presente estudio en mojarra tilapia O. niloticus no fue sometida a procesos de ruptura
enzimatica, sin embargo, al observar al microscopio las levaduras desarrollan hifas y su
pared celular se adelgaza permitiendo una mejor asimilacién de los pigmentos (Garcia,
2000). Por otra parte el acido maloico presente en las levaduras X. dendrorhous y S.
exiguus puede actuar como un atractante.

Las dietas experimentales evaluadas no mostraron diferencias significativas en el
crecimiento de los peces en el bioensayo B1, sin embargo, en el bioensayo B2 se observo
una diferencia significativa en la TCE de los peces alimentados con la dieta sin
pigmentos D3 con relacion a la dieta comercial D1 y la dieta comercial incluyendo

biomasa pigmentada D2. Esta diferencia pudo ser causada por una palatibilidad baja de
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los lipidos presentes en las dietas no delipidadas traduciéndose en un consumo menor.
Estos resultados coinciden con los reportados por San Martin (1994) donde se observé
que la suplementacion de dietas experimentales con compuestos antioxidantes como la
vitamina E no causaron efectos significativos en la tasa de crecimiento de organismos
acuaticos. Los valores de ILE presentaron una variacion similar a los de TCE.

La mojarra tilapia ha demostrado ser un excelente modelo para estudios
toxicoldgicos debido a su alta tolerancia a la contaminacion y manipulacion en
condiciones de laboratorio, tal y como se ha observado en los resultados de tasa de
sobrevivencia (TS) obtenidos en los bioensayos B1 y B2. En ambos bioensayos la
sobrevivencia fue de 100 % en todos sus tratamientos correspondientes, comprobando la
alta resistencia de la especie utilizada en el presente estudio.

Los resultados mostraron una disminucién en la actividad enzimatica de
acetilcolinesterasa en higado de tilapia O. niloticus al ser tratadas con diesel tal como se
ha reportado en otras especies con diversos contaminantes ambientales (Payne et al.,
1987; Labrot et al., 1996, Huang et al., 1997, Chuiko 2000 y Brown 2004), sin embargo,
existen otros estudios los cuales han demostrado que algunas enzimas pueden
incrementar su actividad con la presencia de un estresor tal como reportan Orug y Uner
(2000).

En el bioensayo B2 las tilapias alimentadas con una dieta experimental
suplementada con biomasa pigmentada de levaduras X. dendrorhous y S. exiguus
registraron una disminucion menor de la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa en
higado al ser expuestas a diesel, sin embargo, esta diferencia no fue significativa. De

acuerdo con Garcia (2000) esta aminoracion del estrés puede reflejarse en una mayor
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sobrevivencia. En otro estudio una dieta suplementada con vitamina E mostrd su
capacidad de reducir el nivel de peroxidacion de lipidos y modular sistemas de defensa
antioxidantes en branquias y hepatopancreas de Macrobrachium rosenbergii,
observandose cambios en la actividad de diferentes enzimas (Dandapat et al., 2000).

La variacion en los valores promedio de actividad enzimética de acetilcolinesterasa
en las tilapias del bioensayo B1 se observd 24 horas después de la exposicion de las
mismas al diesel y al aceite de maiz, en el bioensayo B2 se registrd 96 horas después, por
lo cual resulta evidente que estos indicadores bioquimicos tienen una relevancia
toxicologica alta debido a la rapidez de reaccion de los mismos en presencia de algunos
contaminantes, tal como ha sido mencionado por Marshall (1990).

De igual forma otros estudios han mostrado cambios bioquimicos en peces
expuestos a diversos contaminantes e incluso los cambios han sido significativos.
Resultados similares a los reportados en el presente estudio han sido registrados por
Mayer et al. (1978), Neff and Haensley (1982), Hodson et al. (1984), Thomas and
Wofford (1984), Neff (1985), Thomas et al. (1987) y Norris et al. (2000).

Las lesiones histopatoldgicas en peces pueden ser importantes bioindicadores tal
como lo reportan Hartley et al. (1996) y Stentiford et al. (2003), sin embargo, los
indicadores bioquimicos como la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa suelen ser

mas especificos.
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8 CONCLUSIONES

El rendimiento promedio de produccién de biomasa pigmentada de levaduras (X.
dendrorhous y S. exiguus) en un cultivo en condiciones de laboratorio fue de 1.968
+0.057 gramos de biomasa pigmentada por litro de medio de cultivo.

La produccion de biomasa pigmentada de levaduras (X. dendrorhous y S. exiguus)
fue suficiente para elaborar 1.7 Kg de dieta experimental incluyendo biomasa pigmentada
al 1 % de concentracién. El proceso de delipidacién para extraer los pigmentos en una
dieta experimental registr6 una eficiencia de 99.69 %.

La inclusion de biomasa pigmentada a partir de un cultivo mixto de levaduras (X.
dendrorhous y S. exiguus) en un alimento para peces, no generé efectos significativos en
la tasa de crecimiento especifico de la mojarra tilapia (Oreochromis niloticus) con
respecto a la dieta comercial y a la dieta sin pigmentos; el indice de longitud especifico
no causo variaciones altamente significativas en ninguna de las dietas experimentales.

Durante los experimentos no se presentdé mortalidad de peces registrandose una tasa
de sobrevivencia del 100 % en cada uno de los tratamientos de ambos bioensayos.

Los valores de actividad enzimatica de acetilcolinesterasa en el higado de los peces
expuestos a diesel fueron menores con respecto a los valores registrados en los peces
expuestos a aceite de maiz en ambos bioensayos, sin embargo, esta diferencia fue

significativa solo en algunos tratamientos.
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Los resultados sugieren que la exposicion de peces a diesel puede causar una
disminucion en la actividad enzimatica de acetilcolinesterasa en higado pudiendo llegar a
ser significativa como fue el caso de algunos tratamientos, por lo cual, el monitoreo de
estos parametros puede servir como un bioindicador potencial al evaluar la toxicidad de
hidrocarburos poliaromaticos en poblaciones de peces reproductores naturales.

La dieta experimental incluyendo biomasa pigmentada de levaduras (X.
dendrorhous y S. exiguus) no causo6 un efecto significativo en la actividad enzimética de
acetilcolinesterasa en el higado de los peces expuestos a diesel al compararla con la dieta
comercial y la dieta sin pigmentos, sin embargo, en el bioensayo B2 se observé una
menor disminucion de la actividad enzimatica en los peces alimentados con la dieta
incluyendo biomasa pigmentada y expuestos a diesel en comparacién con los peces

alimentados con la dieta comercial y la dieta sin pigmentos.
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Anélisis estadistico: tasa de crecimiento especifico e indice de longitud especifico

B1:
ANOVA
TCE
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 272.109 1 272.109 .258 .614
Within Groups 48448.772 46 1053.234
Total 48720.881 47
B2:
ANOVA
TCE
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 1248.418 2 624.209 14.011 .000
Within Groups 7350.785 165 44,550
Total 8599.204 167

Dependent Variable: TCE

Multiple Comparisons

95% Confidence
Mean Interval

Difference Lower Upper

(h DETA (J) DIETA (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
Scheffe 1 2 1.80165816 | 1.261380 .363 -1.31412 | 4.917438
3 -4.667411* | 1.261380 .001 -7.78319 -1.55163
2 1 -1.801658 1.261380 .363 -4.91744 1.314122
3 -6.469069* | 1.261380 .000 -9.58485 -3.356329
3 1 4.66741071* | 1.261380 .001 | 1.551630 | 7.783191
2 6.46906888* | 1.261380 .000 [ 3.353289 | 9.584849

*. The mean difference is significant at the .05 lewel.
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ANOVA
ILE
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 37.032 1 37.032 3.983 .052
Within Groups 427.726 46 9.298
Total 464.758 47
B2:
ANOVA
ILE
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 48.252 2 24.126 6.150 .003
Within Groups 647.256 165 3.923
Total 695.508 167
Multiple Comparisons
Dependent Variable: ILE
95% Confidence
Mean Interval
Difference Lower Upper
(D DETA  (J) DIETA (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
Scheffe 1 2 .29506803 | .37429752 .733 -.629498 1.219634
3 -.96024660* | .37429752 .040 -1.88481 -3.6E-02
2 1 -.29506803 | .37429752 .733 -1.21963 | .6294979.1
3 -1.255315* | .37429752 .004 -2.17988 -.330749
3 1 .96024660* | .37429752 .040 | 3.57E-02 1.884813
2 1.25531463" | .37429752 .004 |.33074868 2.17988.L

*. The mean difference is significant at the .05 lewl.

Andlisis estadistico: actividad enzimatica de acetilcolinesterasa

APENDICE B



61

B1:
ANOVA
AE
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 3970.219 3 1323.406 3.964 .010
Within Groups 33386.980 100 333.870
Total 37357.199 103
Multiple Comparisons
Dependent Variable: AE
Scheffe
95% Confidence
Mean Intenval
Difference Lower Upper
() TRATAMIE  (J) TRATAMIE (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
1 2 -10.2665 5.0678 .257 -24.6777 4.1447
3 6.7550 5.0678 .622 -7.6562 21.1662
4 1.6054 5.0678 .992 -12.8058 16.0166
2 1 10.2665 5.0678 .257 -4.1447 24.6777
3 17.0215* 5.0678 .013 2.6103 31.4327
4 11.8719 5.0678 147 -2.5393 26.2831
3 1 -6.7550 5.0678 .622 -21.1662 7.6562
2 -17.0215* 5.0678 .013 -31.4327 -2.6103
4 -5.1496 5.0678 .793 -19.5608 9.2616
4 1 -1.6054 5.0678 .992 -16.0166 12.8058
2 -11.8719 5.0678 147 -26.2831 2.5393
3 5.1496 5.0678 .793 -9.2616 19.5608

*. The mean difference is significant at the .05 level.

B2:



ANOVA
ACTENZIM
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 3051.712 5 610.342 6.110 .000
Within Groups 32963.904 330 99.891
Total 36015.616 335
Multiple Comparisons
Dependent Variable: ACTENZIM
95% Confidence
Mean Interval
Difference Lower Upper
() TRATAMIE  (J) TRATAMIE (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound
Scheffe 1 2 -9.62250* 1.88879 .000 | -15.94549 -3.29951
3 -3.05496 1.88879 .759 -9.37796 3.26803
4 -5.93355 1.88379 .082 [ -12.25654 .38%44
5 -2.49591 1.88879 .883 -8.81890 3.82703
6 -3.69216 1.88379 .576 | -10.01515 2.63083
2 1 9.62250* 1.88879 .000 3.29951 | 15.94549
3 6.56754* 1.88379 .036 .24454 | 12.89053
4 3.68895 1.88379 577 -2.63404 | 10.01194
5 7.12659* 1.88879 .016 .80360 | 13.44953
6 5.93034 1.88379 .082 -.39265 | 12.25333
3 1 3.05496 1.88879 .759 -3.26803 9.37795
2 -6.56754* 1.88379 .036 | -12.89053 -.24454
4 -2.87859 1.88879 .803 -9.20158 3.44440
5 .55905 1.88379 1.000 -5.76394 6.88204
6 -.63720 1.88379 1.000 -6.96019 5.68579
4 1 5.93355 1.88879 .082 -.38044 | 12.25654
2 -3.68895 1.88379 .577 | -10.01194 2.63404
3 2.87859 1.88879 .803 -3.44440 9.20153
5 3.43764 1.88379 .652 -2.88535 9.76063
6 2.24139 1.88879 .923 -4.08160 8.56433
5 1 2.49591 1.88379 .883 -3.82708 8.81890
2 -7.12659* 1.88879 .016 | -13.44958 -.80369
3 -.55005 1.88379 1.000 -6.83204 5.76394
4 -3.43764 1.88379 .652 -9.76063 2.88535
6 -1.19625 1.88879 1995 -7.51924 5.12674
6 1 3.69216 1.88879 .576 -2.63083 | 10.01515
2 -5.93034 1.88879 .082 | -12.25333 .39265
3 .63720 1.88379 1.000 -5.68579 6.96019
4 -2.24139 1.88879 .923 -8.56438 4.08160
5 1.19625 1.88379 .995 -5.12674 7.51924

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos comunmente utilizados como agentes pigmentantes
y antioxidantes por diversos organismos acuaticos. Tienen un efecto sobre el sistema
inmune, lo cual se refleja en una mayor sobrevivencia de las especies en explotacion
comercial. En sistemas de cultivo de peces, el medio no provee los pigmentos en
cantidades adecuadas. Es evidente la necesidad de realizar evaluaciones de la inclusion
de los mismos en dietas para peces de importancia comercial acuicola en México. Con tal
motivo se realizé un experimento para evaluar el efecto de una dieta suplementada con
biomasa pigmentada de (Xanthophyllomyces dendrorhous y Saccharomyces exiguus) en
el pez tilapia (Oreochromis niloticus) y su tolerancia al estrés por hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Diesel). Se establecieron dos bioensayos (B1 con 48 peces en
cuatro tratamientos y B2 con 168 peces en seis tratamientos). Se evaluaron tres dietas
experimentales una dieta comercial (D1), una dieta comercial suplementada con biomasa
pigmentada (D2) y una dieta sin pigmentos (D3), los peces se alimentaron con sus
respectivas dietas durante 28 dias; posteriormente, se aplicd a cada pez una inyeccion
intraperitoneal (IP) de Diesel o aceite de maiz (control) a una dosis de 20 mg/1000 g de
peso promedio. Después de 24 h en B1 y 96 h en B2 se determing la actividad enzimética
de acetilcolinesterasa en el higado de los peces para verificar el estrés causado en los
distintos tratamientos. El rendimiento de produccion de biomasa pigmentada fue de 1.968
+0.057 g¢/l. La dieta suplementada con biomasa pigmentada no provoco efectos altamente
significativos en la tasa de crecimiento especifico con respecto a la dieta comercial
aunque si se registré una diferencia con respecto a la dieta sin pigmentos (P = 0.000,
P<0.05). Los peces expuestos a diesel registraron valores de actividad enzimatica de
acetilcolinesterasa en higado menores a los valores registrados en los peces expuestos a
aceite de maiz en ambos bioensayos, sin embargo, en Bl esta diferencia solo fue
significativa (P = 0.013, P<0.05) entre los peces alimentados con la dieta comercial sin
biomasa pigmentada y expuestos a aceite de maiz y los peces alimentados con la dieta
suplementada con biomasa pigmentada y expuestos a diesel; en B2 el analisis de varianza
mostré que todos los tratamientos de peces expuestos a diesel registraron valores
significativamente diferentes con respecto a los peces alimentados con la dieta comercial
sin biomasa pigmentada y expuestos a aceite de maiz. La dieta comercial suplementada
con biomasa pigmentada no generd efectos significativos en la actividad enzimatica de
acetilcolinesterasa de los peces expuestos a diesel con respecto a las otras dietas
experimentales.
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