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RESUMEN

Un adecuado manejo alimenticio es determinante en el éxito en la acuicultura, dado que el
consumo de alimentos influye directamente en el crecimiento y en la conversion alimenticia
de los organismos. En una produccion semi-intensiva e intensiva, los costos de
alimentacion representan hasta el 80% del total y por esta razén un manejo alimenticio
alternativo al habitualmente empleado (alimentacion diaria) puede ser una estrategia viable
para reducir dichos costos. Explorar el crecimiento compensatorio en los organismos
después de una reduccion en la cantidad de alimento suministrado es una herramienta que
puede ser utilizada para dicho fin. Los juveniles tempranos de la langosta de agua dulce
Cherax quadricarinatus presentaron la capacidad de compensar tanto un moderado como
prolongado periodo de restriccion alimenticia (alimentacion intermitente) y los mecanismos
involucrados fueron la hiperfagia y la mayor conversion alimenticia. La recuperacion del
crecimiento fue total o parcial, dependiendo de la extension del periodo de alimentacion
diaria post-restriccion (periodo de recuperacion). La aplicacion de un periodo de
recuperacion fue imprescindible para inducir la capacidad compensatoria en esta especie.
De los factores que modulan el crecimiento compensatorio, se observo que las dietas
altamente proteicas no afectan dicha capacidad, asi como las tres temperaturas ensayadas
(inferior a la Optima, Optima y superior a la Optima, para el crecimiento de la especie). La
talla tampoco afecté dicha capacidad, pero, influye en la severidad de la respuesta del
periodo restriccion y consecuentemente en el tiempo de recuperacién. La restriccion no
causO severas alteraciones en la estructura, composicion bioquimica y actividad de las
enzimas digestivas de la glandula digestiva, lo que refleja que estos juveniles no

presentarian deficiencias nutricionales. La alta supervivencia observada en los juveniles
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que compensan es otro indicador de que tanto la restriccion alimenticia como la propia

compensacion no causan posteriores dafios en el organismo.

PALABRAS CLAVE: alimentacion intermitente, Cherax quadricarinatus, conversion
alimenticia, crecimiento compensatorio, glandula digestiva, hiperfagia, recuperacion del

crecimiento, reservas energéticas, supervivencia.
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ABSTRACT
An adequate food management is crucial for aquaculture success, due to the fact that food
consumption affects directly the growth and food conversion of organisms. In an intensive
or semi-intensive production, the costs of feeding add up to 80% of the total cost, therefore
an alternate feeding management of the conventionally applied (daily feeding), may be a
feasible strategy to reduce such costs. The exploration of the animals compensatory growth
after a reduction on the amount of food supplied is a tool that can be used for that purpose.
Early juveniles of freshwater crayfish Cherax quadricarinatus, exhibited the ability to
compensate both moderate and extended period of food restriction (intermittent feeding),
where hyperphagia and feeding conversion were the mechanisms involved. Growth
recovery was total or partial depending on the extent of the daily feeding period post
restriction (recovery period). The application of a recovery period was essential for the
promotion of the compensatory ability in this species. Among the factors that modulate
compensatory growth, protein rich diets did not affect this ability, as well as the three
different temperatures assayed (below optimal, optimal, and above optimal for the growth
of this species). Neither did stage of development affect such capacity, but it had an
influence over the severity of the restriction period answer, and the consequent time of
recovery. The restriction did not cause severe alterations upon the structure, biochemical
composition, and digestive enzyme activity of the digestive gland, which reflects the fact
that these juveniles would not have nutritional deficiencies. The high survival rate observed
among the juveniles that compensate is another indicator that feeding restriction as well as

compensation does not cause further damage to the organism.
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CAPITULO 1

Introduccion General



1.1.  Acuicultura de crustaceos y el manejo alimenticio

La acuicultura, es la actividad que permite obtener produccion por medio del cultivo
de organismos acuaticos (animales, vegetales, microorganismos). Segun el informe de la
FAO (2014), la produccion acuicola alcanzé a nivel mundial unos 90,4 millones de
toneladas (equivalente en peso vivo) en 2012 (144 400 millones de USD), de los que 66,6
millones de toneladas correspondieron a la produccién de peces 0seos, Crustaceos,
moluscos, anfibios, tortugas de agua dulce y otros animales acuaticos destinados como
alimento para el consumo humano. La produccion de crustdceos se ha incrementado
anualmente en cantidad y en variedad, representando el 9,7 % del total del volumen
mundial de organismos comestibles y el 22,4 % (30 900 millones de USD) en valor (FAO
2014).

El adecuado manejo alimenticio es uno de los factores determinantes en el éxito de un
proceso productivo en acuicultura, dado que el consumo de alimentos influye directamente
en el crecimiento y en la conversion alimenticia de los organismos (Mohseni et al. 2006).
La eleccidon de un manejo alimenticio ideal, en las diferentes etapas de desarrollo de una
especie, permite mejorar su crecimiento, supervivencia y conversion alimenticia,
contribuyendo asi a la reduccion del desperdicio del alimento suministrado (Kindischi
1988). En este sentido, en la acuicultura moderna se busca desarrollar protocolos
alimenticios que disminuyan los costos y el efecto negativo sobre el medio ambiente, sin
afectar la eficiencia en la produccion. De hecho, en una produccion semi-intensiva e
intensiva, los costos de alimentacion representan del 50 al 80% del total de los costos
(Cortes-Jacinto et al. 2003; Thompson et al. 2010) y por esta razén la aplicacion de un
manejo alimenticio alternativo (restriccion alimenticia) al habitualmente empleado
(alimentacion diaria) puede ser una estrategia viable para reducir dichos costos.

En muchos estudios de crecimiento realizados en especies acuaticas comercialmente
importantes se han utilizado diferentes regimenes de restriccion alimenticia con el objetivo
de mejorar la productividad en los sistemas de produccién. Ademas, existe un particular
interés en el manejo alimenticio que no involucre un suministro diario de alimento y al
mismo tiempo no comprometa la supervivencia y la masa corporal final del organismo
cultivado. Dichas respuestas en la performance de los organismos cultivados pueden ser
logradas con un ahorro en los costos de alimentacion a través del crecimiento
compensatorio (Ali et al.2003; Jobling 2010).

1.2.  Crecimiento compensatorio

El crecimiento compensatorio es un proceso fisiologico caracterizado por una fase de
acelerado crecimiento (alta tasa de crecimiento especifico) después de un periodo de
restriccion alimenticia (o cualquier otra condicion desfavorable), y el organismo que lo
presenta puede alcanzar la masa corporal que hubiese obtenido en ausencia de dicha
restriccion. Durante el crecimiento compensatorio, cuando la trayectoria de crecimiento de
los animales previamente restringidos converge completamente con la trayectoria de
crecimiento de los animales que experimentaron condiciones favorables durante todo el
periodo (como por ejemplo constante disponibilidad de alimento), significa que ocurrio la
completa recuperacion del crecimiento (Jobling 2010). Implicito a la convergencia de las
diferentes trayectorias de crecimiento esta un mayor crecimiento absoluto presentado por el
organismo previamente restringido. En este sentido, el grado de recuperacion del



crecimiento post-restriccion también puede ser del tipo parcial, cuando el organismo
previamente restringido muestra una convergencia hacia la trayectoria de crecimiento de
aquellos animales que no fueron restringidos pero su masa corporal final sigue siendo
menor. Por otro lado, la recuperacion también puede ser de tipo mayor
(sobrecompensacion), cuando el organismo previamente restringido no s6lo muestra una
convergencia hacia la trayectoria de crecimiento de aquellos animales que no fueron
restringidos sino que ademas la supera presentando una masa corporal final mayor.
También existen casos en que no ocurre convergencia hacia la trayectoria de crecimiento
del control, incluso presentando crecimiento compensatorio (Jobling 2010).

La respuesta compensatoria en organismos acuaticos y la recuperacion del
crecimiento es dependiente de diversos factores como la intensidad y extension de la
restriccion alimenticia, la extension del periodo de recuperacion, la calidad y cantidad de la
dieta durante los periodos de restriccion y recuperacion, las variaciones estacionales
(cambios en la temperatura del agua), el comportamiento social (donde la densidad de
cultivo jugara un papel importante) y la ontogenia (cambios en el héabito alimenticio
asociados al estadio de desarrollo) (Hayward et al. 2000; Gaylord y Gatlin 2001; Ali et al.
2003; Cho 2005; Nykéanen 2006; Hagen et al. 2009; Oh et al. 2008; Dong et al. 2013).

Se puede considerar el crecimiento compensatorio como una herramienta a ser
utilizada en la acuicultura y de hecho su aplicabilidad ha sido evaluada en diversas especies
de organismos acuaticos, principalmente en peces (Ali et al. 2003; Sevgili et al. 2012). En
crustaceos decapodos, a pesar de que se registra una menor cantidad de trabajos que en
peces, el crecimiento compensatorio fue evaluado en los camarones Fenneropenaeus
chinensis (Wu et al. 2000, 2001; Wu y Dong 2001,2002a,b; Wei et al. 2008), Litopenaeus
vannamei (Zheng et al. 2008; Wasielesky et al. 2013; Zhu et al. 2014), Macrobrachium
nipponense (Li et al. 2009), M.rosembergii (Singh y Balange 2007; Marques y Lombardi
2011) y en la langosta Astacus leptodactylus (Mazlum et al. 2011).

Existen varias estrategias para la induccion al crecimiento compensatorio como por
ejemplo el uso de restricciones alimenticias. Estas pueden implicar la aplicacion de un
periodo de inanicién continua seguido de un periodo de alimentacion diaria (Wu et al.
2000; Singh y Balange 2007; Wen et al. 2006; entre otros), la aplicacion de periodos de
inanicion ciclica (Wu y Dong 2002a; Li et al. 2009; Mazlum et al. 2011; entre otros), la
aplicacion de un periodo de baja disponibilidad de alimento seguido de un periodo de
alimentacion en los niveles considerados optimos para el crecimiento de la especie (Wu et
al. 2001; Jiwyam 2010), la utilizacion de una dieta subdptima seguida de la utilizacion de
una dieta 6ptima para el crecimiento de la especie (Schwarz et al. 1985; Saether y Jobling
1999; Wu et al. 2001; Sevigli et al. 2012; entre otros). También se registran estudios que
inducen al crecimiento compensatorio manipulando la concentracion de oxigeno y la
temperatura (Wu y Dong 2002b; Wei et al. 2008).

Explorar el crecimiento compensatorio, con el objetivo de lograr una convergencia
completa del crecimiento, en un emprendimiento acuicola trae importantes ventajas porque
se puede obtner una alta produccion de organismos con una reduccion en la cantidad de
alimento suministrado y consecuentemente un ahorro en los costos de produccion. Ademas,
se puede obtener una mejor calidad de agua en el cultivo debido a la reduccién en el
desperdicio del alimento y un aumento en la eficiencia alimenticia (Ali, et al. 2003; Jobling
2010; Turano et al. 2008; Cho y Heo 2011; Sevigli et al., 2012; Yengkokpam et al. 2014).



1.3. Langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus

El cultivo de la langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus ha comenzado a
desarrollarse en tiempos relativamente recientes, no sélo en Australia, de donde son nativas
y habitan en cuerpos de agua dulce como rios y lagos, sino también en varios paises
tropicales y subtropicales, tales como China, Japon, Vietnam, Israel, Ecuador, México,
Espafia, Grecia, Estados Unidos y Argentina (Saoud et al. 2012, 2013). Esta especie
presenta varios atributos biol6gicos y comerciales que la convierten en un organismo
interesante para la acuicultura de crustaceos en nuestro pais. Si bien la especie es nativa de
una region tropical, crece bien a temperaturas comprendidas entre 24 y 30°C, bajo las
cuales alcanza la talla comercial (50-100 g) en un periodo aproximado de 7 meses. Por otro
lado, es capaz de tolerar un amplio rango de condiciones de calidad de agua (incluyendo
bajas concentraciones de oxigeno) y una relativa alta densidad de cultivo. Las hembras
poseen una fecundidad relativamente alta y pueden desovar entre 3 y 5 veces por afio a lo
largo de un periodo de 6 meses, a temperaturas superiores a los 22°C. La fecundacion es
externa y el desarrollo de esta especie es directo, lo que significa que la morfologia del
adulto se alcanza sin atravesar estadios larvales. Durante la oviposicién, los huevos se
adhieren a los pledpodos de la hembra y son transportados y ventilados durante todo el
desarrollo embrionario. Luego de la eclosion, los juveniles | y Il (lecitotréficos)
permanecen sujetos de los pledpodos de la hembra hasta que la reserva de vitelo se agota
siendo el juvenil 111 el primer estadio de vida libre en donde se independizan de la hembra
y buscan la alimentacién exdgena (Levi et al. 1999). Esta caracteristica simplifica en gran
medida la tecnologia empleada para el cultivo de la especie en las distintas etapas de
produccion.

Acerca de su fisiologia digestiva, la especie puede modular algunas caracteristicas en
respuesta a los cambios en los requerimientos nutricionales, en la disponibilidad de
alimento y en el perfil dietario (Masser y Rouse 1997; Panné Huidobro et al. 2004; Saoud
et al. 2013; Sacristan et al. 2014, 2015). Sin embargo, la intensificacion de la produccion se
ve obstaculizada en los sistemas de hatchery y nursery (correspondientes a las etapas
iniciales de desarrollo) por la falta de protocolos eficientes, ademas de una formulacion de
dietas que contengan los requerimientos especificos para el Optimo crecimiento de la
langosta C.quadricarinatus (Saoud et al. 2012,2013).

En Argentina, C. quadricarinatus fue introducida en la década del "90 pero su
crecimiento productivo en campo ha sido poco significativo y en los dltimos afios su
volumen oscilo debido a diferentes motivos segun Wicki et al. (2008): la ausencia de
tecnologia de cultivo desarrollada desde el Estado y el sector privado, lo que supondria su
puesta a disposicion de todos los potenciales productores; a una mala eleccion del sitio de
cultivo en algunos casos y principalmente, a la falta de disponibilidad de juveniles para la
comercializacion, lo que obliga a un productor novel a realizar el ciclo de vida completo de
la especie. Esta carencia produce un “cuello de botella” en su desarrollo inicial, sobre todo
para pequefos agro-acuicultores que no poseen capacidad financiera para asociarse a
empresas que ofrecen sus servicios. Ante esta situacién, el Centro Nacional de Desarrollo
Acuicola (CENADAC) emprendio en el 2005 el desarrollo de las tecnologias de sus
diferentes fases de cultivo, con el objeto de transferirlas a aquellos productores interesados
en adoptarlas. El sistema de cultivo de la especie es por lo general del tipo semi-intensivo
(utiliza una mayor densidad de orgnanismos y hay aporte complementario de alimento
externo, ademas del alimento natural producido) abarcando 4 fases: reproduccion, hatchery,



nursery y engorde. En los estudios desarrollados por el CENADAC, las etapas de hatchery
e nursery corresponden a la sembra de los organismos en alta densidad (100 a 120
individuos/m?®) mientras que en la etapa de engorde se siembra con una densidad baja (1 o
2 individuos/m?) (Wicki et al. 2008).

Acerca de los aspectos nutricionales de la especie, la misma posee un habito
alimenticio no selectivo lo que permite la incorporacion de una amplia gama de
ingredientes a base de plantas y animales en formulaciones de los alimentos balanceados
para la acuicultura (Jones 1990; Campafa-Torres et al. 2005, 2006, 2008). Dicha
caracteristica podria estar relacionado con la gran variedad de enzimas digestivas
(proteasas, lipasas y amilasas) encontradas en la glandula digestiva (Figueiredo et al. 2001),
comunmente llamada hepatopéancreas (Van Weel 1974). En los crustaceos, la glandula
digestiva es utilizada para monitorear la salud de los animales en cultivo dado que es el
sitio donde ocurre la digestion, absorcion y reserva de nutrientes, ademas de la sintesis y
secrecion de enzimas digestivas (Vogt et al. 1985; Icely y Nott 1992; Johnston et al. 1998;
Sousa y Petriella 2000). Este 6rgano es compacto, bilobulado y ocupa la mayor parte del
cefalotérax. Histologicamente, presenta una estructura tubular (Cuartas et al. 2002; Sousa y
Petriella 2006), formado por un epitelio con distintos tipo celulares. Las células E o
embrionarias son escasas y se ubican en el extremo distal de los tibulos. Presentan las
caracteristicas histoldgicas tipicas de células indiferenciadas, y son el Gnico tipo celular que
sufre mitosis. Las células R o de resorcién, son las células mas comunes en el epitelio de la
glandula digestiva y se encuentran en la zona media y proximal de los tdbulos; son
cilindricas, presentan vacuolas sub-apicales caracteristicas y su nucleo se ubica hacia la
region basal de la célula. Su funcion es la reserva de lipidos y glucégeno que pueden ser
movilizados para proveer energia durante periodos de restriccion de alimento, muda o
reproduccion. Las células B o “blisterlike” se encuentran en la zona media y proximal de
los tabulos y presentan una gran vacuola central que desplaza al nicleo hacia su base. Estas
células son responsables de la digestion intracelular, concentrando los materiales
absorbidos del lumen en la gran vacuola. Las células F o fibrilares son menos frecuentes y
se encuentran dispersas entre las células B y las R células a lo largo de las zonas media y
proximal de los tubulos. Estas células son cilindricas y se caracterizan por presentar un
citoplasma basdéfilo y un gran nucleo basal con nucléolo evidente. Su funcion comprende la
sintesis de enzimas digestivas (Verri et al. 2001).

Se han realizado numerosas investigaciones sobre los requerimientos nutricionales de
C. quadricarinatus desarrolladas en juveniles de masa corporal mayor a 1 gramo, juveniles
pre-adultos (10-30 gramos y que no estan en la etapa de maduracion) y adultos (> 30
gramos y en la etapa de maduracién) (Villarreal-Colmenares 2002; Cortés-Jacinto et al.
2004a,b), sin embargo, se registran escasas investigaciones sobre la nutricion de juveniles
en las etapas iniciales de desarrollo que involucra a los juveniles en estadio Il (primer
estadio que se independiza de la madre) de 20 mg hasta los juveniles de 1 gramo (Calvo et
al. 2011, 2012, 2013).



1.4.  Objetivos generales

En base a los aspectos previamente introducidos, la propuesta de la tesis es investigar
si los juveniles de la langosta de agua dulce C. quadricarinatus poseen la capacidad de
compensar una restriccion alimenticia (objetivo 1), si ocurre dicha compensacion cuales
serian los factores que estarian modulando esta respuesta (objetivo 2) y si la aplicacion de
la restriccion alimenticia ocasiona algin impacto en la calidad de agua del cultivo (objetivo
3).

La presente tesis brindara informaciones sobre la posibilidad de la aplicacion del
crecimiento compensatorio como un herramienta para incrementar la productividad en las
haciendas acuicolas de la langosta de agua dulce a través de un ahorro en la cantidad de
alimento utilizado. Ademas, este tipo de respuesta puede generar una reduccion del
desperdicio del alimento y a su vez podria reducir la descarga de los nutrientes de dichos
cultivos hacia el medio ambiente.

1.5.  Organizacion de la tesis

La tesis esta organizada en 6 capitulos. En el Capitulo 1 se realiza una breve
descripcion del estado de la acuicultura resaltando la importancia de la produccion de
crustaceos. En este contexto, el concepto del crecimiento compensatorio y su importancia
en los sistemas de produccion acuicola también son incluidos, asi como una breve
informacidn sobre el modelo experimental utilizado.

En el Capitulo 2 se evalud el efecto de la alimentacion intermitente sobre las
respuestas de crecimiento y supervivencia en los juveniles de C. quadricarinatus, con el
objetivo de buscar un protocolo de restriccion alimenticia adecuado para inducir al
crecimiento compensatorio en la especie.

En el Capitulo 3, se evaluaron las respuestas de crecimiento, supervivencia y estado
nutricional de juveniles de C. quadricarinatus después de exponerlos a diferentes
extensiones de restriccion alimenticia, con el objetivo de buscar un protocolo que sea
nutricionalmente adecuado para la especie y que pueda inducir al crecimiento
compensatorio.

En el Capitulo 4, se evalu6 la induccion al crecimiento compensatorio en los
juveniles de C. quadricarinatus y algunos factores moduladores de dicha respuesta (talla y
dieta), ademas de las respuestas fisioldgicas asociadas a la respuesta compensatoria y el
impacto de la restriccion alimenticia en la calidad de agua.

En el Capitulo 5, se evalud el efecto de la temperatura sobre el crecimiento
compensatorio en los juveniles de C. quadricarinatus, ademas de los mecanismos
responsables por dicha respuesta.

Finalmente los resultados obtenidos en los capitulos anteriores fueron integrados en una
discusion general, en la cual se destacan las conclusiones y principales aportes de la tesis.
Dichas consideraciones finales constituyen el Capitulo 6.



CAPITULO 2

Evaluacion del crecimiento y sobrevida en juveniles de la langosta de agua dulce
Cherax quadricarinatus expuestos a diferentes regimenes de restriccion alimenticia:
seleccion de tratamientos para el estudio del crecimiento compensatorio

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados
como:

Stumpf, L., Calvo N.S., Pietrokovsky, S., Lopez Greco, L.S.

Nutritional vulnerability and compensatory growth in early juveniles of the “red
claw "crayfish Cherax quadricarinatus (Parastacidae).

Aquaculture Junio 2010; 304 (1-4): 34-41.



2.1. Introduccién

El adecuado manejo del alimento en la acuicultura es esencial para reducir los costos
de produccion, de los cuales la alimentacion comprende alrededor del 50% o0 maés
dependiendo del sistema de cultivo (Cortés-Jacinto et al. 2003; Thompson et al. 2010). En
este sentido, la investigacion sobre la resistencia o tolerancia de la especie a ser cultivada
frente a periodos de escasez del alimento o inanicion, se hace primordial para lograr una
eficiente reduccion de dichos costos. En la naturaleza, la capacidad de las larvas/juveniles
de crustaceos para tolerar periodos de inanicion suele ser esencial para la supervivencia ya
que en sus habitats puede ocurrir gran variabilidad en la disponibilidad de alimento (Anger
2001). En ese contexto, el conocimiento de la vulnerabilidad nutricional durante el estadio
inicial de desarrollo es importante para buscar un protocolo de restriccién alimenticia sin
que el mismo comprometa la supervivencia y el crecimiento del organismo.

Otro modo de reducir los costos en la alimentacion es obtener ventaja del proceso
conocido como crecimiento compensatorio (Ali et al. 2003; Jobling 2010), considerado
como una viable herramienta de manejo a ser aplicada en la acuicultura (Miglavs y Jobling
1989; Jobling y Kostela 1996; Gaylord y Gatlin 2001; Ali et al. 2003; Eroldogan et al.
2006; entre otros). Particularmente, el crecimiento compensatorio ha sido investigado en
diversas especies de peces, mientras que en crustaceos decapodos se registran una menor
cantidad de trabajos. Por consiguiente, una adecuada exploracion del crecimiento
compensatorio puede traer muchas implicaciones practicas en un emprendimiento acuicola
como por ejemplo: la maximizacion de la tasa de crecimiento, la maximizacion de la
eficiencia alimenticia, la reduccion de los desperdicios alimenticios, lo cual mejoraria la
calidad del agua y la reduccion de los costos directos con alimento y personal, al no tener
que alimentar a los animales diariamente (Heide et al. 2006; Oh et al. 2008).

Los estudios que evalian el crecimiento compensatorio en crustaceos que son
cultivados han sido desarrollados en el camarén marino chino F. chinensis (Wu et al. 2001;
Wu y Dong 2001,2002a, 2002b; Wei et al. 2008), en el camardn blanco del Pacifico L.
vannamei (Zheng et al. 2008; Wasielesky et al. 2013; Zhu et al. 2014), en el camaron de
agua dulce M. nipponense (Li et al. 2009) y en el camar6on gigante de Malasia M.
rosembergii (Singh y Balange 2007; Marques y Lombardi 2011). En dichos estudios se
utilizaron diferentes protocolos de restriccion alimenticia para la induccion de una
respuesta compensatoria como por ejemplo: cultivos en condiciones de alta densidad, en
condiciones de hipoxia, en diferentes temperaturas, con reduccion de la proteina dietaria,
con reduccion de la cantidad de alimento ofrecido y periodos de inanicion. Cuando se
utilizo la inanicion, ésta fue aplicada como un unico periodo (a corto o largo plazo) o como
multiples periodos de inanicion (alternando dias de inanicion con dias de alimentacion).

Con respecto a los estudios realizados sobre la nutricion y alimentacion de la langosta
de agua dulce C. quadricarinatus, éstos han sido desarrollados principalmente en las etapas
de engorde de la especie, es decir, organismos pre-adultos (masa corporal entre 10 a 30g) y
adultos (masa corporal mayor a 30g) (Villareal-Colmenares 2002), mientras que hay pocos
estudios en las etapas de hatchery (masa corporal entre 0,015g a 1g) y de nursery (masa
corporal entre 1g a 10g) (Jones 1995; Parnes y Sagi 2002; De Yta 2009). Hasta el
momento, Calvo et al. (2009, 2011, 2012, 2013) han aportado significativamente en el
conocimiento sobre la nutricion durante la fase inicial de desarrollo de la especie a traves
del estudio de la flexibilidad nutricional de los estadios juveniles. Por otro lado, no hay



registros de la exploracién de protocolos de alimentacion que sean alternativos al utilizado
en la practica habitual de cultivo (alimentacion diaria) de la especie.

2.2. Objetivo

Con todo lo anteriormente expuesto, el objetivo de este capitulo fue evaluar las
respuestas de crecimiento y supervivencia en los juveniles recién independizados de la
madre (juveniles en estadio I11) y expuestos a diferentes dias de alimentacién intermitente.
Los tratamientos con las mejores respuestas en la performance seran seleccionados para la
busqueda de un protocolo de restriccion alimenticia con el propdsito de inducir el
crecimiento compensatorio en la especie.

En el marco de este objetivo se plantearon las siguientes hipétesis:

Hipotesis 2.1: Los juveniles sometidos a la alimentacion intermitente son capaces de
compensar tales restricciones, presentando similar crecimiento y sobrevida que aquellos
juveniles sometidos a la alimentacion diaria.

Hipotesis 2.2: Los juveniles que empiezan el ciclo de alimentacion intermitente con
alimentacién presentan mejor respuesta en crecimiento y sobrevida que aquellos que
empiezan el ciclo de alimentacion intermitente con inanicion.

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Condiciones experimentales del plantel de reproductores para la obtencion de
los juveniles

El plantel de reproductores utilizados para la obtencion de los juveniles provino de la
hacienda acuicola Las Golondrinas, ubicada en la provincia de Entre Rios, Argentina, en el
afio 2007. En el laboratorio, fueron seleccionadas hembras con masa corporal entre 50 a
70g y machos entre 70 a 100g. Las langostas fueron distribuidas separadamente por sexo y
aclimatadas en acuarios de 60cm x 40cm x 30cm conteniendo 30L de agua declorada a
temperatura ambiente, pH 7,5-7,8, dureza 50-200mg/L CaCOjz y con un sistema de
aireacion constante. Se armaron grupos de 5 ejemplares por acuario con la inclusion de 4
cilindros de PVC de 10cm de diametro por 25cm de largo que se utilizaron como refugios
(Jones 1995; Vézquez y Lopez Greco 2007). Esta fase de aclimataciéon tuvo una duracion
de 2 a 3 semanas, con un aumento gradual de la temperatura en el transcurrir de las
semanas, mediante calefactores ATMAN de 75 o 100W, hasta que alcanzaron la
temperatura Optima para la reproduccion de la especie que es de 26 + 1°C (Jones 1997). El
fotoperiodo fue de 14h luz: 10h oscuridad (Jones 1997) y el plantel fue alimentado
diariamente ad libitum con Elodea sp y alimento balanceado para peces tropicales
(TETRA®), compuesto por 47,5% de proteina bruta, 6,5% de lipidos, 2,0% de fibra, 6,0%
de humedad, 1,5% de fdsforo, 0,01% de vitamina C y 0,8 % de &cidos grasos omega-3. Este
alimento es habitualmente utilizado en el laboratorio con excelentes resultados en la
supervivencia, crecimiento y reproduccion (Sanchez De Bock y Lépez Greco 2010; Tropea
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et al. 2010; entre otros). Semanalmente se extrajo agua de los acuarios mediante sifoneo,
con 100% de recambio del volumen de agua.

Luego de la etapa de aclimatacion, las langostas fueron redistribuidas utilizando una
proporcion sexual de 4 hembras: 1 macho en cada acuario y se mantuvieron las mismas
condiciones controladas de temperatura, calidad de agua, fotoperiodo y alimentacién
mencionados anteriormente. Semanalmente se revisaron los acuarios para la deteccion de
hembras ovigeras y una vez detectadas, las hembras fueron separadas y colocadas
individualmente en un acuario con un cilindro de PVC, en las mismas condiciones
experimentales que estaban expuestas. Los juveniles (alrededor de 300 juveniles
eclosionados por hembra) fueron separados de la hembra una vez independizados (estadio
juvenil 111).

2.3.2. Procedimiento experimental

Se realizaron dos experimentos. Para cada experimento fueron utilizados juveniles de
al menos 4 hembras ovigeras para garantizar la variabilidad genética. Un total de 200
juveniles en estadio JII (masa corporal de 15,79+£1,71 mg) fueron utilizados en cada uno
de los experimentos (Figura 2.1). Al iniciar los experimentos, 10 juveniles recién
independizados de cada hembra fueron secados con papel absorbente para la determinacion
de la masa corporal inicial (en base himeda) utilizando una balanza analitica “OHAUS,
Pioneer™” (precision de 0,0001g). Luego, un pool de los juveniles restantes de cada
hembra fue seleccionado y transferido individualmente a un envase plastico (250 cm®) con
200 ml de agua declorada (proveniente de un tanque de 200 L de agua dulce expuesto a
aireacion constante) con el agregado de un trozo de red cebollera (3cm x 3 cm) utilizada
como refugio (Figura 2.2). Durante los ensayos, los envases plasticos fueron limpiados
diariamente con renovacion del 100% del agua para asegurar la remocién del alimento no
consumido. Los cambios diarios del agua fueron necesarios para mantener los niveles de
amonio y nitrito indetectables, asegurando una alta calidad de agua (Meade y Watts 1995).
Se realizaron observaciones 2 veces al dia (a la mafiana y a la tarde) para el registro de
mudas y muertes. La unidad experimental (u.e.) fue cada juvenil individualizado en un
envase pléstico.
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Figura 2.1. Juveniles de Cherax quadricarinatus recién independizados de la hembra.
Juvenil en estadio I11 (detalle en el lado derecho inferior).

Figura 2.2. Envases plasticos (u.e.) utilizados en ambos experimentos. Agregado de red
cebollera como refugio para el juvenil en estadio I1l de C. quadricarinatus (detalle en el
lado derecho inferior).

El tipo de restriccion alimenticia aplicada en ambos experimentos fue considerada
moderada ya que consistio en dias de alimentacion alternados con dias de inanicion
(ALIMENTACION INTERMITENTE). La extension de la restriccion fue hasta que el
juvenil en estadio Il mudara al estadio IV. Este periodo fue denominado PERIODO DE
RESTRICCION vy al finalizar (cuando se produjo la ecdisis al estadio 1V) fue seguido por
un periodo de alimentacion diaria, que fue denominado PERIODO DE RECUPERACION y
se extendid hasta el dia 30 del experimento (Figura 2.3a). Cada experimento tuvo 10
regimenes alimenticios: 8 tratamientos de alimentacion-inanicion y dos controles
(alimentacién continua e inanicion continua). Los individuos del experimento 1 empezaron
la alimentacion intermitente recibiendo alimento y los individuos del experimento 2 lo
empezaron siendo expuestos a la inaniciéon. En los dias de alimentacion el alimento fue
suministrado ad libitum y con la frecuencia de 1 vez al dia. El alimento utilizado (TETRA
®) fue el mismo utilizado para la alimentacién del plantel reproductivo, descripto
anteriormente.
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c)
Experimento 2: Intermitencia que empieza con inanicion "
IC
AC
IA1]
Figura 2.3. Protocolo experimental utilizado en los juveniles en estadio Il de C.

quadricarinatus. (a) Esquema general de alimentacion utilizado en ambos experimentos;
(b) tratamientos y controles aplicados durante el Periodo de Restriccidn en el experimento
1 y (c) tratamientos y controles aplicados durante el Periodo de Restriccion en el

experimento 2. - Dia de alimentacion y D dia de inanicion.

2.3.2.1. Experimento 1- Juveniles que empiezan el Periodo de Restriccion con
ALIMENTACION

Los regimenes alimenticios fueron: All (alimentacion por 1 dia + inanicion por 1
dia), Al2 (alimentacién por 2 dias + inanicién por 2 dias), Al3 (alimentacion por 3 dias +
inanicion por 3 dias), Al4 (alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias), Al5
(alimentacién por 5 dias + inanicion por 5 dias), Al6 (alimentacién por 6 dias + inanicion
por 6 dias), Al7 (alimentacion por 7 dias + inanicién por 7 dias), Al8 (alimentacion por 8
dias + inanicion por 8 dias), AC* (alimentacion continua) y IC (inanicién continua) (Figura
2.3b). Cada régimen fue aplicado a 20 juveniles (réplicas). *Cabe aclarar que se ha
utilizado el término alimentacién continua (AC) a lo largo de toda la tesis esta siguiendo el
uso habitual en la literatura del tema pero la alimentacion continua significa que todos los
dias (1 vez al dia) los animales reciben alimento.

2.3.2.2. Experimento 2 - Juveniles que empiezan el Periodo de Restriccion con
INANICION

Los regimenes alimenticios fueron: 1Al (inanicion por 1 dia + alimentacion por 1
dia), 1A2 (inanicion por 2 dias + alimentacion por 2 dias), I1A3 (inanicion por 3 dias +
alimentacion por 3 dias), 1A4 (inanicion por 4 dias + alimentacion por 4 dias), A5
(inanicion por 5 dias + alimentacion por 5 dias), IA6 (inanicién por 6 dias + alimentacion
por 6 dias), A7 (inanicion por 7 dias + alimentacion por 7 dias), A8 (inanicion por 8 dias
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+ alimentacion por 8 dias), AC (alimentacion continua) y IC (inanicion continua) (Figura
2.3c). Cada régimen fue aplicado a 20 juveniles (réplicas).

2.3.3. Variables registradas, calculos y anélisis estadistico

La frecuencia de individuos que mudaron del estadio 111 al estadio IV y sobrevivieron
(muda exitosa), asi como el tiempo de intermuda fueron registrados. La masa corporal (en
miligramos y en base hiumeda) fue determinada al final del periodo de restriccion y al final
del periodo de recuperacion (dia 30). EI nimero de mudas fue registrado durante todo el
periodo experimental y la supervivencia fue calculada al finalizar los experimentos.

Los célculos utilizados fueron:

(1) Frecuencia de individuos que mudaron exitosamente al estadio IV (FM, %) =
[nimero de individuos que mudaron al estadio 1/ nimero de individuos en estadio 111]
*100.

(2) Intermuda 111 — IV = tiempo en dias que cada individuo en estadio 111 demoré en
mudar al estadio IV.

(3)  Tasa de crecimiento especifico (TCE, %/dia) = [In (masa final) — In (masa inicial) /
(tiempo)] *100.

(4)  Numero de mudas (NM) = nimero de mudas exitosas de cada individuo durante
todo el tiempo experimental.

(5)  Supervivencia (S, %) = [nimero de individuos vivos al finalizar el experimento/
numero de individuos vivos al iniciar el experimento] *100.

Para el célculo de la intermuda IlI-IV no fueron considerados los datos de los
individuos que murieron al mudar. Lo mismo fue aplicado para el calculo de los dias de
alimentacion durante el periodo de restriccion. Para el calculo del nimero de mudas, fueron
considerados los datos de los juveniles que llegaron vivos al final del experimento.

Los valores expresados para cada variable estudiada fueron el promedio de las
réplicas con su error estandar, excepto para la FM y S, que son proporciones. Las
diferencias entre promedios y proporciones fueron consideradas significativas cuando P<
0,05. El programa estadistico utilizado fue el INFOSTAT (Infostat version 2014, Grupo
Infostat, FCA-UNC, Argentina).

El disefio experimental fue el completamente aleatorizado (DCA). La prueba
paramétrica (Analisis de Varianza — ANOVA) fue aplicada a las variables después del
cumplimiento de los supuestos de normalidad (prueba de Shapiro-Wilks) y homogeneidad
de varianza (prueba de Levene) de los residuos y cuando fue necesario los datos fueron log-
transformados para cumplir con dichos supuestos. En el caso de incumplimiento de los
supuestos fue aplicada la prueba no paramétrica (Prueba de KrusKal-Wallis). Las
comparaciones multiples entre tratamientos y control AC fueron realizadas a través del test
de Dunnet (paramétrico) o Mann-Whitney (no paramétrico) (Zar 1999).

Los datos categdricos como frecuencia de muda y supervivencia fueron analizados a
través de la tabla de contingencia utilizando la prueba del Chi-cuadrado de Pearson y las
comparaciones multiples entre tratamientos y control de alimentacion continua fueron
realizados a traves de la prueba de Irwin-Fisher para comparacion de proporciones (Zar
1999).
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2.4. Resultados

En ambos experimentos la ecdisis durante el periodo de restriccion fue dependiente
de los regimenes alimenticios (ng; 0905= 79,01; P< 0,0001 en el experimento 1y ng; 0,95=
98,72; P< 0,0001 en el experimento 2) y no se observaron mudas en los juveniles expuestos
a la inanicién continua (IC) (Figura 2.4a y b). En el experimento 1, los juveniles expuestos
a la restriccion que empezd con alimentacion tuvieron una proporcion de mudas exitosas
similar a los juveniles expuestos a la alimentacion continua (AC) (Figura 2.4a).

En el experimento 2, la mayoria de los juveniles expuestos a la restriccion que
empezaron con inanicion (1A4, 1A5, 1A6, IA7 e 1A8) tuvieron un menor porcentaje de
mudas exitosas en relacion al control AC (Figura 2.4b).
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Figura 2.4. Frecuencia de juveniles I1l de C. quadricarinatus que mudaron exitosamente
del estadio Ill al estadio 1V durante el periodo de restriccion. (a) Experimento 1 y (b)
experimento 2. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre cada régimen
alimenticio y el control de alimentacion continua (AC). All: alimentacion por 1 dia +
inanicion por 1 dia, Al2: alimentacion por 2 dias + inanicion por 2 dias, Al3: alimentacion
por 3 dias + inanicién por 3 dias, Al4: alimentacion por 4 dias + inanicién por 4 dias, Al5:
alimentacion por 5 dias + inanicion por 5 dias, Al6: alimentacion por 6 dias + inanicion por
6 dias, Al7: alimentacidn por 7 dias + inanicion por 7 dias, Al8: alimentacidn por 8 dias +
inanicioén por 8 dias, IA1: inanicion por 1 dia + alimentacion por 1 dia, IA2: inanicion por 2
dias + alimentacion por 2 dias, 1A3: inanicion por 3 dias + alimentacion por 3 dias, 1A4:
inanicion por 4 dias + alimentacion por 4 dias, IA5: inanicidn por 5 dias + alimentacion por
5 dias, 1A6: inanicion por 6 dias + alimentacion por 6 dias, IA7: inanicién por 7 dias +
alimentacion por 7 dias, IA8: inanicidn por 8 dias + alimentacion por 8 dias, IC: inanicién
continua y AC: alimentacién continua.

En el experimento 1, el tiempo de intermuda durante el periodo de restriccién no
difirié significativamente entre los regimenes alimenticios (Hs=14,56; P= 0,0583), aunque
se observd una tendencia a una intermuda mas prolongada en juveniles expuestos al
tratamiento Al3 en relacion a AC (Figura 2.5a).

En el experimento 2, el tiempo de intermuda difirié significativamente entre los
regimenes alimenticios (H;= 25,34; P= 0,0006). Se observo una intermuda més prolongada
en juveniles expuestos a los tratamientos 1A3, 1A4, 1A5 e IA7 en relacién a AC y un solo
individuo logro alcanzar el estadio IV en el tratamiento A8 (Figura 2.5b).
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b) Empezaron con inanicién
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Figura 2.5. Tiempo de intermuda del estadio Ill al estadio IV de C. quadricarinatus
durante el periodo de restriccion. (a) Experimento 1 y (b) experimento 2. El asterisco (*)
indica diferencias significativas entre cada régimen alimenticio y el control de alimentacion
continua (AC). Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 2.4.

En el experimento 1, los juveniles expuestos a tratamientos All, Al2 y Al4 recibieron
significativamente menos alimento (Hs= 41,54; P< 0,0001) en relacion al control AC,
durante el periodo de restriccion (Figura 2.6a). En el experimento 2, los juveniles expuestos
a tratamientos 1AL, 1A2, A3 e IA4 recibieron significativamente menos alimento (H;=
28,96; P=0,0001) en relacion al control AC (Figura 2.6b).
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Figura 2.6. Dias de alimentacion durante el periodo de restriccion en juveniles de C.
quadricarinatus. (a) Experimento 1y (b) experimento 2. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre cada régimen alimentico y el control de alimentacion continua (AC).
Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 2.4.

En el experimento 1, al finalizar el periodo de restriccidn, los juveniles expuestos al
tratamiento AIl1l crecieron significativamente menos (Hg= 25,24; P= 0,0014) que los
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juveniles expuestos a AC (Figura 2.7a) mientras los que juveniles expuestos a los demas
tratamientos presentaron la misma tasa de crecimiento que el control de alimentacion. Al
finalizar el periodo de recuperacion, los juveniles de todos los tratamientos presentaron la
misma tasa de crecimiento que AC y no se observaron diferencias significativas (Hs= 6,25;
P=10,6190) (Figura 2.7a).

En el experimento 2, al finalizar el periodo de restriccion, los juveniles expuestos al
tratamiento 1AL, 1A2, 1A3, A4, 1A5 e IA7 crecieron significativamente menos (H;= 41,44;
P< 0,0001) que los juveniles expuestos a AC (Figura 2.7b). Al finalizar el periodo de
recuperacion, se observaron diferencias significativas (Hs= 13,13; P= 0,0219) y los
juveniles de los tratamientos 1A2 y 1A3 presentaron una tasa de crecimiento mayor que la

de AC (Figura 2.7b).
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Figura 2.7. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus durante los periodos de
restriccion y recuperacion. (a) Experimento 1 y (b) experimento 2. En cada periodo, el
asterisco (*) indica diferencias significativas entre cada regimen alimenticio y el control de
alimentacion continua (AC). Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de
la figura 2.4.

En el experimento 1, aunque el analisis no paramétrico fue significativo (Hg= 17,63;
P=0,0241), el nimero de mudas fue similar (2,4+0,08) entre los tratamientos y el control
de alimentacién, cuando se realizaron los contrastes. Al finalizar el experimento, los
juveniles expuestos previamente al tratamiento All presentaron una significativa menor
supervivencia en relacién a AC (ng; 095= 28,81; P=0,0007) (Figura 2.8a).

El experimento 2, el nimero de mudas fue similar (2,4+0,12) entre los tratamientos y
el control de alimentacion (Hs= 4,33; P=0,4003). Al finalizar el experimento, los juveniles
expuestos a AC tuvieron baja supervivencia asi como los previamente expuestos a 1A1,
IA3, IA4 y IA5 que no difirieron significativamente del control (ng; 095= 60,66; P<
0,0001). Sin embargo, los juveniles expuestos a A2 presentaron una mejor supervivencia
en relacion a AC (Figura 2.8b).
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b) Empezaron con inanicién
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Figura 2.8. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus al finalizar los
experimentos. (a) Experimento 1 y (b) experimento 2. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre cada régimen alimentico y el control de alimentacién continua (AC).
Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 2.4.

2.5. Discusién

El presente capitulo constituye el primer trabajo en el que se investigo el efecto de la
alimentacion intermitente sobre el crecimiento y supervivencia del juvenil de la langosta de
agua dulce C. quadricarinatus.

Se observé que los juveniles recién independizados (estadio 111) no logran mudar al
siguiente estadio sin alimentacion y el tiempo de vida de estos juveniles fue de
aproximadamente 12 dias. En los dos primeros estadios de vida de C. quadricarinatus
después de la eclosion (estadio | y Il) ocurre un incremento en la tasa de ingestiéon de
proteina del vitelo remanente en el embrion lo que probablemente esta relacionado con una
alta demanda energética para la diferenciacion y crecimiento (Garcia-Guerrero et al. 2003).
A razon de eso, la alimentacion exdgena durante el estadio 111 es sumamente importante ya
que las reservas energéticas provenientes del vitelo (proteinas y lipidos) quedan
practicamente consumidas al finalizar el estadio I1.

En el actual trabajo, los juveniles que tuvieron al menos 3 dias de alimentacion,
consecutivos 0 no (tratamientos All, Al2, Al3, Al4, 1A, IA2 e 1A3), pudieron mudar
exitosamente al siguiente estadio. Por otro lado, fueron pocos los juveniles (< 20%) que
pudieron lograr una muda exitosa cuando fueron sometidos inicialmente a mas de 4 dias de
inanicion (experimento 2). Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Calvo et
al. (2009) referidos a la vulnerabilidad nutricional, los cuales muestran que el juvenil 1l
necesita 4,8+0,6 dias de alimentacion consecutiva para acumular suficiente reserva y de
este modo mudar, mientras que con 4,3+0,3 dias de inanicion inicial el juvenil Il pierde la
capacidad de recuperacién después del estrés nutricional, incluso después de una
alimentacion diaria.
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Otro efecto notable de haber empezado el estadio Ill con inanicion fue la extension
del periodo de intermuda (estadio 11l a 1V), la cual fue incrementando a partir de los tres
dias de inicial inanicion. Dicha respuesta podria ser una consecuencia de un retraso en la
produccion de la hormona de la muda como lo observado por Anger (2001) en otras
especies de crustaceos decapodos marinos que sufrieron inanicion temporal en la fase
inicial del desarrollo.

En relacion al crecimiento durante el periodo de restriccion, los juveniles expuestos al
90% de los tratamientos que empezaron con alimentacion (experimento 1) no fueron
afectados por dicha restriccion. Particularmente, los juveniles de los tratamientos Al2, Al3
y Al4 tuvieron entre 15-30% menos disponibilidad de alimento cuando fueron comparados
con el control AC. A su vez, el crecimiento sigui6 siendo similar al control AC durante el
periodo de recuperacion, con la inclusion del tratamiento All que previamente habia sido
menor. Por lo tanto, en el experimento 1 no se detectd crecimiento compensatorio por parte
de los juveniles previamente restringidos pero si una alta tolerancia frente a cortos periodos
de escasez de alimento.

En cambio, los juveniles de todos tratamientos que empezaron la restriccién con
inanicion (experimento 2) crecieron menos que el control. Particularmente, los juveniles de
los tratamientos 1AL, 1A2 e 1A3 tuvieron 40% menos disponibilidad de alimento cuando
fueron comparados con el control AC. Sin embargo, el crecimiento durante el periodo de
recuperacion en casi todos los tratamientos se equipar6 al control AC, con la excepcion de
los tratamientos A2 e IA3 que presentaron un mayor crecimiento. Por lo tanto, en el
experimento 2 se detectd crecimiento compensatorio por parte de estos juveniles
previamente restringidos.

Exponer los juveniles a la inanicion al empezar el estadio 111 (experimento 2) impactd
en su supervivencia y esta fue muy baja en practicamente todos los regimenes alimenticios.
Sin embargo, en el experimento 1, se observd una menor supervivencia solamente en el
tratamiento All.

En sintesis, haber empezado la restriccion con alimentacion (experimento 1) no
afecté la performance del juvenil (similar crecimiento y sobrevida que aquellos
sometidos a la alimentacion diaria) durante el periodo de restriccidn y de recuperacion. Por
otro lado, haber empezado la restriccion con inanicion (experimento 2) afecto la
performance de los juveniles, como lo indica la menor proporcion de mudas exitosas, el
mayor tiempo de intermuda, el menor crecimiento inicial durante el periodo de restriccion y
menor supervivencia en la mayoria de los tratamientos durante el periodo de recuperacion.
En ambos experimentos, los juveniles que crecieron menos que AC durante el periodo de
restriccion, se recuperaron y alcanzaron los niveles de crecimiento del control durante el
periodo de recuperacion. Todos estos resultados llevan a no_rechazar parcialmente la
hipdtesis de trabajo 2.1, que predice que los juveniles sometidos a la alimentacion
intermitente son capaces de compensar tales restricciones, presentando similar crecimiento
y sobrevida que aquellos juveniles sometidos a la alimentacion diaria, y a no rechazar la
hipdtesis _de trabajo 2.2, que predice que los juveniles que empiezan el ciclo de
alimentacion intermitente con alimentacion presentan mejor respuesta en crecimiento y
sobrevida que aquellos que empiezan el ciclo de alimentacidn intermitente con inanicion.

Segun los trabajos de Garcia-Guerrero (2003) y Luo et al. (2008), las reservas de
proteinas y lipidos son utilizadas para la sintesis del tejido, 6rganos y otros sistemas durante
el desarrollo embrionario del C.quadricarinatus y debido a esta deplecion de los nutrientes
es que resulta ser de gran importancia una alimentacion inmediatamente después de la
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independencia de la madre (estadio I11). Ademas, Gu et al. (1996) observo una reduccion
del 4% y 8% en el contenido de proteinas totales cuando juveniles de C. quadricarinatus
(~130 mg) fueron expuestos a la inanicién durante 3 y 12 dias consecutivos. Entonces se
concluye que los juveniles Il se mostraron mas resistentes a la alimentacion intermitente
cuando ésta empieza con alimentacion.

Alternar dias de alimentacion con dias de inanicién ha sido utilizado como protocolo
de restriccion, aunque la mayoria de los estudios estdn concentrados en evaluar el
crecimiento compensatorio después de periodos de total o parcial privacion del alimento.
Los trabajos que evaluaron la intermitentencia en crustaceos decapodos seran brevemente
descriptos a seguir: Mazlum et al. (2011) aplicaron en la langosta de agua dulce A.
leptodactylus (~ 44 mg) la inanicion intermitente de 2, 3, 6 4 dias durante 90 dias, con
buenos resultados en crecimiento y supervivencia. De modo similar, también fue lo
observado por Li et al. (2009) en el camardn de agua dulce M. nipponense (~ 0,60 g)
expuesto a la inanicion intermitente de 2,4 6 8 dias durante 18 dias. Diversos ciclos de
inanicion y alimentacion también fueron aplicados en el camarén marino F. chinensis (~ 2
g) durante 32 dias por Wu y Dong (2002a) con satisfactorios resultados en el crecimiento y
supervivencia. Vale resaltar que en todas estas especies, este tipo de restriccion alimenticia
fue aplicado en un estadio de desarrollo mas avanzado, es decir, con previa alimentacion
del organismo siendo el presente estudio el primero en aplicar este protocolo en juveniles
de temprano desarrollo.

Finalmente, los tratamientos con las mejores respuestas en la performance fueron los
de alimentacién intermitente que empieza con el suministro de alimento. Tomando como
base estos resultados se buscara un protocolo de restriccion alimenticia con el propoésito de
inducir al crecimiento compensatorio de la especie.
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CAPITULO 3

Evaluacion de la alimentacion intermitente en juveniles de la langosta de agua dulce
Cherax quadricarinatus: seleccion de tratamientos y tiempos de restriccion alimenticia
para el estudio del crecimiento compensatorio

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados
como:

Stumpf L., Calvo N.S., Castillo Diaz, F., Valenti, W. C., Lépez Greco, L. S.

Effect of intermittent feeding on compensatory growth in early juveniles of the crayfish
Cherax quadricarinatus.

Aquaculture Septiembre 2011; 319 (1-2): 98-104.
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3.1. Introduccién

Las variaciones en la disponibilidad de alimento son especialmente pronunciadas en
ambientes de agua dulce y altas latitudes, y los organismos expuestos a una limitada oferta
pueden desarrollar diversas adaptaciones, las cuales permiten explotar exitosamente dicho
ambiente y asegurar su supervivencia (Jalihal et al. 1993; Anger et al. 2004; Mezek et al.
2010). Por ejemplo, en ecosistemas de aguas subterraneas, en los cuales no se encuentran
productores primarios y ocurre una esporadica entrada de alimento, se desarrollan especies
hipogeas que tienen la habilidad de sostener una baja actividad metabdlica para soportar
tales condiciones adversas (Mezek et al. 2010). Otro ejemplo es lo que ocurre en
ecosistemas l6ticos de agua dulce en los cuales la produccion de mesozooplancton puede
ser baja o impredecible y los tiempos de residencia son cortos. Por ello se desarrollan
especies que tienen una mayor inversion energética por parte de la madre en la produccién
de huevos (aumento en las reservas del vitelo) para sobrellevar un posterior estrés
nutricional (Anger 2001; Gebauer et al. 2010) o bien como, permitir un desarrollo
abreviado (pocas fases larvales) o directo (sin fases larvales) (Jalihal et al. 1993). En este
contexto, el conocimiento del umbral de tolerancia a diferentes periodos de baja
disponibilidad de alimento durante desarrollo inicial es necesario para buscar un adecuado
protocolo de restriccion alimenticia sin que el mismo comprometa la supervivencia del
organismo.

Algunas especies de crustaceos decapodos ornamentales como el camarén marino
Lysmata spp. y los cangrejos marinos Mithraculus forceps y Petroslisthes laevigatus tienen
la capacidad de tolerar cortos periodos de inanicién (pocos dias o horas) (Calado et al.
2008; Figueiredo et al. 2008; Gebauer et al. 2010). Por otro lado, existen especies que
toleran prolongados periodos de inanicién continua (70 dias) como es el caso del cangrejo
de rio Eriocheir sinensis (Wen et al. 2006) mostrando 100% de supervivencia. A su vez,
otras especies presentan crecimiento compensatorio después de la restriccion alimenticia y
la capacidad de recuperarse completamente como los camarones de agua dulce M.
nipponense y M. rosembergii, y el camarén marino F. chinensis (Wu et al. 2000, 2001; Wu
y Dong 2002a, 2002b; Singh y Balange 2007; Li et al. 2009). Por consiguiente, la
exposicion de larvas o juveniles de crustaceos a una temporal y moderada restriccion podria
ser ocasionalmente utilizada para reducir los costos en sistemas de hatchery y nursery de un
emprendimiento acuicola.

El crecimiento compensatorio es altamente dependiente de la extension e intensidad
de la restriccién alimenticia (Oh et al. 2008; Hagen et al. 2009; Palma et al. 2010). En este
sentido, la alimentaciéon intermitente como protocolo para obtener una respuesta
compensatoria ha sido evaluada en algunos estudios realizados en crustaceos y peces. En la
mayoria de los trabajos, la intermitencia se basé en la alternancia de dias de inanicién con
dias de alimentacién como son los estudios de Mazlum et al. (2011) en la langosta de agua
dulce Astacus leptodactylus con un tiempo experimental de 90 dias; de Li et al. (2009) en el
camarén de agua dulce M. nipponense por un periodo de 18 dias; de Wu y Dong (2002a) en
el camaron marino F. chinensis durante 32 dias; de Zhu et al. (2014) en el camardn marino
L. vannamei durante 36 dias; de Mattila et al. (2009) en el pez marino Sander lucioperca
durante 59 dias; y de Kankénen y Pirhonen (2009) en el pez marino de Coregonus
lavaretus durante 45 dias. A su vez, existe un Unico trabajo que baso la intermitencia en
alternar alimento balanceado con alimento fresco durante 45 dias en el camar6n marino L.
vannamei (Zheng et al. 2008).
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Con respecto a la langosta de agua dulce C. quadricarinatus, en el capitulo anterior
fue demostrado que los juveniles en estadio Il pueden tolerar un periodo de alimentacion
intermitente a corto plazo (alrededor de 7 dias) y crecer como el control de alimentacion
continua cuando empiezan la restriccion con suministro de alimento. Segin Anger (2001),
cortos periodos de privacion de alimento pueden aumentar el apetito y la subsecuente tasa
de ingestion, permitiendo una méxima digestion de los nutrientes ingeridos, mientras que
largos periodos de baja disponibilidad de alimento inducen a un mecanismo de “ahorro”
energético, incluyendo la reduccién en la actividad alimenticia y metabdlica. Por otra parte,
extensas privaciones del alimento afectan procesos esenciales del organismo y éstos son
mantenidos a expensas de las reservas enddgenas acumuladas, lo cual resulta en una
pérdida de masa corporal (Wen et al. 2006). En este sentido, Calvo et al. (2012, 2013) y
Sacristan et al. (2015) demostraron que largos plazos de inanicion (50 dias) disminuyen la
concentracion de lipidos y glucdgeno en la glandula digestiva de los juveniles en estadio
avanzado (1 gramo) de C. quadricarinatus y como consecuencia de esta reduccion
energética, la estructura de la glandula digestiva también resulta alterada. La glandula
digestiva, mas comunmente conocida como hepatopancreas, no es solamente el lugar de
sintesis y secrecion de enzimas digestivas, sino también principal 6rgano para la digestion,
absorcién y almacenamiento de nutrientes derivados de la dieta (Verri et al. 2001; Ong y
Johnston 2006). Histoloégicamente, la unidad funcional de esta glandula es un tubo ciego,
constituido por un epitelio cilindrico simple y que contiene 4 diferentes tipos celulares
principales: las células E (embrionarias), células F (responsables de la sintesis de las
enzimas digestivas), células B (responsables de la absorcion de nutrientes y digestion
intracelular) y células R (responsables del almacenamientos de lipidos y glucogeno
provenientes de la dieta) (Verri et al. 2001). Por lo tanto, el analisis histologico de la
glandula digestiva constituye un método muy sensible para detectar tempranamente
sintomas de deficiencias nutricionales y es muy préactico para evaluar el valor nutricional de
las dietas (Storch et al. 1984; VVogt et al. 1985).

3.2. Objetivo

Con todo lo anteriormente expuesto, el objetivo de este capitulo fue evaluar las
respuestas del crecimiento, supervivencia y estado nutricional en los juveniles expuestos a
diferentes periodos de alimentacion intermitente. Los tratamientos y la extensiéon de la
alimentacion intermitente con mejores respuestas seran seleccionados para la busqueda de
un adecuado protocolo de restriccion alimenticia que dispare el crecimiento compensatorio
en juveniles de la especie.

En el marco de este objetivo se planted las siguientes hipotesis:

Hipotesis 3.1: La duracion del periodo de restriccion alimenticia influye en la
capacidad de crecimiento compensatorio de los juveniles de C. quadricarinatus.

Hipotesis 3.2: Los juveniles que compensan a la restriccion alimenticia presentan
similar estructura celular en la glandula digestiva que aquellos juveniles sometidos al
régimen de alimentacién normal.

3.3. Materiales y métodos
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3.3.1. Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados en el presente capitulo fueron obtenidos a partir del plantel de
reproductores suministrados por la hacienda acuicola Las Golondrinas, ubicada en la
provincia de Entre Rios, Argentina, en el afio de 2009. Dichos lotes fueron mantenidos bajo
las mismas condiciones de laboratorio descriptas en el Capitulo 2 (seccién Materiales y
métodos). Se utilizaron juveniles recién independizados (estadio I11) y juveniles de estadios
mas avanzados (estadio VI-VII; 45 dias post-independencia), dependiendo del experimento
a realizar. Los juveniles en estadio mas avanzado fueron obtenidos de los mismos planteles
de reproductores y mantenidos en grupo desde el estadio JIIl y en las mismas condiciones
de calidad de agua, alimentacion (dieta), temperatura y fotoperiodo descripto para el plantel
reproductivo, hasta que su masa corporal fuera la adecuada para el experimento.

3.3.2. Procedimiento experimental

Fueron realizados tres experimentos. Para cada experimento se utilizaron juveniles de
al menos 4 hembras ovigeras para garantizar la variabilidad genética. En todos los
experimentos, cada juvenil fue previamente secado (ver procedimiento utilizado en el
Capitulo 2) y transferido individualmente a un envase plastico (500 cm®) con 350 ml de
agua declorada con el agregado de un trozo de red cebollera (5 cm x 5 cm) utilizada como
refugio (Figura 3.1). Los envases plasticos fueron limpiados diariamente con renovacion
del 100% del agua. Semanalmente fueron medidos los siguientes parametros de calidad de
agua en el tanque de abastecimiento para asegurar adecuados niveles en todos los
experimentos: oxigeno disuelto (5,4 a 8 mg/L), pH (7,3 a 8,4), dureza (60-100 mg/L de
CaCOg) y temperatura (26 a 29°C). Todos los pardmetros estuvieron dentro del rango
recomendado para la acuicultura (Jones 1997; Boyd y Tucker 1998). Los experimentos se
desarrollaron bajo condiciones controladas de temperatura, aireacion y fotoperiodo. Para el
control de la temperatura, los envases plasticos fueron sumergidos en una cuba plastica
(dimensiones de 53 cm x 40 cm x 12 cm) con agua mantenida a 27 £ 1 °C por medio de un
calefactor ATMAN de 75 0 100W (Figura 3.1). La unidad experimental (u.e.) fue el juvenil
individualizado en un envase plastico. Se realizaron observaciones 2 veces al dia (a la
mafiana y a la tarde) para el registro de mudas y muertes.

La dieta utilizada en todos los experimentos fue el alimento balanceado para el
cultivo de trucha (FUNDUS®) formulado en Argentina por Fideos Don Antonio SA. La
utilizacion de este alimento tuvo el propdsito de evaluar su aplicabilidad utilizando
regimenes de restriccion alimenticia, ademas de evaluar su aplicabilidad en el cultivo de la
langosta C. quadricarinatus en nuestro pais. EI FUNDUS® esta compuesto por 41,6% de
proteina bruta, 21,3% de lipidos, 6,9% de cenizas y 6,1% de humedad (Sacristan et al.
2015). En los dias de alimentacion, el alimento fue suministrado ad libitum y con
frecuencia de 1 vez al dia.

El tipo de restriccion aplicada (ALIMENTACION INTERMITENTE) en todos los
experimentos fue considerada moderada ya que intercala pocos dias de inanicion con dias
de alimentacion, ademas de los resultados positivos sobre el crecimiento y supervivencia de
los juveniles presentados en el experimento 1 del Capitulo 2.

La extension del PERIODO DE RESTRICCION vari6 de acuerdo con el
experimento, asi como la presencia de un subsiguiente PERIODO DE RECUPERACION
(periodo de alimentacion diaria).



28

Figura 3.1. Sistema de control de la temperatura y aireacion, ademas de los envases
plasticos (u.e.) utilizados en los tres experimentos.

3.3.2.1. Experimento 1- Efecto de un Periodo de Restriccion a CORTO PLAZO
seguido por un Periodo de Recuperacién en juveniles recién independizados

En el presente experimento, la extension del periodo de restriccion fue hasta que el
juvenil en estadio 11l mudara al estadio IV. Luego de la muda se continu6é con un periodo
de alimentacion diaria (periodo de recuperacion) que se extendio hasta el dia 45 del
experimento (Figura 3.2a). Un total de 216 juveniles recién independizados (JIII,
17,01+1,24 mg) fueron aleatoriamente asignados a cada uno de los regimenes alimenticios:
Al1 (alimentacion por 1 dia + inanicién por 1 dia), Al2 (alimentacion por 2 dias + inanicion
por 2 dias), Al3 (alimentacién por 3 dias + inanicion por 3 dias), Al4 (alimentacion por 4
dias + inanicion por 4 dias), Al5 (alimentacion por 5 dias + inanicion por 5 dias), Al6
(alimentacion por 6 dias + inanicion por 6 dias), Al7 (alimentacion por 7 dias + inanicion
por 7 dias), AC (alimentacion continua) y IC (inanicion continua). Cada régimen
alimenticio fue aplicado a 24 juveniles (réplicas). Dichos tratamientos y procedimiento
experimental fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y
supervivencia previamente presentados en el Capitulo 2.

3.3.2.2. Experimento 2- Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO en
juveniles recién independizados

En el presente experimento, la extension del periodo de restriccion fue de 60 dias sin
un subsiguiente periodo de recuperacion (Figura 3.2b). Un total de 160 juveniles recién
independizados (16,78+1,16 mg) fueron aleatoriamente asignados a cada uno de los 4
regimenes alimenticios: Al2, Al3, Al4 y AC (ver descripcidn de los tratamientos en la
seccion 3.3.2.1). Cada régimen alimenticio fue aplicado a 40 juveniles (réplicas). Dichos
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tratamientos fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y
supervivencia observados en el experimento 1.

3.3.2.3. Experimento 3- Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO en
juveniles avanzados

En el presente experimento, la extension del periodo de restriccion fue de 60 dias sin
un subsiguiente periodo de recuperacion (Figura 3.2c). Un total de 96 juveniles (0,36+0,05
g) fueron aleatoriamente asignados a cada uno de los 4 regimenes alimenticios: Al2, Al3,
Al4 'y AC (ver descripcion de los tratamientos en la seccion 3.3.2.1). Cada régimen
alimenticio fue aplicado a 24 juveniles (réplicas). Dichos tratamientos fueron seleccionados
en base a los mejores resultados de crecimiento y supervivencia observados en el
experimento 2.

(@)
Periodo de Restriccion Periodo de Recuperacion
dia 1 ccdisis al dia 45
estadio J IV
(b)

Periodo de Restriccion

dia | dia GO



30

(©)

Periodo de Restriccion

dia 1 dia 60

Figura 3.2. Protocolo experimental utilizado en los juveniles de Cherax quadricarinatus.
(@) Restriccion alimenticia a corto plazo aplicada en los juveniles 111 (b) Restriccion
alimenticia a largo plazo aplicada en los juveniles 111 y (c) Restriccion alimenticia a largo
plazo aplicada en los juveniles avanzados.

3.3.3. Variables registradas y célculos

La frecuencia de individuos que mudaron del estadio 111 al estadio IV y sobrevivieron
(muda exitosa), asi como el tiempo de intermuda fueron registrados en el experimento 1. La
masa corporal (en base himeda) fue registrada al final del periodo de restriccion y en los
dias 15, 22, 30, 37 y 45 del experimento 1 (periodo de recuperacion). En los experimentos 2
y 3 la masa corporal fue registrada en los dias 15, 30, 45 y 60. El niUmero de mudas fue
registrado en los tres experimentos, asi como la supervivencia al finalizar los experimentos.

Al finalizar cada experimento, los juveniles fueron anestesiados con hielo y
posteriormente sacrificados para la remocion de la glandula digestiva y pleon (abdomen).
Sus masas fueron registradas (balanza analitica “OHAUS, Pioneer' precision de
0,00019) para el calculo de los indices 6rgano-somaticos correspondientes.

Los calculos utilizados fueron:

(1) Frecuencia de individuos que mudaron exitosamente al estadio IV (FM, %) =
[nimero de individuos que mudaron al estadio 1/ nimero de individuos en estadio 111]
*100.

(2) Intermuda Il — IV = tiempo en dias que cada individuo en estadio 11l demord en

mudar al estadio IV.

(3)  Tasa de crecimiento especifico (TCE, %/dia) = [In (masa final) — In (masa inicial) /

(tiempo)] *100.

4) Numero de mudas (NM) = nimero de mudas de cada individuo durante el periodo

experimental.

(5)  Supervivencia (S, %) = [nimero de individuos vivos al finalizar el experimento/

numero de individuos vivos al iniciar el experimento] *100.

(6) indice de la glandula digestiva (IGD, %) = [masa de la glandula digestiva/ masa

corporal total] *100.

(7) indice relativo del pleon (IRP, %) = [masa de pleon/ masa corporal total] *100.

Para el calculo de la intermuda, en el experimento 1, no fueron considerados los datos
de los juveniles que murieron al mudar durante el periodo de restriccion. Lo mismo fue
aplicado para el célculo de los dias de alimentacién durante este periodo. Con respecto al



31

nimero de mudas, en todos los experimentos esta variable fue estimada en muchos
juveniles y ésta estimacion llevo en consideracion la ganancia en masa de estos juveniles
en un determinado periodo, siempre utilizando como base los datos de juveniles en los
cuales se registraron mudas en este mismo periodo.

Un total de 3 o 4 glandulas digestivas por tratamiento, en todos los experimentos,
fueron fijadas inmediatamente después de la diseccién en la solucién acuosa de Bouin para
el andlisis histoldgico.

3.3.3.1. Analisis histolégico

Las glandulas digestivas previamente fijadas, fueron deshidratadas en una serie de
gradaciones crecientes de alcoholes: etanol 70% (10 min.), etanol 90% (10 min.), etanol
96% (10 min) y etanol 100% (10 min.). Posteriormente, las muestras fueron incluidas en
parafina liquida (PARAPLAST®) y se procedio a orientar de la pieza para la solidificacion
de la parafina y tallado del blogue. Los bloques de parafina fueron cortados en secciones de
6 um de espesor por medio de un micrétomo de rotacion ARCANO® (modelo RMT-20) y
dichos cortes fueron montados en porta-objetos, y posteriormente coloreados con la técnica
de Hematoxilina-Eosina. De cada ejemplar (glandula digestiva) se realizaron 3 0 4
preparados, conteniendo 4 cortes histologicos de cada uno, que fueron observados bajo
microscopio 6ptico CARL ZEISS® (modelo Axio Imager Al). La caracterizacion de los
tipos celulares se basé en las descripciones histoldgicas de la glandula digestiva de C.
quadricarinatus realizadas por Calvo et al. (2011; 2012) y Sacristan et al. (2015).

3.3.4. Andlisis estadistico

Los valores expresados para cada variable estudiada fueron el promedio de las
réplicas con su error estandar, excepto para la FM y S, que son proporciones. Las
diferencias entre promedios y proporciones fueron consideradas significativas cuando P<
0,05. El programa estadistico utilizado fue el INFOSTAT (Infostat version 2014, Grupo
Infostat, FCA-UNC, Argentina).

El disefio experimental fue el completamente aleatorizado (DCA). La prueba
paramétrica (Andlisis de Varianza — ANOVA) fue aplicada a las variables después del
cumplimiento de los supuestos de normalidad (prueba de Shapiro-Wilks) y homogeneidad
de varianza (prueba de Levene) de los residuos y cuando fue necesario los datos fueron log-
transformados para cumplir con dichos supuestos. En el caso de incumplimiento de los
supuestos fue aplicada una prueba no paramétrica (Prueba de Kruskal-Wallis). Las
comparaciones maltiples entre los tratamientos y el control AC fueron realizadas a traves
del test de Dunnet (paramétrico) o Mann-Whitney (no paramétrico) (Zar 1999).

En el caso de la variable de crecimiento TCE y masa corporal (en los experimentos 2
y 3), fue aplicado el ANOVA en un disefio de medidas repetidas (DMR) utilizando
Modelos Mixtos (Gémez et al. 2012). En dicho andlisis, los factores fijos fueron el régimen
alimenticio y el tiempo y el factor aleatorio fue la unidad experimental (cada juvenil
individualizado en el ensave plastico). Las comparaciones multiples entre regimenes
alimenticios fueron realizadas a través del test de LSD.

Los datos categoricos como frecuencia de muda y supervivencia fueron analizados a
través de una tabla de contingencia utilizando la prueba del Chi-cuadrado de Pearson y, las
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comparaciones multiples entre los tratamientos y el control de alimentacion continua fueron
realizados a través de la prueba de Irwin-Fisher para comparacion de proporciones (Zar
1999).

3.4. Resultados

3.4.1. Experimento 1- Efecto de un Periodo de Restriccion a CORTO PLAZO seguido
por un Periodo de Recuperacion en juveniles recién independizados

La ecdisis durante el periodo de restriccion fue dependiente de los regimenes
alimenticios (ng;o,gg,: 34,12; P< 0,0001) y no se observaron mudas en los juveniles
expuestos a la inanicién continua (IC) (Figura 3.3). Los juveniles expuestos a los
tratamientos All y Al4 tuvieron una menor proporcion de mudas exitosas en relacion a los
juveniles expuestos a la alimentacion continua (AC). Debido al 100% de mortalidad en los
juveniles expuestos a IC, el mismo fue excluido de los analisis posteriores.

B 9%, Mudas Exitosas % Muertos

Al6 | Al7

AC ‘ All | A2 | AI3 | Al4 ‘ A5

IC

Tratamientos

Periodo de Restriccion

Figura 3.3. Frecuencia de juveniles Ill de C. quadricarinatus que mudaron exitosamente
del estadio Il al estadio IV durante el periodo de restriccion. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre cada régimen alimenticio y el control de alimentacién
continua (AC). All: alimentacion por 1 dia + inanicién por 1 dia, Al2: alimentacion por 2
dias + inanicion por 2 dias, Al3: alimentacion por 3 dias + inanicion por 3 dias, Al4:
alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias, Al5: alimentacion por 5 dias + inanicion por
5 dias, Al6: alimentacion por 6 dias + inanicion por 6 dias, Al7: alimentacion por 7 dias +
inanicion por 7 dias, IC: inanicidn continua y AC: alimentacion continua.

El tiempo de intermuda durante el periodo de restriccion difirio significativamente
entre los regimenes alimenticios (H;= 15,87; P= 0,0188) y se observé una mayor duracion
del estadio Il en juveniles expuestos a los tratamientos Al3 y Al7 en relacion a AC (Figura
3.4).
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Figura 3.4. Tiempo de intermuda del estadio Ill al estadio IV de C. quadricarinatus
durante el periodo de restriccion. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre cada
régimen alimenticio y el control de alimentacion continua (AC). Los regimenes
alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.3.
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Durante el periodo de restriccion, los juveniles expuestos a todos los tratamientos de
alimentacion intermitente recibieron significativamente menos alimento (H;,= 115,68; P<
0,0001) en relacién al control AC (Figura 3.5).

10 1

o0

6

Alimentacion (dias)

AC AlIl AI2 AI3 Al4 AI5 Al6 Al7

Tratamientos
Figura 3.5. Dias de alimentacion durante el periodo de restriccion en juveniles de C.
quadricarinatus. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre cada régimen
alimenticio y el control de alimentacion continua (AC). Los regimenes alimenticios estan
descriptos en el epigrafe de la figura 3.3.
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Al finalizar el periodo de restriccion, los juveniles expuestos a los tratamientos Al4
y Al6 crecieron significativamente menos (H,= 27,24; P= 0,0003) que los juveniles
expuestos a AC (Figura 3.6a) mientras que los juveniles expuestos a los demas tratamientos
presentaron la misma masa corporal que el control. Al finalizar el periodo de recuperacion,
los juveniles de todos los tratamientos presentaron la misma masa corporal que AC (F7, g1=
1,55; P=0,1639) (Figura 3.6Db).
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Figura 3.6. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus. (a) Al finalizar el periodo
de restriccion y (b) al finalizar el periodo de recuperacion. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre cada régimen alimenticio y el control de alimentacion
continua (AC). Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.3.

Durante el periodo de recuperacién, se observé interaccion significativa entre
tratamiento y tiempo (F2s326= 1,68; P=0,0192) en la tasa de crecimiento especifico de los
juveniles (Figura 3.7). Los juveniles del tratamiento Al4 presentaron una mayor tasa de
crecimiento que AC en la primera semana de restitucion de la alimentacién diaria, mientras
que en los juveniles de los tratamientos Al2 y Al5 esta tasa fue mayor en la Gltima semana.

BAC DAl BAI2 BA[3 @AL OAIS BOAe BALT

TCE (%/dia)

22-30 30-37

Periodo de Recuperacion (dias)

Figura 3.7. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo de recuperacién. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre
cada régimen alimenticio y el control de alimentacion continua (AC). Los regimenes

alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.3.

Al finalizar el experimento, no se observaron diferencias significativas en el indice
de la glandula digestiva entre los regimenes alimenticios (F77s= 1,66; P= 0,1304), mientras
que en el indice relativo del pleon se detectaron diferencias entre Al5, Al6 y Al7 en
relacion al control AC (H,= 23,52; P= 0,0014) (Figura 3.8). Estos juveniles presentaron
mayor masa relativa del pleon que aquellos juveniles del control.
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Figura 3.8. indices de la glandula digestiva (IGD) y relativo del pleon (IRP) de los
juveniles de C. quadricarinatus al finalizar el experimento 1. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre cada régimen alimenticio y el control de alimentacion
continua (AC). Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.3.

El nimero de mudas estimadas durante todo el experimento fue similar (H;= 3,49;
P= 0,7189) entre tratamientos de alimentacion intermitente y control de alimentacion
(4,6£0,06 mudas). Al finalizar el experimento, no se observaron diferencias significativas
en la supervivencia de los juveniles expuestos a los distintos regimenes (X27; 0905= 11,29; P=
0,1263) (Figura 3.9).

Supervivencia (%)

AC All A2  AI3 A4 AIS Al6 A7

Tratamientos

Figura 3.9. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus al finalizar el
experimento 1. Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.3.

Cuando fueron analizadas las glandulas digestivas de los juveniles bajo
intermitencia (fueron considerados los tratamientos que recibieron la mitad del alimento en
relacion al control, es decir, All, Al2, AI3 y Al4), no se observaron alteraciones
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estructurales diferentes a las presentadas por el control de alimentacion, excepto en los
juveniles del tratamiento Al1l que mostraron pérdida parcial de la estructura tubular y una
mayor desorganizacién de los tabulos (Figura 3.10c).

Figura 3.10. Secciones histolégicas de la glandula digestiva de juveniles C.quadricarinatus
al final del experimento 1. (a) Vista general de la glandula digestiva en fresco (b) control de
alimentacién continua (AC), (c) alimentacion por 1 dia + inanicion por 1 dia (All), (d)
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alimentacion por 2 dias + inanicion por 2 dias (Al2), (e) alimentacién por 3 dias + inanicién
por 3 dias (AI3) y (f) alimentacion por 4 dias + inanicién por 4 dias (Al4). B: célula B; CB:
coalescencia de las células B; HB: hipertrofia de la célula B; DT: desorganizacion del
tibulo; F: célula F; L: lumen del tibulo; PE: pérdida de estructura; R: células R, VR:
grande vacuola de la célula R. Barra de escala = 100 pm.

De acuerdo con los resultados del presente experimento, los tratamientos que
tuvieron una menor proporcion de mudas exitosas al finalizar la restriccion, numéricamente
menos individuos vivos al finalizar el experimento y alimentacion superior a 4 dias durante
el periodo de restriccion (All, Al5, Al6 y Al7), fueron excluidos del proximo experimento.

3.4.2. Experimento 2- Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO en
juveniles recién independizados

Los juveniles expuestos a los tratamientos Al2 y Al3 tuvieron en total 30 dias de
alimentacion y los juveniles expuestos al tratamiento Al4 tuvieron 32 dias. Esta cantidad
representa 50 % del obtenido para los juveniles de AC.

La interaccién entre régimen de alimentacion y la extension de la restriccion afecto
el crecimiento de los juveniles (Fgspo= 7,73; P< 0,0001). Transcurridos 15 dias de
restriccion, los juveniles expuestos a todos los tratamientos de alimentacion intermitente
presentaron un nivel 26% menor de masa corporal en relacion al control. En la semana
siguiente (dia 30) los juveniles expuestos a los tratamientos Al2 y AI3 aumentaron esta
diferencia a un 38%, mientras que los juveniles expuestos al tratamiento Al4 aumentaron a
un 46%. Treinta dias después (dia 60) esta diferencia fue del 50% y 58% respectivamente,
en relacion al control (Figura 3.11).

BAC OAI2 OAI3 OAH4
350 1 a

Masa corporal (mg)

Dias
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Figura 3.11. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 2.
Las letras minusculas indican diferencias significativas entre régimen alimenticio y tiempo
(efecto de la interaccion). Al2: alimentacion por 2 dias + inanicién por 2 dias, Al3:
alimentacion por 3 dias + inanicion por 3 dias, Al4: alimentacion por 4 dias + inanicion por
4 dias y AC: alimentacién continua.

Durante el experimento, se observd una significativa interaccion entre el régimen
alimenticio y el tiempo (Fg300= 2,66; P= 0,0056) sobre la tasa de crecimiento especifico de
los juveniles (Figura 3.12). Los juveniles bajo alimentacion intermitente presentaron una
menor tasa de crecimiento en las 3 primeras quincenas, cuando fueron comparados con la
tasa de crecimiento del control AC, mientras que en la Ultima quincena presentaron tasas

similares.

BAC OAI2 OAI3 BAI4

cd

TCE (%/dia)

1-15 15-30 30-45 45-60

Dias
Figura 3.12. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el experimento 2. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre
régimen alimenticio y tiempo (efecto de la interaccion). Los regimenes alimenticios estan
descriptos en el epigrafe de la figura 3.11.

Al finalizar el experimento, no se observaron diferencias significativas en el indice
de la glandula digestiva (Hs= 7,78; P= 0,0507), mientras que en el indice relativo del pleon
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos Al2 y Al4 (valores menores)
respecto de AC (F3103= 4,45; P=0,0055) (Figura 3.13).
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Figura 3.13. indices de la glandula digestiva (IGD) y relativo del pleon (IRP) de los
juveniles de C. quadricarinatus al finalizar el experimento 2. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. Los regimenes alimenticios
estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.11.

El nimero de mudas estimadas durante todo el experimento fue significativamente
menor (Hs= 26,77; P< 0,0001) en los tratamientos de alimentacién intermitente (4,8+0,2)
en relacién al control de alimentacidn continua (6,0£0,1). Al finalizar el experimento, no se
observaron diferencias significativas en la supervivencia de los juveniles expuestos a los

distintos regimenes alimenticios (ng; 0.95= 4,82; P=0,1851) (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus al finalizar el
experimento 2. Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura
3.11.
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Las glandulas digestivas de los juveniles bajo intermitencia, no presentaron
alteraciones estructurales diferentes al control de alimentacion (Figura 3.15b, c y d).

Figura 3.15. Secciones histolégicas de la glandula digestiva de juveniles C.quadricarinatus
al final del experimento 2. (a) Control de alimentacién continua (AC), (b alimentacion por
2 dias + inanicion por 2 dias (Al2), (c) alimentacion por 3 dias + inanicion por 3 dias (Al3)
y (d) alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias (Al4). HB: hipertrofia de la célula B; L:
lumen del tabulo; VR: grande vacuola de la célula R. Barra de escala = 100 pm.

De acuerdo con los resultados del presente experimento, los tratamientos Al2, Al3 'y
Al4 seran ensayados en juveniles de mayor talla (con previa alimentacion antes de la
restriccion) para comparar las respuestas frente a este tipo de restriccion.

3.4.3. Experimento 3- Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO en
juveniles avanzados

Los juveniles expuestos a los tratamientos Al2, Al3 y Al4 obtuvieron el 50 % de la
alimentacion cuando comparado con los juveniles de AC.
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Los juveniles, independientemente de los tratamientos, crecieron a medida que
avanzO el experimento  (Fs2s= 489,99; P< 0,0001). El régimen de alimentacion
intermitente no tuvo un efecto diferente al control en el crecimiento de los juveniles
avanzados (Fsgs= 1,31; P = 0,2775) (Figura 3.16).

BAC OAI2 OAI3 BAI4

Masa corporal (g)

30 45 60
Dias

Figura 3.16. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 3.
Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. Al2: alimentacion
por 2 dias + inanicion por 2 dias, Al3: alimentacion por 3 dias + inanicion por 3 dias, Al4:
alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias y AC: alimentacion continua.

Asi como fue observado en la masa corporal, el Unico factor que tuvo efecto sobre
la tasa de crecimiento especifico de los juveniles fue el tiempo (Fs264= 99,13; P< 0,0001)
(Figura 3.17).
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Figura 3.17. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el experimento 3. Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre
tiempos. Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.16.

Al finalizar el experimento, no se observaron diferencias significativas en el indice
de la glandula digestiva (F3go= 0,53; P=0,6621) ni en el indice relativo del pleon (F3ge=
1,00; P=0,3977) en relacidn al control AC (Figura 3.18).
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Figura 3.18. indices de la glandula digestiva (IGD) y relativo del pleon (IRP) de los
juveniles de C. quadricarinatus al finalizar el experimento 3. Los regimenes alimenticios
estan descriptos en el epigrafe de la figura 3.16.

El nimero de mudas estimadas fue similar (Hz= 3,45; P=0,0939) entre tratamientos
y el control de alimentacion (3,0+0,1). Al finalizar el experimento, no se observaron
diferencias significativas en la supervivencia de los juveniles expuestos a los distintos

regimenes (ng; 0905= 3,78; P=10,2856) (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus al finalizar el
experimento 3. Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura
3.16.

En los tratamientos bajo intermitencia no se observaron alteraciones estructurales
diferentes la del presentada por el control de alimentacion (Figura 3.20a, b,c y d).

Figura 3.20. Secciones histologicas de la glandula digestiva de juveniles C.quadricarinatus
al final del experimento 3. (a) Control de alimentacion continua (AC), (b alimentacion por
2 dias + inanicion por 2 dias (Al2), (c) alimentacion por 3 dias + inanicion por 3 dias (Al3)
y (d) alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias (Al4). HB: hipertrofia de la célula B; L:
lumen del tdbulo; VR: grande vacuola de la célula R. Barra de escala = 100 pm.

3.5. Discusion
El presente capitulo constituye el primer trabajo en el que se investigé el efecto de

la alimentacion intermitente sobre la condicién nutricional del juvenil de la langosta de
agua dulce C. quadricarinatus, a través del analisis histoldgico de la glandula digestiva.
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Conjuntamente con los demas resultados obtenidos se pudo acotar el ndmero de
tratamientos a ensayar e identificar una adecuada extension del periodo de restriccion
alimenticia sin comprometer la supervivencia de los juveniles.

Se corrobord a través del experimento 1, que los juveniles expuestos a solamente 4
dias de alimentacion (intermitente 0 no) durante 1 semana son tolerantes a este tipo de
restriccion, la cual puede ser considerada moderada. También se verifico que los juveniles
que tuvieron un menor crecimiento inicial, pudieron recuperarlo a través del crecimiento
compensatorio durante la restitucion de alimentacion diaria. Hay escasos trabajos
disponibles sobre crecimiento compensatorio en langostas y en dichos trabajos no se logro
la completa recuperacion del organismo (Gu et al. 2006; Powell y Watts 2010).

Con respecto al experimento 2, los juveniles mostraron ser altamente tolerantes a la
prolongada alimentacion intermitente, condicion confirmada por la alta supervivencia. Sin
embargo, estos juveniles regularon su crecimiento a través de un menor nimero de mudas.
Esta respuesta esta de acuerdo con la observada por Mazlum et al. (2011) cuando
alimentaron a los juveniles de la langosta Astacus leptodactylus cada 3 o 4 dias y el
crecimiento fue afectado principalmente por una menor frecuencia de mudas. Por otra
parte, los juveniles Il de C. quadricarinatus son particularmente vulnerables a una
deficiencia nutricional ya que alcanzan dicho estadio con pocas reservas energéticas
(Garcia-Guerreo et al. 2003; Luo et al. 2008) y por lo tanto es posible que una menor
frecuencia de mudas sea la “estrategia” utilizada para ahorrar energia y enfrentar un
periodo de deficiente alimentacion.

Por otro lado, en el experimento 3 se observd que los juveniles con una adecuada
condicion nutricional (previamente alimentados) pudieron mantener un alto crecimiento
(similar al control) durante una menor disponibilidad de alimento. Una alimentacion previa
puede ser crucial para reducir los efectos de una severa inanicion y animales mas
desarrollados (mayor talla) pueden necesitar largos periodos de privacion del alimento
antes que el estrés nutricional sea lo suficientemente severo para inducir al crecimiento
compensatorio (Jobling et al. 1994; Anger 2001).

En este sentido, el presente estudio demostrd que el estadio juvenil puede tolerar
largos periodos de baja disponibilidad de alimento, sin embargo, la utilizacion de la
alimentacion intermitente per se no dispara la respuesta compensatoria en estos juveniles.
Estos resultados llevan a rechazar la hipdtesis de trabajo 3.1, que predice que la duracion
del periodo de restriccion alimenticia influye en la capacidad de crecimiento compensatorio
de los juveniles de C. quadricarinatus. De hecho, el crecimiento compensatorio solamente
ocurrio despues de la inclusion de un periodo de alimentacion diaria post-restriccion.

La tolerancia frente a largos periodos de restriccion es considerada un atributo
favorable para el cultivo de esta especie y estos experimentos permitieron seleccionar una
extension del periodo de alimentacion intermitente que sea adecuada para buscar el
crecimiento compensatorio en la especie. Algunos autores indican que el crecimiento
compensatorio es mas efectivo cuando la duracion y la severidad de la restriccién son
cortas (Bull y Metcalfe 1997; Boujard et al. 2000; Tian y Qin 2004; Eroldogan et al. 2006;
Bavcevi¢ et al. 2010), mientras que otros autores no verificaron esta relacion cuando
aplicaron cortos periodos de restriccion con subsiguiente (y largo) periodo de alimentacion
(Blanquet y Oliva-Teles 2010; Peres et al. 2011).

Cuando comparamos algunos resultados de supervivencia, duracion del estadio Iy
masa corporal en algunos tratamientos de restriccion del presente trabajo con los resultados
obtenidos en el capitulo anterior (Capitulo 2), se observaron pequefias diferencias entre




46

ellos y que pueden estar relacionadas con las distintas dietas utilizadas. En el presente
capitulo la dieta utilizada fue altamente lipidica (21%) y es mas digestible en comparacion
con la dieta utilizada en el capitulo anterior (6% de lipidos) (Sacristan et al. 2015). La
digestibilidad y el valor nutricional de la dieta dependen altamente de la composicion de
sus aminoacidos y componentes que acompafian la dieta y dietas altamente digestibles
permiten una alta supervivencia de los organismos. A su vez, los lipidos dietarios tienen un
importante papel como fuente de energia y de &cidos grasos esenciales, esteroles,
fosfolipidos, vitaminas liposolubles, ademas de actuar en la estructura de la membrana
celular y ser componentes de las hormonas (Hernandez et al. 2002). Las dietas eficientes
contienen suficientes recursos energéticos no proteicos (lipidos y carbohidratos) que son
metabolizados para los requerimientos energéticos generales, permitiendo al organismo
utilizar al méximo la proteina dietaria para el crecimiento (Johnston et al. 2003). Por otro
lado, estudios realizados por Hernandez et al. (2002), y Cortés-Jacinto et al. (2005)
mostraron que el nivel 6ptimo de lipidos en la dieta suministrada a un cultivo de C.
quadricarinatus hecho en aguas claras, es decir, sin la produccion natural, fue de 8%
aunque con 12% también se report6 un buen crecimiento. A razon de eso y de acuerdo con
nuestros resultados, es posible que la dieta altamente lipidica haya contribuido al
mantenimiento de la alta tasa de crecimiento de los juveniles avanzados y bajo
intermitencia (experimento 3).

Para prevenir dafio celular o muerte, los animales expuestos a la privacion de
alimento presentan diferentes estrategias como la hibernacion, reduccion en la actividad
metabolica y/o incremento en la movilizacion de reservas energéticas (Sanchez-Paz et al.
2007). En este sentido, los indices de la glandula digestiva y el relativo del pleon proveen
una estimacion indirecta del estado energético del organismo y cuando es expuesto a un
periodo de inanicion, provee informacion de cuales nutrientes en estos tejidos pueden ser
movilizados para cubrir la demanda energética (Chellapa et al. 1995; Jussila y Mannonen
1997; Sureshkumar y Kurup 1999; Comoglio et al. 2005). Ademas, cuando un organismo
estd expuesto a una prolongada privacion del alimento y ocurre movilizacion energética,
ésta provoca cambios en la estructura de la glandula digestiva siendo las alteraciones mas
comunes la desorganizacion de los tabulos y la pérdida de la luz estrellada del tabulo. A
nivel celular, las células B pueden hipertrofiarse y coalescer para finalmente ocurrir la
muerte celular y las células R pueden reducir su tamafio y nimero (Vogt et al. 1985; Calvo
et al. 2012). En el presente trabajo, los similares valores encontrados entre los indices de la
glandula digestiva de los tratamientos bajo alimentacidn intermitente y del control de
alimentacion continua, indicarian que no ocurrio movilizacion de las reservas enddgenas
desde este 6rgano. Otra herramienta utilizada en este estudio fue el analisis histoldgico que
también indicO que los juveniles bajo previa 0 extensa alimentacion intermitente
presentaron una condicién nutricional similar al del control. Estos resultados llevan a no
rechazar la hipotesis de trabajo 3.2, que predice que los juveniles que compensan a la
restriccion alimenticia, presentan similar estructura celular en la glandula digestiva que
aquellos juveniles sometidos al régimen de alimentacion normal.

En sintesis, la capacidad del juvenil de C. quadricarinatus de soportar la
alimentacion intermitente puede ser explotada para lograr un crecimiento
compensatorio de la siguiente manera: cuando es aplicada en juveniles 11, puede ser por
un periodo moderado (mayor a 15 dias) ya que a partir de alli se observa un efecto en el
crecimiento y cuando es aplicado en juveniles avanzados, puede ser mas extensa. Después
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del periodo de restriccion es imprescindible incluir un periodo de alimentacion diaria para
promover el crecimiento compensatorio.

Vale resaltar que hubo una reduccion de aproximadamente 50 % en la cantidad de
alimento suministrado dentro de los 2 meses de estudio en los experimentos 2 y 3y en este
sentido el protocolo de alimentacion intermitente podria ser una interesante herramienta
para reducir los costos de produccion.

Tomando como base esta informacion, se buscard inducir al crecimiento
compensatorio a los juveniles de la langosta de agua dulce C. quadricarinatus después de
un moderado y largo periodo de alimentacion intermitente seguido de un periodo de
alimentacion diaria.
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CAPITULO 4

Induccion del crecimiento compensatorio en juveniles de la langosta de agua dulce
Cherax quadricarinatus: factores moduladores y efecto de la restriccion alimenticia en
la calidad de agua

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados
como:

Stumpf, L., Diaz, F.C., Viau, V.E., Valenti, W.C., Lopez Greco, L.S.

Effect of Food Shortage on Growth, Energetic Reserves Mobilization, and Water Quality in
Juveniles of the Redclaw Crayfish, Cherax Quadricarinatus Reared in Groups

Journal of Crustacean Biology 2014; 34 (5): 639-646.

Stumpf, L., Tropea, C., Lopez Greco, L.S.

Recovery growth of Cherax quadricarinatus juveniles fed on two high-protein diets: Effect
of daily feeding following a cyclic feeding period on growth, biochemical composition and
activity of digestive enzymes.

Aquaculture Septiembre 2014; 433: 404-410.
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4.1. Introduccion

Los estudios realizados en la langosta de agua dulce C. quadricarinatus han sido
focalizados hacia la optimizacién del crecimiento de los juveniles y a la reduccion en los
costos de produccién (Saoud et al. 2013). En este contexto, la explotacion del crecimiento
compensatorio, buscando una recuperacién completa del crecimiento, puede ser una
herramienta interesante a ser utilizada. De hecho, en varios estudios en los que se evalla el
crecimiento compensatorio en especies cultivadas se observan como ventajas el incremento
en el crecimiento y en la eficiencia alimenticia, una reduccion en los costos y una mejora en
la calidad de agua (Turano et al. 2008; Cho y Heo 2011; Sevgili et al. 2012).

En los Capitulos 2 y 3 de la presente tesis fue demostrado que la respuesta
compensatoria solo fue observada en ejemplares juveniles cuando se aplicé un periodo de
alimentacion diaria después del periodo de restriccion. Vale resaltar que los juveniles
estuvieron siempre individualizados y sin ningun tipo de competencia social, sea por el
alimento o por el espacio.

Con respecto a los factores que pueden afectar el crecimiento compensatorio y
principalmente el grado de recuperacion del crecimiento cuando se restituye la
alimentacion, se puede citar la calidad del alimento (principalmente la cantidad de la
proteina dietaria) antes y después de la restriccion, el tamafio del organismo al aplicarse una
restriccion alimenticia, los regimenes de restriccion (severidad y extension) y el
comportamiento social (animales en grupos disputando espacio y alimento) (Quinton y
Blake 1990; Hayward et al. 2000; Wang et al. 2000; Cui et al. 2006; Cho y Heo 2011,
Sevgili et al. 2012; entre otros). Por ejemplo, Cui et al. (2006) y Qian et al. (2000)
observaron en la carpa dorada Carassius auratus (2-3 g) diferencias en la recuperacion del
crecimiento post-restriccion debido al efecto del comportamiento social. Es decir, cuando
los peces estuvieron expuestos a inanicién diaria con un subsiguiente periodo de
alimentacion, en condiciones individuales se verificO que el crecimiento compensatorio
condujo a una recuperacion completa, mientras que en los peces expuestos a practicamente
el mismo protocolo pero en condiciones grupales, el crecimiento compensatorio condujo a
una recuperacion parcial.

Acerca del tipo de restriccion utilizado, Zhu et al. (2004, 2005) observaron
diferencias en la recuperacion del crecimiento debido a la severidad de la restriccion en el
pez gato Leiocassis longirostris (13 g y en condiciones individuales de cultivo). Es decir,
fue lograda una recuperacion completa del crecimiento a través del crecimiento
compensatorio cuando dichos peces estuvieron expuestos a un simple y corto periodo de
inanicion (1 o 2 semanas) con un subsiguiente periodo de alimentacién (4 semanas),
mientras que fue observada una recuperacion parcial cuando los peces fueron expuestos a
una alimentacion ciclica (4 ciclos de 1 semana de inanicién + 2 semanas de alimentacion).
La misma diferencia en los resultados fue observada en la carpa dorada Carassius auratus
(6-10 g, en condiciones individuales) por Xie et al. (2001) y Zhu et al. (2004), cuando se
aplico un periodo de inanicion con un subsiguiente periodo de realimentacion y una
alimentacion ciclica.

Con respecto a la influencia de la dieta en las respuestas de recuperacion mediante la
compensacion, en el estudio de Gaylord y Gatlin (2001) no se observé una influencia de las
2 dietas (32 y 37% de proteina cruda) ensayadas en la recuperacion de los juveniles del pez
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gato Ictalurus punctatus (17g), después de exponerlos a una alimentacion ciclica por 6
semanas. En contrapartida, Cho y Heo (2011) observaron que una dieta altamente proteica
y lipidica (55% proteina bruta y 14% lipidos) para los juveniles del lenguado Paralichthys
olivaceus, ocasion6 una “super” recuperacion del crecimiento después de la exposicion a
un protocolo de restriccion-alimentacion. El control utilizado en este estudio fueron los
juveniles expuestos a una situacion de alimentacion continua con una dieta de 50% proteina
y 10% de lipidos.

Los mecanismos asociados a estas respuestas compensatorias pueden ser un aumento
en la cantidad de alimento ingerido (hiperfagia), una mayor eficiencia en la conversién
alimenticia y/o una mayor capacidad de digestion y retencion de nutrientes durante la fase
de recuperacion (Bélanger et al. 2002; Alvarez y Nicieza 2005; Sevgili et al. 2012). En este
sentido, los cambios en las células de la glandula digestiva asi como su estructura son
importantes para ser analizados ya que estan relacionadas con alteraciones en el
almacenamiento de nutrientes, mecanismos de absorcién y sintesis de proteina, resultantes
de los eventos de inanicidn, restriccién alimenticia o dietas nutricionalmente pobres
(Berillis et al. 2013). La digestién y absorcion de nutrientes estan correlacionadas con la
actividad de las enzimas digestivas y el analisis de las principales enzimas digestivas
(proteasas, lipasas y amilasas) es una herramienta importante para determinar como los
periodos de restriccion y posterior alimentacion pueden dirigir la utilizacion de los
nutrientes en estas etapas (Secor et al. 2000; Gao et al. 2006; Furné et al. 2008). Por lo
tanto, cambios en estos pardmetros pueden reflejar una respuesta fisiologica para hacer
frente a las diferentes condiciones nutricionales (Le Moullac et al. 1997; Sanchez-Paz et al.
2007).

Por otra parte, el uso de la restriccién alimenticia puede generar una importante
reduccién en la cantidad de alimento suministrada y esto puede ser benéfico para la calidad
de agua en los estanques de cultivo, particularmente si ocurre un incremento en eficiencia
alimenticia, resultante de una mayor retencion de los nutrientes por parte del organismo
restringido (Turano et al. 2007, 2008).

4.2. Objetivo

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo de este capitulo fue evaluar si los
juveniles de C. quadricarinatus pueden presentar el crecimiento compensatorio en estadios
de desarrollo diferentes y alimentados con dietas diferentes. Ademas, se evalud el efecto de
la alimentacion intermitente en la composicion bioquimica de los juveniles y su impacto en
la calidad de agua.

En el marco de este objetivo se plantearon la siguiente hipotesis:

Hipoétesis 4.1: La capacidad de respuesta compensatoria de los juveniles de C.
quadricarinatus a la restriccion alimenticia depende del estadio de desarrollo.

Hipdtesis 4.2: El tipo de alimento (composicion de la dieta) influye en el crecimiento
compensatorio de los juveniles de C. quadricarinatus.

Hipotesis 4.3: Los juveniles de C. quadricarinatus que compensan el crecimiento después
de la restriccion alimenticia, presentan similar composicién bioquimica en la glandula
digestiva que aquellos juveniles sometidos al régimen de alimentacion normal.
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Hipotesis 4.4: Los indices de calidad de agua como los nitratos, nitritos y amonio son
menores en los acuarios con los juveniles de C. quadricarinatus sometidos a restriccion
alimentaria que en los acuarios de los juveniles sometidos a regimen de alimentacion diaria.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados en el presente capitulo (utilizados en los experimentos 1, 2, 3,
4y 5) fueron obtenidos a partir del plantel de reproductores suministrados por la hacienda
acuicola Pinzas Rojas, ubicada en la provincia de Tucuman, Argentina, en el afio de 2010.
Para los experimentos 6 y 7, los juveniles utilizados fueron obtenidos a partir del plantel de
reproductores suministrados por el Centro Nacional de Desarrollo Acuicola (CENADAC),
ubicado en la provincia de Corrientes, Argentina, en el afio de 2012.

Dichos lotes fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de laboratorio descriptas
en el Capitulo 3 (seccion Materiales y métodos). Se utilizaron juveniles recién
independizados (estadio I11) y juveniles de 1 gramo, dependiendo del experimento. Los
juveniles de 1 gramo fueron obtenidos de los mismos planteles de reproductores y
mantenidos en grupo desde el estadio JI11 y en las mismas condiciones de calidad de agua,
alimentacion (dieta), temperatura y fotoperiodo descripto para el plantel reproductivo, hasta
que su masa corporal fuera la adecuada para el experimento (ver Capitulo 3).

4.3.2. Procedimiento experimental

Fueron realizados 7 experimentos. Para cada experimento se utilizaron juveniles de al
menos 4 hembras ovigeras para garantizar la variabilidad genética. El procedimiento
utilizado para la obtencion de la masa corporal inicial esta descripto en el Capitulo 2. En los
experimentos 1y 2, los juveniles fueron transferidos individualmente a un envase plastico
(500 cm®) con 350 ml de agua declorada con el agregado de un trozo de red cebollera (5 cm
x 5 cm) utilizada como refugio (Figura 4.1). Para el control de la temperatura, el
procedimiento utilizado esta descripto en el Capitulo 3 (seccion: Procedimiento
experimental). La unidad experimental (u.e.) fue el juvenil individualizado en un envase
plastico.
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Figura 4.1. Envases pléasticos (u.e.) utilizados en los experimentos 1y 2.

En los experimentos 3, 4 y 5, los juveniles fueron transferidos a acuarios de plastico
(dimensiones de 33,5 cm x 25 cm x 19 c¢cm) conteniendo 8L de agua declorada con el
agregado de 2 trozos de red cebollera (30 cm x 23 ¢cm) y tubos de PVC utilizados como
refugio (Figura 4.2). La unidad experimental (u.e.) en el experimento 3 fue el acuario
plastico conteniendo 15 juveniles agrupados (densidad de 179 juveniles/ m?) y en los
experimentos 4 y 5 fue al acuario pléstico conteniendo 4 juveniles agrupados (densidad de
48 juveniles/ m?).
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Figura 4.2. Acuarios plasticos (u.e.) utilizados en los experimentos 3, 4 y 5.

En los experimentos 6 y 7 los juveniles fueron transferidos a acuarios de vidrio
(dimensiones de 60 cm x 40 cm x 30 cm) conteniendo 40L de agua declorada con el
agregado de 3 trozos de red cebollera (60 cm x 34 cm) y 10 tubos de PVC (2 cm de
diametro x 10 cm de longitud) utilizados como refugio (Figura 4.3). La unidad
experimental (u.e.) fue el acuario de vidrio conteniendo 5 juveniles agrupados (densidad de
21 juveniles/m?).

Figura 4.3. Acuarios de vidrio (u.e.) utilizados en los experimentos 6y 7.

En los experimentos 1, 2 y 3 los envases y acuarios plasticos fueron limpiados cada 4
dias con renovacion del 100% del agua. En los experimentos 4 y 5 fueron limpiados 1 vez
a la semana con renovacion del 100% del agua. En los experimentos 6 y 7, los acuarios
fueron limpiados a cada 4 dias durante los primeros 45 dias (etapa de la restriccion
alimenticia), con renovacion del 50% del agua para asegurar la remocién del alimento no
consumido. A partir del dia 45, los acuarios fueron limpiados cada 7 dias con renovacién
del 50% del agua. Las condiciones controladas de temperatura, aireacion y fotoperiodo
fueron las mismas descriptas en el Capitulo 3.

Las dietas utilizadas en los experimentos 1 y 2 fueron el alimento balanceado
FUNDUS® (utilizado en los experimentos del Capitulo 3) y el alimento balanceado
TETRA® (utilizado en los experimentos del Capitulo 2). EIl FUNDUS® esta compuesto por
41,6% de proteina bruta, 21,3% de lipidos, 6,9% de cenizas y 6,1% de humedad y el
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TETRA® esta compuesto por 49,5% de proteina bruta, 4,6% de lipidos, 8,7 de cenizas y 6,4
% de humedad (Sacristéan et al. 2015).

Las dietas utilizadas en el experimento 3 fueron el alimento balanceado para el
cultivo de langosta de agua dulce llamada de DIETA REFERENCIA y formulado por

Gutiérrez y Rodriguez (2010) y el alimento balanceado TETRA®. La DIETA
REFERENCIA estad compuesta por 37,9% de proteina bruta, 6,0% de lipidos, 16,0% de
cenizas y 4,0% de humedad (Sacristan et al. 2015). Su formulacion utiliza ingredientes
locales de bajo precio tal como la harina de soja, con el proposito de reducir costos y de
aprovechar la significativa produccion sojera de Argentina. Esta dieta ha sido utilizada en
investigaciones previas por Chaulet et al. (2012).

La dieta utilizada en los experimentos 4 y 5 fue el alimento balanceado TETRA®.

Las dietas utilizadas en el experimento 6 fue el alimento balanceado TETRA® y la
dieta utilizada en el experimento 7 fue el alimento balanceado llamado de DIETA
REFERENCIA.

El tipo de restriccion aplicada en todos los experimentos fue la ALIMENTACION
INTERMITENTE de acuerdo con los resultados del Capitulo 3. La extension del
PERIODO DE RESTRICCION vari6 de acuerdo con el experimento, asi como la presencia
de un subsiguiente PERIODO DE RECUPERACION (periodo de alimentacion diaria).

4.3.2.1. Experimento 1- Efecto de un Periodo de Restriccion MODERADO seguido por
un Periodo de Recuperacion en juveniles recién_independizados alimentados con la
dieta FUNDUS®

En el presente experimento, la extension del periodo de restriccion fue hasta el dia 22
y a partir de este dia empez6 el periodo de recuperacién con extension hasta el dia 44
(Figura 4.4).

Un total de 200 juveniles recién independizados (16,64+0,04 mg) fueron
aleatoriamente asignados a cada uno de los regimenes alimenticios: Al2, Al3, Al4y AC
(ver descripcion de los tratamientos en el Capitulo 3). Cada régimen alimenticio fue
aplicado a 50 juveniles (réplicas). Dichos tratamientos y procedimiento experimental
fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y supervivencia
previamente presentados en el Capitulo 3.

4.3.2.2. Experimento 2- Efecto de un Periodo de Restriccion MODERADO seguido por
un Periodo de Recuperacion en juveniles recién independizados alimentados con la
dieta TETRA®

En el presente experimento, la extension del periodo de restriccion fue hasta el dia 22
y a partir de este dia empezé el periodo de recuperacion con extension hasta el dia 44
(Figura 4.4).

Un total de 96 juveniles recién independizados (16,84+0,25 mg) fueron
aleatoriamente asignados a cada uno de los regimenes alimenticios: Al2, Al3, Al4y AC
(ver descripcion de los tratamientos en el Capitulo 3). Cada régimen alimenticio fue
aplicado a 24 juveniles (réplicas). Dichos tratamientos y procedimiento experimental
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fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y supervivencia
previamente presentados en el Capitulo 3.

e

L

Periodo de Restriccion Periodo de Recuperacion

Y EE——

dial dia22 dia44

Figura 4.4. Protocolo experimental utilizado en los juveniles I11 de Cherax quadricarinatus
en los experimentos 1y 2.

4.3.2.3. Experimento 3- Efecto de un Periodo de Restriccion MODERADO seguido por
un Periodo de Recuperacion en juveniles recién independizados bajo condiciones
grupales y alimentados con dos diferentes dietas

En el presente experimento, la extension del periodo de restriccion fue hasta el dia 30
y a partir de este dia empezé el periodo de recuperacion con extension hasta el dia 60
(Figura 4.5).

Un total de 180 juveniles recién independizados (15,02+1,07 mg) fueron
aleatoriamente asignados a cada uno de los regimenes alimenticios: Al4-DR (alimentacion
por 4 dias + inanicion por 4 dias, utilizando la DIETA REFERENCIA), Al4-DT
(alimentacion por 4 dias + inanicién por 4 dias, utilizando la DIETA TETRA®), AC-DR
(alimentacién continua, utilizando la DIETA REFERENCIA) y AC-DT (alimentacion
continua, utilizando la DIETA TETRA®). Cada régimen alimenticio fue aplicado a 3
réplicas (15 individuos en cada réplica). Dichos regimenes alimenticios y procedimiento
experimental fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y
supervivencia previamente presentados en el experimento 2 del presente capitulo.

;n'n,l'.nu'uugm

Periodo de Restriccidon Periodo de Recuperacion

Y ——

dial dia30 dia60

Figura 4.5. Protocolo experimental utilizado en los juveniles Ill de C. quadricarinatus en
el experimento 3.



56

4.3.2.4. Experimentos 4 y 5 - Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO
sin un Periodo de Recuperacién en juveniles de 1 gramo bajo condiciones grupales

En los presentes experimentos, la extension del periodo de restriccion fue de 45 dias
sin un periodo de recuperacion post-restriccion (Figura 4.6).

En los experimento 4 y 5, se utilizaron en cada experimento un total de 40 juveniles
(1,03+0,04 g) y que fueron aleatoriamente asignados a cada uno de los regimenes
alimenticios: Al2 y AC (experimento 4) y Al4 y AC (experimento 5) (ver descripcién de
los tratamientos en el Capitulo 3). Cada régimen alimenticio fue aplicado a 5 réplicas (4
individuos en cada réplica). Dichos regimenes alimenticios y procedimiento experimental
fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y supervivencia
previamente presentados en el experimento 3 del Capitulo 3.

Vale resaltar que ambos experimentos fueron realizados separadamente por la falta
de espacio en el momento de los ensayos.

Periodo de Restriccion

dial dia45

Figura 4.6. Protocolo experimental utilizado en los juveniles de 1 gramo de C.
quadricarinatus en los experimentos 4 y 5.

En ambos experimentos, los juveniles cuando alimentados recibieron una cantidad de
alimento correspondiente al 4% de la masa corporal.

4.3.2.5. Experimento 6 - Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO
seguido por un Periodo de Recuperacion en juveniles de 1 gramo bajo condiciones
grupales y alimentados con la dieta TETRA®

Un total de 60 juveniles (0,91+0,15 g) fueron aleatoriamente asignados a cada uno de
los regimenes alimenticios: Al4 (alimentacién por 4 dias + inanicion por 4 dias) y AC
(alimentacion continua). Cada régimen alimenticio fue aplicado a 6 réplicas (5 individuos
en cada replica). Dichos regimenes alimenticios y procedimiento experimental fueron
seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento, supervivencia y
composicién bioguimica, previamente presentados en el experimento 5 del presente
capitulo.
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4.3.2.6. Experimento 7 - Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO
seguido por un Periodo de Recuperacion en juveniles de 1 gramo bajo condiciones
grupales y alimentados con la dieta REFERENCIA

Un total de 60 juveniles (0,91+0,12 g) fueron aleatoriamente asignados a cada uno de
los regimenes alimenticios: Al4 y AC. Cada régimen alimenticio fue aplicado a 6 réplicas
(5 individuos en cada réplica). Dichos regimenes alimenticios y procedimiento
experimental fueron seleccionados en base a los mejores resultados de crecimiento y
supervivencia previamente presentados en el experimento 5 del presente capitulo.

Periodo de Restriccion Periodo de Recuperacion

dha | dia 45 dha 120

Figura 4.7. Protocolo experimental utilizado en los juveniles de 1 gramo de C.
quadricarinatus en los experimentos 6y 7.

En los experimentos 6 y 7, la extension del PERIODO DE RESTRICCION
(alimentacion intermitente) fue hasta el dia 45y a partir de este dia empez6 el PERIODO
DE RECUPERACION (alimentacion diaria) con extension hasta el dia 120 (Figura 4.7).
En ambos experimentos, durante los primeros 75 dias del periodo experimental los
juveniles, cuando fueron alimentados, recibieron una cantidad de alimento correspondiente
al 4% de la masa corporal. A partir de esta fecha y hasta el final del experimento (dia 120)
la alimentacion fue ajustada al 2% de la masa corporal de los juveniles.

4.3.3. Variables registradas y calculos

En los experimentos 1 y 2, la masa corporal (en base himeda) fue registrada en los
dias 8, 15, 22, 30, 37 y 44 del experimento; en el experimento 3, la masa corporal (en base
himeda) fue registrada en los dias 8, 15, 22, 30, 37, 44, 52, 60 del experimento; y en los
experimentos 4 y 5, la masa corporal (en base hiumeda) fue registrada en los dias 15, 30 y
45 del experimento. La supervivencia fue analizada al finalizar los experimentos. En los
experimentos 6 y 7 la masa corporal (en base himeda) y supervivencia fueron registradas
los dias 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 del experimento.

Al finalizar los experimentos 4 y 5, los juveniles fueron anestesiados con hielo y
posteriormente sacrificados para la remocion de la glandula digestiva y pleon (abdomen).
En los experimento 6 y 7, al finalizar el periodo de restriccion (dia 45) fueron seleccionadas
aleatoriamente 3 réplicas de cada régimen alimenticio y los juveniles correspondientes a
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estas réplicas fueron anestesiados con hielo y posteriormente sacrificados para la remocién
de la glandula digestiva y pleon (abdomen). Este procedimiento fue repetido con las
réplicas restantes en ambos experimentos al finalizar el periodo de recuperacion.

Las masas de la glandula digestiva y pleon fueron registradas (balanza analitica
“OHAUS, Pioneer™”; precisiéon de 0,0001g) para el calculo de los indices 6rgano-
somaticos correspondientes y separadas para los andlisis histoldgicos y bioquimicos. Las
glandulas digestivas utilizadas para analisis histologico fueron fijadas, inmediatamente
después de la diseccion, en la solucién acuosa de Bouin. Las glandulas digestivas y
musculos abdominales utilizados para analisis bioquimico y enzimatico fueron
inmediatamente almacenados en un freezer a -70°C después de la diseccion.

Los célculos utilizados fueron:
¢D)] Tasa de crecimiento especifico (TCE, %/dia) = [In (masa final) — In (masa inicial) /
(tiempo)] *100.
2 Tasa de crecimiento especifico de la biomasa (TCE, %/dia) = [In (biomasa final) —
In (biomasa inicial) / (tiempo)] *100.
(3) Supervivencia (S, %) = [numero de individuos vivos al finalizar cada tiempo
experimental/ nimero de individuos vivos al iniciar cada periodo experimento] *100.
4 Indice de la glandula digestiva (IGD, %) = [masa de la glandula digestiva/ masa
corporal total] *100.
5) Indice de la glandula digestiva seca (IGD s, %) = [masa de la glandula digestiva
seca/ masa corporal total] *100.
(6) indice relativo del pleon (IRP, %) = [masa de pleon/ masa corporal total] *100.
(7)  Coeficiente de variacion (CV, %) = [desvio estandar de la masa corporal/ promedio
de la masa corporal] *100.
(8)  Conversion alimenticia aparente (CA apar) = [total del alimento suministrado /
ganancia absoluta en masa].
9) Eficiencia proteica aparente (EP apar) = [ganancia absoluta en masa/ total de
proteina dietaria suministrado].
(10)  Biomasa (B, gramos/m?) = [masa corporal total en el acuario/area del acuario].

En los experimentos 4 y 5, un total de 2 glandulas digestivas por réplica (N=10 para
cada régimen alimenticio en ambos experimentos) fueron utilizadas para analisis
histologico (descripto en detalle en el Capitulo 3) y un total de 2 glandulas digestivas
(N=10 para cada régimen alimenticio en cada experimento) y 2 0 3 musculos abdominales
(N=10 o 15 para cada régimen alimenticio en cada experimento) fueron utilizados para el
analisis bioguimico (reservas energéticas).

En los experimentos 6 y 7, al final de cada periodo experimental se utilizaron para el
calculo del IGD en base seca entre 3 y 5 piezas de glandulas digestivas (cada pieza
correspondié a una glandula digestiva) por réplica (N= 9 a 15 por cada régimen
alimenticio) y éstas fueron secadas en una estufa a 60°C hasta alcanzar una masa constante
con el propdsito de determinar el contenido de humedad y consecuentemente la masa en
base seca de la glandula digestiva. Al final de cada periodo experimental un total de 2
glandulas digestivas por replica (N= 6 para cada regimen alimenticio) fueron utilizadas
para analisis histologico; un total de 3 a 5 glandulas digestivas (N=9 a 15 para cada
régimen alimenticio) fueron utilizadas para el anélisis bioquimico (reservas energéticas) y
enzimatico; y un total de 3 a 5 musculos abdominales (N=9 a 15 para cada régimen
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alimenticio en ambos experimentos) fueron utilizados para el analisis bioquimico (reservas
energéticas).

4.3.3.1. Andlisis bioquimico

Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado (3 submuestras para cada
réplica) utilizando métodos espectrofotométricos (espectrofotémetro JASCO-UV/VIS,
modelo 7850).

En los experimentos 4 y 5, las determinaciones de proteinas totales fueron realizadas
utilizando el método de Folin-Ciocalteu (Lowry et al. 1951), que consta de la ebullicion de
las muestras con KOH al 30% por 1 h., usando la albumina bovina (Fracc.V,
STANDARD®) como patrén y medido a una longitud de onda de 650 nm. En los
experimentos 6 y 7, las determinaciones de proteinas totales fueron realizadas utilizando el
método de Comassie Blue (Bradford et al. 1976) que consta de la homogeneizacion de las
muestras en un buffer Tris-HCI 50 mM a pH 7,5 y luego centrifugadas en frio a 10.000 rpm
por 30 min. La albumina bovina (Fracc.V, STANDARD®) fue usada como patrén y las
muestras fueron medidas a una longitud de onda de 595 nm.

En los experimentos 4, 5, 6 y 7 fueron realizadas determinaciones de lipidos totales
por el método usado por Folch et al. (1957), modificado por Frings y Dunn (1972) y
determinaciones de glucogeno por el método de Van Handel (1965) modificado por Geary
et al. (1981).

Para la determinacion de lipidos totales, las muestras fueron homogeneizadas con una
mezcla de cloroformo-metanol (2:1,v/v) para la extraccion de los lipidos. Luego, las
muestras fueron filtradas, mezcladas con NaCl al 0,9% y posteriormente centrifugadas para
la separacion de la fases lipidica y acuosa. Los lipidos fueron cuantificados por el método
de sulfofosfovainillina, usando aceite de oliva (INDALO CLASICO®), diluido con alcohol
absoluto, como patron y medido a una longitud de onda de 530 nm.

Para la determinacion del glucogeno, las muestras fueron colocadas a ebullicion con
KOH al 30% por 1 h. Luego, el glucogeno fue precipitado con la adicion de Na,SO,4
saturado y alcohol etilico al 96%, y centrifugado a 3.500 rpm por 10 min. Después este
precipitado fue disuelto en 250 uL de agua destilada. EI glucogeno fue cuantificado por el
método de la glucosa-oxidase (utilizando un kit comercial de glicemia WIENER-LAB
AA®) y usando el higado de conejo (FLUKA®) como patrén y medido a una longitud de
onda de 505 nm.

4.3.3.2. Andlisis enzimético

En los experimentos 6 y 7, la actividad de las enzimas digestivas (proteasas, lipasas
y amilasas) fue determinada a partir del sobrenadante procedente de la extraccion de las
proteinas solubles (descripto anteriormente). Todas las determinaciones fueron realizadas
por triplicado (3 submuestras para cada réplica) utilizando métodos espectrofotométricos
(espectrofotdmetro JASCO-UV/VIS, modelo 7850).

La actividad de las proteasas fue determinada por el método descripto por Garcia-
Carefio (1992), utilizando 0,5% de azocaseina disuelto en un buffer Tris-HCI 50 mM a pH
7,5 como substrato. Las muestras fueron medidas a una longitud de onda de 440 nm.

La actividad de las lipasas fue determinada por el método descripto por Versaw et
al. (1989), utilizando 10 pL de B-naphtyl caprylate disuelto en dimethyl sulfoxide (DMSO)
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100 mM como substrato, con incubacién por 30 min a temperatura ambiente. Las muestras
fueron medidas a una longitud de onda de 540 nm.

La actividad de las amilasas fue determinada por el método descripto por Vega-
Villasante et al. (1993), utilizando 500 pL de almidon al 1% disuelto en un buffer Tris-HCI
50 mM a pH 7,5 como substrato, con incubacion por 10 min a temperatura ambiente. Las
muestras fueron medidas a una longitud de onda de 550 nm.

4.3.3.3. Andlisis de calidad de agua

En los experimentos 4 y 5, fueron evaluados los efectos de la alimentacién ciclica
sobre la calidad de agua. Una vez a la semana y anterior a la completa limpieza del acuario
fueron medidos los siguientes parametros: oxigeno disuelto (OD, mg/L) utilizando un
oximetro (LAMOTTE®), pH utilizando un peachimetro (LAMOTTE®) y amonio total
(mg/L de NHs; + NH;") y dureza total dureza total (mg/L CaCOs) a través de métodos
colorimétricos utilizando kits comerciales ACUANALITICA®.

4.3.4. Analisis estadistico

Los valores expresados para cada variable fueron los promedios de las réplicas con su
error estandar, excepto para la variable supervivencia en los experimentos 1 y 2 ya que los
datos son proporciones. Las diferencias entre promedios y proporciones fueron
consideradas significativas cuando P< 0,05. El programa estadistico utilizado fue el
INFOSTAT (Infostat version 2014, Grupo Infostat, FCA-UNC, Argentina).

Los datos categoricos fueron analizados a través de una tabla de contingencia
utilizando la prueba del Chi-cuadrado de Pearson y las comparaciones multiples entre los
tratamientos y el control de alimentacidn continua fueron realizadas a través de la prueba de
Irwin-Fisher para comparacion de proporciones (Zar 1999).

El disefio experimental fue el completamente aleatorizado (DCA). Fueron aplicadas
las pruebas paramétricas Andlisis de Varianza—ANOVA o el Test T de Student
(dependiendo del experimento) después del cumplimiento de los supuestos de normalidad
(prueba de Shapiro-Wilks) y homogeneidad de varianza (prueba de Levene) de los
residuos. Cuando fue necesario los datos fueron log-transformados para cumplir con dichos
supuestos. En el caso de incumplimiento de los supuestos fue aplicada la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney (dependiendo del experimento) cuando se
evalué un solo factor. Cuando fueron evaluados mas factores, la prueba no paramétrica
utilizada fue la de Kruskal-Wallis modificada por Scheirer et al. (1976). Las comparaciones
maltiples entre los tratamientos fueron realizadas a través del test de LSD o Mann-Whitney
(dependiendo de la prueba utilizada) (Zar 1999).

Para las variables con medidas en el tiempo como masa corporal (experimentos 4,5,6
y 7), biomasa y supervivencia (experimentos 6 y 7) fue aplicado el ANOVA en un disefio
de medidas repetidas (DMR) utilizando Modelos Mixtos (Gomez et al. 2012). En dicho
analisis, los factores fijos fueron el régimen alimenticio y el tiempo y el factor aleatorio fue
la unidad experimental (los juveniles agrupados en cada acuario). Las comparaciones
multiples entre regimenes alimenticios fueron realizadas a través del test de LSD.
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4.4. Resultados

4.4.1. Experimento 1- Efecto de un Periodo de Restriccion MODERADA seguido por
un Periodo de Recuperacion en juveniles recién independizados alimentados con la
dieta FUNDUS®

Los juveniles expuestos a los tratamientos Al2, Al3 y Al4 tuvieron en total 34 dias de
alimentacion, en comparacion con los 44 dias de alimentacidn que tuvieron los juveniles de
AC. Debido a la alta mortalidad en los juveniles expuestos a todos los regimenes
alimenticios a partir del dia 30 del experimento (Figura 4.8), no se realiz6 analisis
estadistico para la supervivencia (el grafico sera presentado a modo informativo). A razén
de la alta mortalidad no se presentara los resultados de la masa corporal y TCE debido a la
poca representatividad de los datos. Es probable que la progenie utilizada haya sido de mala
calidad y estos resultados fueron potenciados por los tratamientos de restriccion.

mAC OAIZ2 mAI3 OAI4
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Figura 4.8. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 1.
Al2: alimentacion por 2 dias + inanicion por 2 dias, Al3: alimentacién por 3 dias +
inanicion por 3 dias, Al4: alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias y AC:
alimentacion continua.

4.4.2. Experimento 2- Efecto de un Periodo de Restriccion MODERADA seguido por
un Periodo de Recuperacion en juveniles recién_independizados alimentados con la
dieta TETRA®

Los juveniles expuestos a los tratamientos Al2, Al3 'y Al4 tuvieron en total 34 dias de
alimentacion, en comparacién con los 44 dias de alimentacién que tuvieron los juveniles de
AC. Al finalizar el experimento no se observaron diferencias significativas en la
supervivencia de los juveniles expuestos a los distintos regimenes alimenticios ()%s; 0.05=
3,03; P=0,3884) (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 2.
Los regimenes alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 4.8.

Al final del periodo de restriccion, el régimen de alimentacion afecto
significativamente el crecimiento de los juveniles (Hs= 16,63; P= 0,0008). Transcurridos
22 dias de restriccion, los juveniles expuestos a todos los tratamientos de alimentacion
intermitente presentaron un nivel 60% menor de masa corporal en relacién al control
(Figura 4.10).

Durante el periodo de recuperacion, el tiempo (Foe= 82,13; P< 0,0001) y el
régimen de alimentacion (Fs = 16,76; P< 0,0001) tuvieron un efecto independiente en el
crecimiento de los juveniles. En la semana siguiente de la post-restriccion (dia 30), los
juveniles expuestos a los tratamientos bajo intermitencia redujeron la diferencia en relacion

al control a un 50%. Catorce dias después (dia 44) esta diferencia fue del 40% (Figura
4.10).
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Figura 4.10. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 2.
Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. El asterisco (*)
indica diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. Los regimenes
alimenticios estan descriptos en el epigrafe de la figura 4.8.

Durante el periodo de recuperacion, el tiempo (F2 9= 14,86; P< 0,0001) y el régimen
de alimentacion (Fs4s= 4,14; P< 0,0109) tuvieron un efecto independiente en la tasa de
crecimiento de los juveniles. Los juveniles expuestos a los tratamientos Al4 crecieron a una
tasa més alta que del control (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el experimento 2. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre
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regimenes alimenticios (efecto independiente del tiempo). Las letras mayusculas indican
diferencias significativas entre tiempos. Los regimenes alimenticios estan descriptos en el
epigrafe de la figura 4.8.

4.4.3. Experimento 3- Efecto de un Periodo de Restriccion MODERADO seguido por
un Periodo de Recuperacion en juveniles recién independizados bajo condiciones
grupales y alimentados con dos dietas diferentes

Los juveniles expuestos a los tratamientos Al4-DR y Al4-DT tuvieron en total 46
dias de alimentacion, en comparacion con los 60 dias de alimentacion que tuvieron los
juveniles de AC. Al final del experimento los juveniles expuestos al régimen alimenticio
AC presentaron mayor supervivencia que los juveniles expuestos al régimen alimenticio
Al4 (Fig= 11,75; P= 0,0089), mientras que los juveniles alimentados con la DIETA
TETRA® presentaron una significativa mayor supervivencia que los juveniles alimentados
con la DIETA REFERENCIA (F;g= 13,88; P=0,0058) (Figura 4.12). Vale resaltar que fue
registrada una alta mortalidad (>70%) en la mayoria de los tratamientos, y la reduccion de
la supervivencia ocurrio a partir del dia 30 (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento
3. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. Las
letras mayusculas indican diferencias significativas entre dietas. Al4-DR: alimentacion por
4 dias + inanicion por 4 dias, utilizando la dieta REFERENCIA, Al4-DT: alimentacién por
4 dias + inanicion por 4 dias, utilizando la dieta TETRA®, AC-DR: alimentacién continua,
utilizando la dieta REFERENCIA y AC-DT: alimentacién continua, utilizando la dieta
TETRA®,

Debido a esta alta mortalidad no se realizo6 el analisis estadistico de las variables del
crecimiento y debido a la poca representatividad de los datos es que no se presentaran
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gréficos. Es probable que la progenie utilizada haya sido de mala calidad y estos resultados
fueron potenciados por los tratamientos de restriccion.

4.4.4. Experimentos 4 y 5 - Efecto de un Periodo de Restriccion a LARGO PLAZO sin
un Periodo de Recuperacion en juveniles de 1 gramo bajo condiciones grupales

Los juveniles expuestos a los regimenes alimenticios Al2 y Al4 tuvieron en total 22 y
24 dias de alimentacion, respectivamente. En total, cada réplica (acuario) de Al2 y Al4
recibié 6,65 g y 5,63 g de alimento, respectivamente, mientras que cada acuario de AC
recibié 12,36 y 11,44 g de alimento, respectivamente. Esta cantidad representa el 54% vy
51% del suministrado para los juveniles de AC del experimento 4 y AC del experimento 5,
respectivamente. En los experimentos 4 y 5 no se detectaron diferencias significativas en la
supervivencia final entre AC y Al2 (U= 10; P= 0,6904) y entre ACy Al4 (U= 12,5; P>
0,9999), respectivamente (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus. (a) Al final del
experimento 4 y (b) al final del experimento 5. Al2: alimentacion por 2 dias + inanicién por
2 dias, Al4: alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias y AC alimentacion continua.

Durante el experimento 4 se detectaron diferencias significativas en la masa
corporal entre regimenes alimenticios (F1g= 9,20; P= 0,0162) y entre tiempos (F;16=
77,36; P< 0,0001). Los juveniles expuestos al tratamiento Al2 presentaron un nivel 13%
menor de masa corporal en relacion al control (Figura 4.14a). Al mismo tiempo fue
observada una menor biomasa en el tratamiento Al2 al finalizar el experimento (U= 2; P=
0,0317) (Figura 4.14b). En relacion al TCE de la masa corporal, los juveniles expuestos a
AC crecieron un 2,60+0,32 %/dia durante los 45 dias, mientras que los juveniles expuestos

a Al2 crecieron un 2,14+0,36 %/dia, aunque diferencias significativas no fueron detectadas
(F1= 4,61; P=0,0640).
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Figura 4.14. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 4.
(a) Masa corporal durante el experimento y (b) biomasa al final del experimento. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. La descripcion de los
tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.13.

Durante el experimento 5, se detectaron efectos significativos de la interaccion entre
régimen alimenticio y tiempo (F,16= 9,68; P= 0,0018) sobre la masa corporal.
Transcurridos los primeros 30 dias, los juveniles expuestos al tratamiento Al4 presentaron
un nivel 16% menor de masa corporal en relacién al control. Quince dias después (dia 45)
esta diferencia fue del 25% (Figura 4.15). Sin embargo, el test no paramétrico de Mann-
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Whitney no detectd diferencias significativas entre los regimenes alimenticios (U= 7; P=
0,3095) para la biomasa final (Figura 4.15b). En relacién al TCE de la masa corporal, los
juveniles expuestos a AC crecieron un 2,14+0,14 %/dia durante los 45 dias, mientras que
los juveniles expuestos a Al4 crecieron un 1,55+0,22 %/dia (F1g= 9,61; P=0,0192).
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Figura 4.15. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 5.
(a) Masa corporal durante el experimento y (b) biomasa al final del experimento. Las letras
minGsculas indican diferencias significativas entre régimen alimenticio y tiempo (efecto de
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la interaccion). La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura
4.13.

En relacion a la variacion de las masas corporales, esta fue similar entre los juveniles
bajo intermitencia y sus respectivos controles, al finalizar ambos experimentos (t = 0,85;
P= 0,4211 en el experimento 4 y U= 11; P= 0,8412 en el experimento 5) (Tabla 4.1). Los
juveniles expuestos a la intermitencia de AI2 presentaron una significativa mayor
conversion alimenticia y mayor eficiencia proteica (t= 3; P= 0,0170 y t= 3,15; P= 0,0135,
respectivamente) que los juveniles alimentados continuamente (Tabla 4.1). Sin embargo, la
conversion alimenticia y eficiencia proteica de los juveniles expuestos a Al4 fue similar a la
de los juveniles de a AC (U=9; P= 0,5476 y U= 6; P= 0,2222, respectivamente), aunque
se observé una tendencia hacia un mayor conversion alimenticia y mayor eficiencia
proteica en los juveniles bajo intermitencia (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Coeficiente de variacién (CV), conversion alimenticia aparente (CA apar) y
eficiencia proteica aparente (EP apar) en los juveniles de C. quadricarinatus al finalizar los
experimentos 4y 5.

CV (%) CA apar EP apar

Experimento 4

AC 31,09+6,58 151+0,08 1,41+0,08

Al2 23,98+522 106+0,13* 2,07+0,19*
Experimento 5

AC 30,30+2,77 190+0,26 1,19+0,15

Al4 30,40+8,62 149+0,09 1,43+0,09

En cada columna y para cada experimento, el asterisco (*) indica diferencias significativas
entre los regimenes alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el
epigrafe de la figura 4.13.

Al finalizar los experimentos 4 y 5, no se observaron diferencias significativas entre
los regimenes alimenticios para el indice de la glandula digestiva (t= 0,93; P= 0,3747 y t=
0,43; P=0,6776, respectivamente), y para el indice relativo del pleon (t= 0,11; P=0,9117y
t=0,18; P=0,8606, respectivamente) (Figura 4.16).
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Figura 4.16. indices de la glandula digestiva (IGD) y relativo del pleon (IRP) de los
juveniles de C. quadricarinatus. (a) Al finalizar el experimento 4 y (b) al finalizar el
experimento 5. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura
4.13.

La caracterizacion histologica de la glandula digestiva se baséd en las descripciones
realizadas por Calvo et al. (2011, 2012). Después de 45 dias de restriccion alimenticia no se
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observaron diferencias estructurales entre tratamientos bajo intermitencia y sus controles
(Figura 4.17).

Figura 4.17. Secciones histolégicas de la glandula digestiva de juveniles C.quadricarinatus
al final de los experimentos 4 y 5. (a) AC correspondiente al experimento 4, (b) Al2, (d)
AC correspondiente al experimento 5 y (e) Al4. B: célula B; F: célula F; L: lumen del
tubulo; R: células R. Barras de escala: a, b, cy d = 100 um (figura central) y a, b, cy d =50
um (figura en el lado derecho superior). La descripcion de los tratamientos se encuentra en
el epigrafe de la figura 4.13.

Al final del experimento 4, los juveniles del tratamiento Al2 presentaron una menor
concentracion de glucégeno en la glandula digestiva (U= 2,61; P= 0,0079) y una mayor
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concentracion de proteinas en el masculo abdominal (t= 3,04; P= 0,0159) respecto de su
control (Tabla 4.2, experimento 4). Similares concentraciones de lipidos y proteinas totales
en la glandula digestiva fueron observadas entre Al2 y AC (t= 0,83; P=0,4276y t=1,32;
P= 0,2237, respectivamente) y también para lipidos totales y glucégeno en el mdsculo
abdominal (t= 0,01; P=0,9932 y U=10; P=0,6904, respectivamente).

Al final del experimento 5, los juveniles del tratamiento Al4 presentaron una mayor
concentracion de proteinas totales en el masculo abdominal (t= 2,67; P= 0,0258) respecto
de su control (Tabla 4.2, experimento 5). Similares concentraciones de lipidos totales,
proteinas totales y glucogeno entre Al4 y AC fueron observadas en la glandula digestiva
(t=1,94; P= 0,0886, t=1,11; P= 0,2913 y t= 1,55; P= 0,1599, respectivamente) y para
lipidos totales y glucdgeno en el masculo abdominal (t= 0,71; P= 0,4966 y t= 0,59; P=
0,5701, respectivamente).

Tabla 4.2. Reservas energéticas en la glandula digestiva y musculo abdominal (base
hameda) de los juveniles de C. quadricarinatus después de un periodo de restriccion de 45
dias.

Proteinas (mg/g) Lipidos (mg/g) Glucogeno (mg/g)

S Experimento 4

g AC 29,38+ 0,86 85,66 + 9,48 26,74 + 6,63

E Al2 29,30+ 1,32 72,48 + 12,47 518+091*

>

E Experimento 5

© AC 16,20 + 0,69 100,40 + 11,57 22,31+6,35
Al4 17,25 + 0,62 133,68 + 12,70 40,07 £ 9,54

Proteinas (mg/g) Lipidos (mg/g) Glucogeno (mg/g)

E Experimento 4

E AC 45,21 +1,58 3,01 +0,98 30,28 + 11,17

% Al2 53,26 +2,12* 3,02+0,75 54,24 + 21,64

o

g Experimento 5

= AC 29,97 £ 1,02 13,16 + 2,28 90,45 + 18,04
Al4 3529+1,71* 16,37 + 3,89 72,04 + 25,34

En cada columna y para cada experimento, el asterisco (*) indica diferencias significativas
entre regimenes alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe
de la figura 4.13.
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En relacion a los indices de calidad de agua medidos durante todo el experimento 4,
la temperatura (26,20+0,07 °C), el oxigeno disuelto (7,03+£0,10 mg/L) y la dureza del agua
(82,58+1,36 mg/L de CaCO3) fueron similares entre los regimenes alimenticios (U= 11; P=
0,8441, t= 0,23; P= 0,8262 y t= 1,19; P= 0,2669, respectivamente). No se detectaron
diferencias significativas entre los regimenes alimenticios (t= 2,07; P= 0,0720) para los
valores de nitritos (Tabla 4.3, experimento 4). Sin embargo, el valor del pH fue
significativamente mayor en el tratamiento Al2 (t= 2,41; P= 0,0426) y los valores de
amonio total y nitratos fueron significativamente menores en el tratamiento Al2 (U= 0; P=
0,0079 y t=5,31; P=0,0007, respectivamente) (Tabla 4.3, experimento 4).

En relacion a los indices de calidad de agua medidos durante todo el experimento 5,
la temperatura (26,50+0,10 °C), el oxigeno disuelto (7,19+0,10 mg/L) y la dureza del agua
(124,17+1,34 mg/L de CaCOs) fueron similares entre los regimenes alimenticios (t= 0,80;
P=0,4478, t= 0,49; P= 0,2327 y t= 1,29; P= 0,6335, respectivamente). Sin embargo, el
valor del pH fue significativamente mayor en el tratamiento Al4 (t= 4,73; P=0,0014) y los
valores de amonio total, nitritos y nitratos fueron significativamente menores en el
tratamiento Al4 (t= 3,02; P= 0,0166, t= 6,65; P= 0,0001 y t= 4,55; P= 0,0018,
respectivamente) (Tabla 4.3, experimento 5).

Tabla 4.3. indices de calidad de agua de los juveniles C. quadricarinatus después de un
periodo de 45 dias. NH3 + NH,4": amonio total, NO,: nitritos, y NOs: nitratos.

pH NH; + NH," (mg/L)  NO, (mg/L) NO; (mg/L)
Experimento 4
AC 6,98 £ 0,10 1,07+£0,11 0,15+ 0,02 36,00 £ 1,90
Al2 7,35+0,13* 0,41+£0,03* 0,12 £ 0,02 29,73+£1,83*
Experimento 5
AC 7,34 £ 0,05 0,32 £ 0,03 0,18 +£0,01 31,25+ 4,50
Al4 7,62+0,04* 0,20+ 0,02 * 0,11+£0,02* 19,16 £ 3,87 *

En cada columna y para cada experimento, el asterisco (*) indica diferencias significativas
entre regimenes alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe
de la figura 4.13.

4.45. Experimento 6 - Efecto de un Periodo de Restriccion de LARGO PLAZO
seguido por un Periodo de Recuperacibn PROLONGADO en juveniles de 1 gramo
bajo condiciones grupales y alimentados con la dieta TETRA®

Los juveniles expuestos al tratamiento Al4 tuvieron en total 99 dias de
alimentacion, en comparacion con los 120 dias de alimentacion que tuvieron los juveniles
de AC. En total, cada réplica (acuario) de Al4 recibi6é en promedio 65 gramos de alimento,
mientras que cada acuario de AC recibiéo en promedio 102 gramos de alimento. Esta
cantidad representa el 64% del suministrado para los juveniles de AC.
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La supervivencia fue similar entre los regimenes alimenticios durante todo el
periodo de restriccion (Fy10= 0,80; P=0,3916) (Figura 4.18a) y durante todo el periodo de
recuperacion (F14= 0,00; P> 0,9999) (Figura 4.18b). Vale resaltar que la supervivencia fue
calculada sobre las 6 réplicas para cada régimen alimenticio durante el periodo de
restriccion y a partir del periodo de recuperacion fue calculada sobre las 3 réplicas restantes

después del sacrificio para obtencion de muestras como descripto en la seccion 4.3.3 del
presente capitulo.
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Figura 4.18. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus en el experimento 6
(alimentados con la dieta TETRA®). (a) Durante el periodo de restriccion y (b) durante el
periodo de recuperacion. Al4: alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias y AC:
alimentacion continua.

Durante el periodo de restriccidn, se observé un efecto de la interaccion entre
régimen alimenticio y tiempo sobre la masa corporal del juvenil (F;20= 91,24; P< 0,0001).
Transcurrida la primera quincena, los juveniles expuestos al tratamiento Al4 presentaron un
nivel 11% menor de masa corporal en relacion al control. Quince dias después, esta
diferencia fue de 34% vy al final de la restriccion fue de 48% en relacion al control (Figura
4.19a).

Durante el periodo de recuperacion, el régimen alimenticio (F4= 12,81; P=
0,0232) y el tiempo (Fs20= 37,27; P< 0,0001) afectaron independientemente la masa
corporal del juvenil. Los juveniles expuestos al tratamiento Al4 presentaron una menor
masa corporal en relacion al control durante todo el periodo y, aunque esta diferencia se
redujo del 48% (dia 45) al 11% (dia 120), los 75 dias de alimentacion diaria no fueron
suficientes para lograr una recuperacion completa del crecimiento (Figura 4.19b).
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Figura 4.19. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus en el experimento 6
(alimentados con la dieta TETRA®). (a) Durante el periodo de restriccion y (b) durante el
periodo de recuperacion. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre
régimen de alimentacion y tiempo (efecto de la interaccion). Las letras mayusculas indican
diferencias significativas entre tiempos. El asterisco (*) indica diferencias significativas
entre los regimenes alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el
epigrafe de la figura 4.18.

Un efecto similar del régimen alimenticio (Fy4= 23,47; P= 0,0084) y del tiempo
(Fs20= 46,12; P< 0,0001) fue observado para la biomasa durante el periodo de recuperacion
(Figura 4.20).
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Figura 4.20. Biomasa de los juveniles de C. quadricarinatus durante el periodo de
recuperacion en el experimento 6 (alimentados con la dieta TETRA®). Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. EIl asterisco (*) indica
diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. La descripcion de los
tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.

Aunque los juveniles expuestos al tratamiento Al4 no alcanzaron la trayectoria de
crecimiento del control, tuvieron la capacidad al presentar crecimiento compensatorio
(elevado TCE) después de los 30 dias de haber sido restituida la alimentacién diaria (efecto
de la interaccion entre régimen alimenticio y tiempo; F416= 15,33; P< 0,0001) (Figura
4.21a). En relacion al TCE de la biomasa, también se observé un mayor valor en los
juveniles restringidos al finalizar el periodo de recuperacion (t= 2,89; P= 0,0445) (Figura

4.21D).
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Figura 4.21. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo de recuperacion del experimento 6 (alimentados con la dieta TETRA®).
(@) TCE de la masa corporal y (b) TCE de la biomasa. Las letras minusculas indican
diferencias significativas entre el régimen de alimentacion y el tiempo (efecto de la
interaccion). El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los regimenes
alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura
4.18.

En relacién a la variacion de la masa corporal, ésta fue similar entre los juveniles
bajo intermitencia y el control (t= 1,31; P= 0,2206) al término del periodo de restriccion
(dia 45) y al término del periodo de recuperacion (dia 120) (t= 0,19; P= 0,8562) (Tabla
4.4). La conversion alimenticia y eficiencia proteica fue similar entre juveniles restringidos
y no restringidos (t= 0,04; P=0,9698 y t= 0,22; P=0,8293, respectivamente) al finalizar el
periodo de restriccidn (dia 45) (Tabla 4.4). Al finalizar el periodo de recuperacién (dia 120)
se observOo mayor conversion alimenticia (t= 1,68; P= 0,0352) y una tendencia hacia una
mayor eficiencia proteica (t= 1,23; P= 0,0701) en los juveniles que fueron previamente
restringidos (~ 45% mayor que el valor de AC; Tabla 4.4).
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Tabla 4.4. Coeficiente de variacion (CV), conversion alimenticia aparente (CA apar) y
eficiencia proteica aparente (EP apar) en los juveniles de C. quadricarinatus durante el
experimento 6 (dia 45 corresponde al final del periodo de restriccion y dia 120 corresponde
al final del periodo de recuperacion).

CV (%) CA apar EP apar (%)

45 AC 29,07 £ 3,15 0,89 £0,01 2,28 £ 0,02
Al4 23,19 + 3,22 0,89 + 0,04 2,30 £ 0,10

120 AC 40,11 + 4,69 2,53+£0,21 0,85 £ 0,06
Al4 43,02 + 14,34 1,68 +0,17 * 1,23+0,14

En cada columna y para cada dia, el asterisco (*) indica diferencias significativas entre los
regimenes alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la
figura 4.18.

Al finalizar los periodos de restriccion y de recuperacion, se observo una diferencia
significativa entre los regimenes de alimentacion para el indice de la glandula digestiva en
base himeda (F1 = 7,19; P=0,0277), el cual fue mayor en los juveniles bajo intermitencia
(Tabla 4.5). Sin embargo, al analizar esta variable en base seca se verificd que los valores
fueron similares entre los regimenes en ambos periodos (F1 = 0,91; P= 0,3680) (Tabla 4.5).
En relacion al indice relativo del pleon, se detectaron diferencias significativas de la
interaccion entre régimen alimenticio y tiempo (F1g=5,74; P=0,0434) y se verifico que los
juveniles bajo intermitencia presentaron una pequefia superioridad en relacion al control de
alimentacion (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. indices de la glandula digestiva en base himeda (IGD h) y base seca (IGD s) e
relativo del pleon en base himeda (IRP h) de los juveniles de C. quadricarinatus durante el
experimento 6 (dia 45 corresponde al final del periodo de restriccion y dia 120 corresponde
al final del periodo de recuperacion).

IGD h (%) IGD s (%) IRP h (%)

45 AC 7,47 0,10 2,39+ 0,15 32,21+ 0,49 ab
Al4 7,73+0,11 * 2,42 0,21 31,86+ 0,41 b
190 AC 7,30+ 0,16 2,24 + 0,09 30,74+ 0,45 b
Al4 7,95+ 0,26 * 2,55 + 0,23 32,37+0,49 a

En cada columna, las letras minusculas indican diferencias significativas entre el régimen
de alimentacién y el tiempo (efecto de la interaccién). El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los regimenes alimenticios. La descripcién de los tratamientos se
encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.
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La caracterizacion histologica de la glandula digestiva fue basada en las

descripciones de Calvo et al. (2011, 2012) y Sacristdn et al. (2015). Al finalizar los
periodos de restriccion y recuperacion no se observaron diferencias estructurales entre el
tratamiento bajo intermitencia y el control. Debido a este resultado no se presentaran las
fotos correspondientes al analisis histologico.
Fueron observadas concentraciones similares entre Al4 y AC para las proteinas totales,
lipidos totales, y glucdgeno en la glandula digestiva y en el masculo abdominal al finalizar
los periodos de restriccion y recuperacion (Tabla 4.6). Se detect6 un efecto del tiempo en la
concentracion de lipidos totales en la glandula digestiva y en la concentracion de glucogeno
del musculo abdominal (H;= 8,31; P= 0,0008 y F;g= 22,20; P= 0,0015, respectivamente).
En ambos casos, la concentracion del nutriente se increment6 con el avance del tiempo.

Tabla 4.6. Reservas energéticas en la glandula digestiva y en el masculo abdominal (base
himeda) de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 6 (dia 45
corresponde al final del periodo de restriccion y dia 120 corresponde al final del periodo de
recuperacion).

Proteinas totales (mg/g)  Lipidos totales (mg/g) Glucogeno (mg/g)
©
% 45 AC 35,90 £ 1,30 83,80+ 24,15B 2,05 +0,32
[<5]
(@]
"g Al4 31,33+3,08 79,68 £ 4,75 B 1,46 £ 0,39
'§ AC 41,60 + 9,45 214,86 £ 6,56 A 2,22 +0,19
3 120
o Al4 42,83 £ 9,47 206,24 + 56,53 A 2,80+1,12
g
= 45 AC 58,46 + 6,52 3,93+0,35 1,21+0,26 B
o
% Al4 62,07 £ 1,23 4,33 +£0,95 2,21+0,43B
L
§ 120 AC 67,44 £ 9,87 5,85 + 0,95 6,60 £1,92 A
S
= Al4 81,10 £ 5,79 4,89 + 0,36 455+0,74 A

En cada columna, las letras mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. La
descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.

Fueron observadas actividades similares entre Al4 y AC para las proteasas y
amilasas al finalizar los periodos de restriccion y recuperacion (Tabla 4.7). Aunque
estadisticamente no fue significativo el efecto del régimen alimenticio (F;g= 0,99; P=
0,3476), se observd una tendencia de una mayor actividad de las proteasas en los juveniles
de Al4 al finalizar el periodo de recuperacion. Por otro lado, se detectd un efecto de la
interaccion entre régimen alimenticio y tiempo (F1s= 5,49; P= 0,0471) en la actividad de
las lipasas y los juveniles de Al4 presentaron una mayor actividad en relacién al control, al
finalizar cada periodo experimental (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Actividad de las enzimas digestivas (U/mg de proteina * min) en los juveniles
de C. quadricarinatus durante el experimento 6 (dia 45 corresponde al final del periodo de
restriccion y dia 120 corresponde al final del periodo de recuperacion).

Proteasas (U/mg*min) Lipasas (U/mg*min) Amilasas (U/mg*min)

45 AC 0,64 +0,10 147,27 £7,16 bc 1194+ 139 A
Al4 0,56 +0,11 174,64 £ 4,56 ab 8,04+117A
120 AC 0,50+ 0,14 115,40 + 4,56 ¢ 3,29+0,43B
Al4 0,78 + 0,06 231,49+ 42,43 a 3,48+0,38B

En cada columna, las letras minasculas indican diferencias significativas entre régimen de
alimentacion y tiempo (efecto de la interaccién). Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre tiempos. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe
de la figura 4.18.

4.4.6. Experimento 7- Efecto de un Periodo de Restriccion de LARGO PLAZO seguido
por un Periodo de Recuperacibn PROLONGADO en juveniles de 1 gramo bajo
condiciones grupales y alimentados con la dieta REFERENCIA

Los juveniles expuestos al tratamiento Al4 tuvieron en total 99 dias de
alimentacion, en comparacion con los 120 dias de alimentacion que tuvieron los juveniles
de AC. En total, cada réplica (acuario) de Al4 recibi6é en promedio 57 gramos de alimento,
mientras que cada acuario de AC recibié en promedio 86 gramos de alimento. Esta cantidad
representa el 66% del suministrado para los juveniles de AC.

La supervivencia fue similar entre los regimenes alimenticios durante todo el
periodo de restriccion (F110= 0,00; P> 0,9999) (Figura 4.22a) y durante todo el periodo de
recuperacion (F1 4= 0,01; P=0,9397) (Figura 4.22). Por otra parte, el tiempo tuvo un efecto
en la supervivencia de los juveniles durante el periodo de recuperacion (Fs2o= 4,42; P=
0,0071) (Figura 4.22), la cual bajé del 100% (dia 45) al 66% (dia 120). Vale resaltar que la
supervivencia fue calculada sobre las 6 réplicas para cada régimen alimenticio durante el
periodo de restriccion y a partir del periodo de recuperacion fue calculada sobre las 3
réplicas restantes, como ya fue explicado en el experimento 6.
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Figura 4.22. Supervivencia de los juveniles de C. quadricarinatus en el experimento 7
(alimentados con la dieta REFERENCIA). (a) Durante el periodo de restriccion y (b)
durante el periodo de recuperacion. Las letras mayusculas indican diferencias significativas

entre tiempos. La descripcién de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura
4.18.
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Durante el periodo de restriccion, la interaccion entre regimen alimenticio y
tiempo tuvo un efecto en la masa corporal del juvenil (Fy20= 22,25; P< 0,0001).
Transcurrida la primera quincena, los juveniles expuestos al tratamiento Al4 presentaron un
nivel 8% menor de masa corporal en relacion al control. Quince dias después, la diferencia
fue de 28% y al final de la restriccion fue de 36% (Figura 4.23a).

Durante el periodo de recuperacion, la masa corporal del juvenil continué siendo
afectada por la interaccion entre régimen alimenticio y tiempo (F416= 3,50; P= 0,0310) y
los juveniles expuestos al tratamiento Al4 presentaron una menor masa corporal en relacion
al control hasta el dia 105. Sin embargo, en los posteriores quince dias de alimentacion (dia
120) estos juveniles lograron la completa recuperacion del crecimiento (Figura 4.23b).
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Figura 4.23. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus en el experimento 7
(alimentados con la dieta REFERENCIA). (a) Durante el periodo de restriccion y (b)
durante el periodo de recuperacion. Las letras mindsculas indican diferencias significativas
entre régimen de alimentacién y tiempo (efecto de la interaccion). La descripcion de los
tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.

Al analizar el crecimiento en biomasa durante el periodo de recuperacién, se
verifico un efecto del régimen alimenticio (Fi4= 58,55; P= 0,0016) independiente del
efecto del tiempo (Fs20=0,28; P< 0,0001). El analisis detect6 que la biomasa fue menor en
aquellos juveniles previamente restringidos, sin embargo, se observa que en los ultimos 15
dias del experimento la biomasa de los regimenes alimenticios fue numéricamente similar
(Figura 4.24).
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Figura 4.24. Biomasa de los juveniles de C. quadricarinatus durante el periodo de
recuperacion en el experimento 6 (alimentados con la dieta REFERENCIA). Las letras
mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. EIl asterisco (*) indica
diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. La descripcion de los
tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.

Se observo un efecto del tiempo (F416= 6,78; P=0,0022) en la TCE de los juveniles
pero el crecimiento compensatorio no fue detectado estadisticamente (F;4= 7,56; P=
0,0514) en los juveniles expuestos al tratamiento Al4 durante el periodo de recuperacion.
Sin embargo, se observo, a partir de los 30 dias después de restituida la alimentacion diaria,
una importante tendencia a un mayor valor en la tasa de crecimiento especifico cuando fue
comparado con el valor de los juveniles del control AC (Figura 4.25a). En relacién al TCE
de la biomasa, los alimentados intermitentemente crecieron un 80% mas (t= 2,85; P=
0,0462) que los juveniles alimentados continuamente (Figura 4.25b).
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Figura 4.25. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo de recuperacion del experimento 7 (alimentados con la dieta
REFERENCIA). (a) TCE de la masa corporal y (b) TCE de la biomasa. El asterisco (*)
indica diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. La descripcion de los
tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.

En relacién a la variacion de la masa corporal, ésta fue similar entre los juveniles
bajo intermitencia y el control al finalizar los periodos de restriccion y de recuperacion (t=
0,73; P= 0,7355 y t= 1,51; P= 0,2000, respectivamente) (Tabla 4.8). La conversion
alimenticia fue mayor (U= 2; P=0,0104) en los juveniles restringidos al dia 45 y con una
tendencia también hacia una mayor conversion alimenticia al dia 120 (t= 2,42; P= 0,0730)
(Tabla 4.8). En cuanto a la eficiencia proteica, los juveniles del tratamiento Al4 fueron
menos eficientes en ganar masa corporal a expensas de la cantidad de proteina suministrada
al finalizar el periodo de restriccion (t= 5,07; P= 0,0004), sin embargo, esta condicion se
revirtié cuando fue restituida la alimentacion diaria y los juveniles previamente restringidos
presentaron mayores valores de eficiencia proteica que aquellos de AC al finalizar el
periodo de recuperacion (t= 2,74; P=0,0051) (Tabla 4.8).
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Tabla 4.8. Coeficiente de variacion (CV), conversion alimenticia aparente (CA apar) y
eficiencia proteica aparente (EP apar) en los juveniles de C. quadricarinatus durante el
experimento 7 (dia 45 corresponde al final del periodo de restriccion y dia 120 corresponde
al final del periodo de recuperacion).

CV (%) CA apar EP apar (%0)

45 AC 30,40 £+ 3,17 1,16 + 0,08 2,55+0,12
Al4 28,72 + 3,64 0,93+0,03* 1,89+ 0,05 *

120 AC 47,17 +7,95 2,52 £ 0,67 1,28+ 0,31
Al4 65,02 + 8,52 1,28 + 0,09 2,49 +0,40*

En cada columna y para cada dia, el asterisco (*) indica diferencias significativas entre los
regimenes alimenticios. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la
figura 4.18.

En relacion al indice de la glandula digestiva en base humeda, no se observaron
diferencias significativas entre regimenes alimenticios (F1g= 1,53; P= 0,2509) al finalizar
los periodos de restriccion y de recuperacion. Sin embargo, al analizar esta variable en base
seca se verifico que los valores fueron menores en los juveniles del tratamiento Al4 (Fyg=
5,70; P= 0,0439) (Tabla 4.9). En relacion al indice relativo del pleon, no se detectaron
diferencias significativas entre los regimenes alimenticios (Fig= 0,02; P= 0,8793) y
tampoco entre tiempos (F1g= 0,14; P= 0,3266) (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. indices de la glandula digestiva en base himeda (IGD h) y base seca (IGD s) e
relativo del pleon en base humeda (IRP h) de los juveniles de C. quadricarinatus durante el
experimento 7 (dia 45 corresponde al final del periodo de restriccién y dia 120 corresponde
al final del periodo de recuperacion).

IGD h (%) IGD s (%) IRP h (%)

45 AC 8,63+ 0,30 3,17+0,38B 31,95 + 0,50
Al4 8,39 0,54 2,70 + 0,38 B* 32,17 + 0,70

120 AC 8,97 + 0,67 4,56 + 0,33 A 33,45 + 0,67
Al4 8,03+ 0,28 3,52 + 0,33 A* 32,84 0,28

En cada columna, las letras mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos. El
asterisco (*) indica diferencias significativas entre los regimenes alimenticios. La
descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe de la figura 4.18.

Al finalizar los periodos de restriccion y recuperacion no se observaron diferencias
estructurales entre los regimenes alimenticios en la caracterizacion histologica de la
glandula digestiva. La dieta REFERENCIA tampoco provocé alteraciones cuando fue
comparada con la dieta TETRA®. Debido a este resultado no se presentaran las fotos
correspondientes al analisis histoldgico.

Fueron observadas concentraciones similares entre Al4 y AC para proteinas totales, lipidos
totales, y glucogeno en la glandula digestiva y en el masculo abdominal al finalizar los
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periodos de restriccion y recuperacion (Tabla 4.10). Se detecto un efecto del tiempo en la
concentracion de lipidos totales y de glucégeno en la glandula digestiva (F1s= 6,92; P=
0,0301 y F1s= 6,85; P= 0,0210, respectivamente), y en la concentracion de proteinas y
lipidos totales en el masculo abdominal (F1s= 8,17; P=0,0211 y F15= 0,02; P= 0,0033,
respectivamente). En la mayoria de los casos, la concentracion del nutriente se incrementd
con el avance del tiempo, con la excepcién del glucégeno en la glandula digestiva, el cual
se redujo al dia 120 (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Reservas energéticas en la glandula digestiva y musculo abdominal (base
himeda) de los juveniles de C. quadricarinatus durante el experimento 7 (dia 45
corresponde al final del periodo de restriccion y dia 120 corresponde al final del periodo de
recuperacion).

Proteinas totales (mg/g)  Lipidos totales (mg/g) Glucdgeno (mg/g)

é 45 AC 44,85 + 1,05 127,98 + 33,47 B 2,37 £0,66 A
8

"g Al4 45,92 + 3,95 175,22 + 61,64 B 2,72+ 0,49 A
526 120 AC 44,01 +5,81 308,39+ 48,84 A 1,14+ 0,60 B
o Al4 33,47+234 224,40 £ 17,77 A 0,93+0,27B
©

é 45 AC 4169+795B 1,14+0,43B 17,22 + 4,59
c}z Al4 60,89 £ 6,57 B 165+0,27B 10,78 +1,87
Tg 120 AC 7049432 A 2,69+0,27 A 9,75+ 4,15
§ Al4 64,06 + 0,04 A 310+0,13 A 6,03+1,41

En cada columna y para cada Organo, las letras maydsculas indican diferencias
significativas entre tiempos. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe
de la figura 4.18.

Fueron observadas actividades similares de las proteasas, lipasas y amilasas entre
Al4 y AC al finalizar los periodos de restriccion y recuperacion (Tabla 4.11). Aunque
estadisticamente no significativo (F1g= 0,01; P= 0,9278), se observo una tendencia hacia
una mayor actividad de las proteasas en los juveniles de Al4 al finalizar el periodo de
recuperacion (Tabla 4.11).
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Tabla 4.11. Actividad de las enzimas digestivas (U/mg de proteina * min) en los juveniles
de C. quadricarinatus durante el experimentos 7 (dia 45 corresponde al final del periodo de
restriccion y dia 120 corresponde al final del periodo de recuperacion).

Proteasas (U/mg*min) Lipasas (U/mg*min) Amilasas (U/mg*min)

45 AC 0,48 + 0,03 145,76 + 46,35 6,16 £ 0,79
Al4 0,32+0,14 209,58 + 25,81 4,05+ 0,68
120 AC 0,38 + 0,07 170,86 + 54,01 582+1,13
Al4 0,52 + 0,06 179,01 + 30,46 5,12 + 0,88

En cada columna, las letras minusculas indican diferencias significativas entre régimen de
alimentacion y tiempo (efecto de la interaccién). Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre tiempos. La descripcion de los tratamientos se encuentra en el epigrafe
de la figura 4.18.

4.5. Discusion

En el el presente capitulo se logré encontrar un protocolo de restriccion
alimenticia (adecuada severidad y extensién de restriccién) para inducir el
crecimiento compensatorio (con la presencia de un periodo de recuperacion) en los
juveniles de C. quadricarinatus.

Se verificd a través de los experimentos 1 a 3 que la aplicacién de un periodo de
restriccion alimenticia en juveniles de una progenie de mala calidad, ocasiona altas
mortalidades. Una mala calidad de la progenie se refiere a que los juveniles o larvas de
crustaceos tengan una mala condicién fisioldgica, una baja performance durante el cultivo
(supervivencia y crecimiento) y una baja resistencia al estrés (cambios ambientales y
resistencia a patdgenos por ejemplo); y tal condicion es, entre otras, dependiente de la
condicién nutricional del plantel reproductivo (Palacios et al. 1999; Raccotta et al. 2003;
Rodriguez-Gonzaélez et al. 2014). En este sentido, durante el afio de desarrollo de estos
ensayos, tuvimos una alta mortalidad en varios estudios desarrollados en nuestro
laboratorio lo que nos llevé a concluir que el plantel reproductivo no fue el mas adecuado.

A proposito de los resultados sobre crecimiento compensatorio del presente capitulo
(experimentos 2, 6 y 7) se corroboré que la inclusién de un periodo de alimentacion diaria
después de la restriccion fue un factor importante e imprescindible para promover dicha
respuesta en los juveniles de C. quadricarinatus, ya sea en el estadio de recién
independizados (JII1) como en el estadio de 1g, es decir, que el crecimiento compensatorio
ocurrio independientemente de la talla. Estos resultados llevan a rechazar la _hipétesis de
trabajo 4.1, la cual predice que la capacidad de respuesta compensatoria de los juveniles de
C. quadricarinatus a la restriccion alimenticia depende del estadio de desarrollo. En este
sentido, Eroldogan et al. (2006, 2008) observaron en diferentes tallas de la dorada Sparus
aurata (6 y 35 g) al aplicar el mismo protocolo de restriccion-realimentacion, que las
respuestas fueron mas drasticas en aquellos peces mas pequefios. Asi, la talla estaria
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influyendo en la severidad de la respuesta de un periodo de privacion y
consecuentemente en el tiempo de recuperacion del crecimiento.

Acerca de los experimentos evaluando el efecto de la dieta en la respuesta
compensatoria (experimentos 6 y 7), vale resaltar que no se agruparon ambos experimentos
en un solo andlisis estadistico, considerando la dieta como un factor, porque que los datos
de supervivencia entre experimentos fueron diferentes, y el crecimiento de los juveniles es
fuertemente afectado por el espacio disponible en una situacién de cultivo grupal (Pinto y
Rouse 1996; Naranjo-Parramo et al. 2004).

Los juveniles de C. quadricarinatus del tratamiento Al4 y alimentados con ambas
dietas presentaron crecimiento compensatorio después de la restriccion alimenticia.
Conviene destacar que, aunque el TCE de la masa corporal de los juveniles Al4
alimentados con dieta REFERENCIA hayan sido estadisticamente similar al control,
numéricamente fueron muy superiores (80% y > 100% en algunos casos). Asi pues, estos
resultados llevan a rechazar la_hipétesis de trabajo 4.2, la cual predice que el tipo de
alimento (composicién de la dieta) influye en el crecimiento compensatorio de los juveniles
de C. quadricarinatus (al menos no influye utlizando estas dos dietas). Nuestros resultados
estan de acuerdo con lo observado por Gaylord y Gatlin (2001) en el pez gato I. punctatus,
el cual presentd crecimiento compensatorio con las dos dietas evaluadas (32 y 37% de
proteina cruda). A su vez, Cho y Heo (2011) observaron que dietas conteniendo 59 y 50%
de proteina cruda no influenciaron el crecimiento compensatorio del lenguado P. olivaceus,
en cambio, el grado de recuperacion si fue afectado. Young et al. (2005) observaron lo
mismo en el salmén del Atlantico Salmo salar al exponerlos a un protocolo de restriccion-
realimentacion con dietas de 38 y 41% de proteina cruda.

A pesar de no haber logrado una recuperacion completa del crecimiento con la dieta
TETRA®, la pequefia diferencia entre las masas corporales y entre biomasas en los
juveniles de Al4 y AC al finalizar el experimento 6, nos lleva a sugerir que dicha respuesta
podria ocurrir con un periodo de alimentacion mas extenso. Por otro lado, una recuperacion
completa del crecimiento en aquellos juveniles de Al4 alimentados con la dieta
REFERENCIA pudo haber sido afectada por la menor densidad observada durante el
periodo de recuperacion (debido a una mayor mortalidad que la de la dieta TETRA®),
cuando lo comparamos con el experimento 6. En este sentido y de acuerdo con los
experimentos 2, 6 y 7, la recuperacion del crecimiento hacia la trayectoria de
crecimiento del control a través del crecimiento compensatorio, estaria dependiendo
de la extension del periodo de recuperacién. Por lo general, un periodo de alimentacion
diaria después de una restriccion alimenticia es lo habitualmente utilizado en estudios de
crecimiento compensatorio y lograr la recuperacion completa es particularmente
dependiente de la especie, del grado de supresion del crecimiento y del estado catabdlico
del organismo después de la restriccion, y de la condicidn de cultivo (Wang et al. 2000;
Tian y Qin 2003; Wang et al. 2005; Eroldogan et al. 2006; Picha et al. 2006; entre otros).
Por otro lado, la condicidn de cultivo en grupo también podria estar interfiriendo en el
tiempo de recuperacion (experimento 6 y 7), para que este sea completo en los juveniles
de C. quadricarinatus. Por lo tanto, bajo esta condicién se puede sugerir un periodo de
recuperacion mas extenso que 75 dias y otra opcion seria reducir el tiempo de intermitencia
a 30 dias para que el impacto en la masa corporal sea menor. En este sentido, deben ser
realizados estudios con el proposito de buscar un mejor ajuste en los tiempos de restriccion
y recuperacion para lograr una recuperacion completa, a través del crecimiento
compensatorio.




91

Vale resaltar que aunque el factor “condicion de cultivo” no fue una hipotesis
planteada a priori, se observé que los juveniles de esta especie pueden presentar
crecimiento compensatorio en condiciones individuales y grupales.

En relacion a las dietas altamente proteicas utilizadas en los ensayos, su uso se
justifica porque en la etapa del desarrollo inicial de los juveniles ocurre una alta tasa de
crecimiento (presentan alta frecuencia de muda) y por lo tanto necesitan una dieta con un
minimo de 35% de proteina cruda para obtener un adecuado crecimiento cuando son
cultivados en un sistema de recirculacion cerrado (Saoud et al. 2012). De acuerdo con
Anger (2001), los requerimientos de la proteina dietaria son particularmente altos en el
estadio temprano de desarrollo debido a la alta tasa de crecimiento en esta etapa y una dieta
con este perfil provee nutrientes para una rapida sintesis del tejido. Ademas, la utilizacion
de la “superioridad quimica” del alimento puede compensar la baja disponibilidad del
alimento (Anger 2001).

Otros resultados interesantes fueron las respuestas obtenidas con la alimentacion
intermitente en juveniles bajo condiciones grupales (experimento 4,5, 6 y 7), abriendo la
posibilidad de aplicacion de este tipo de restriccion en los sistemas de cultivo. Los
resultados de los ensayos realizados en condiciones controladas de laboratorio pueden
proveer buenos conocimientos pero, extrapolarlos hacia condiciones reales de cultivo exige
prudencia y mas investigaciones en un similar contexto de una produccién acuicola
(estanques externos, con productividad primaria y secundaria). Adn asi, nuestros
experimentos proporcionaron buenos indicadores para una posible aplicacion de la
alimentacion intermitente sin comprometer la supervivencia y promover el crecimiento
compensatorio.

Cuando los organismos estan en condiciones grupales y bajo restriccion alimenticia
puede ocurrir una alta variabilidad en la ingesta de alimento entre los individuos y esta
puede ser potenciada por la dominancia jerarquica. Este tipo de situacion puede ocasionar
un crecimiento heterogéneo entre los animales (Jobling y Koskela 1996). Sin embargo, en
el presente capitulo, la similitud del coeficiente de variacion de la masa corporal entre los
tratamientos (en los experimentos bajo condicion grupal) mostré que los juveniles bajo
intermitencia no monopolizaron méas el alimento que los juveniles del control. Estos
resultados concuerdan con los presentados por Kénkanen y Pirhonen (2009), Matilla et al.
(2009) y Turano et al. (2007) que observaron similar coeficiente de variacion de la masa
corporal cuando los peces, Coregonus lavaretus (larcvareto), Sander lucioperca
(lucioperca) y Morone chrysops x Morone saxatilis (rébalo), estuvieron expuestos a la
alimentacion ciclica, en comparacion con sus respectivos controles de alimentacion
continua. No hay registros de esta variable en un cultivo de crustaceos bajo restriccion.

Con respecto a la reduccion en la cantidad de alimento suministrado, ésta fue
importante, y una vez mas los juveniles mostraron ser tolerantes frente a este tipo de estrés,
lo que se destaca por la alta supervivencia. Segin McCue (2010), los animales deben tener
estrategias exitosas frente a la inanicién para mantener los procesos basicos de la vida y de
esta manera prolongar la supervivencia. Por esta razon la movilizacion de las reservas
energéticas puede ser necesaria para cubrir las demandas energéticas. Con respecto a los
resultados de este capitulo, se verificd que no ocurre movilizacion de los nutrientes de la
glandula digestiva y del muasculo abdominal durante el periodo de alimentacion
intermitente para cubrir cualquier deficit energético, mostrandonos la capacidad de
adaptacion de estos juveniles. En la etapa de recuperacién del crecimiento tampoco se
observo retencion o movilizacion de las reservas y estos resultados llevan a no rechazar la
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hipdtesis de trabajo 4.3, la cual predice que los juveniles de C. quadricarinatus que
compensan el crecimiento después de la restriccion alimenticia, presentan similar
composicion bioguimica en la glandula digestiva que aquellos juveniles sometidos al
régimen de alimentacion normal. Varios estudios muestran que el crecimiento
compensatorio no siempre esta acompariado por un cambio en la composicion bioguimica
corporal cuando el protocolo utilizado es la alimentacion ciclica (Gaylord y Gatlin 2001;
Mazlum et al. 2010; Zhu et al. 2014). De acuerdo con los resultados de las reservas
energéticas de los experimentos 5, 6 y 7, el mantenimiento de la composicion bioquimica
en los principales érganos a niveles del control en detrimento de la masa corporal puede ser
prioritario y estratégico para que el juvenil de C. quadricarinatus extienda la supervivencia
durante este tipo de restriccion o bien podria estar ocurriendo alguna movilizacion
energética desde otra fuente. En este sentido, Powell y Watts (2010) observaron que en las
langostas de agua dulce Procambarus clarkii y P. zonangulus, la energia provista para
enfrentar una inanicién de 5 meses fue movilizado mayormente desde esqueleto, branquias,
corazon, etc., en comparacion con la glandula digestiva y musculo abdominal y en este
caso, la proteina fue la mayor fuente de energia movilizada.

Acerca de los mecanismos fisioldégicos que pueden estar asociados al crecimiento
compensatorio, un mayor consumo de alimento, es decir, hiperfagia y una mayor
conversion alimenticia han sido propuestos como los principales mecanismos (Bélanger et
al. 2002; Ali et al. 2003; Jiwyam 2010, Sevgili et al. 2012, Xiao et al. 2013, Yengkokpam
et al. 2014). En el presente capitulo, el crecimiento compensatorio puede ser parcialmente
explicado por una mayor conversion alimenticia y eficiencia proteica en los juveniles
previamente restringidos dado que el consumo de alimento no fue medido. Por esta razon,
en el capitulo siguiente se evaluara la ocurrencia o no de la hiperfagia durante el periodo de
recuperacion. Por otro lado, distintos autores como Anger (2001), Furné et al. (2008) y
Gaylord y Gatlin (2001) asocian una mayor eficiencia en la conversién alimenticia a una
reduccién en la demanda energética, a una mayor retencion de los nutrientes dietarios y/o a
un aumento en la actividad de las enzimas digestivas.

En cuanto a la actividad de las enzimas digestivas, los juveniles de C.
quadricarinatus del régimen Al4 fueron igual de eficientes en la digestion y absorcién de
los nutrientes dietarios que los juveniles de AC. Ademas, el incremento en la actividad de
las proteasas durante la etapa en que ocurrid el crecimiento compensatorio (~ 56 y 36 % en
aquellos juveniles alimentados con las dietas TETRA® y REFERENCIA, respectivamente)
nos sugiere que una alta tasa de crecimiento puede estar asociada a una mayor capacidad de
digestion de las proteinas dietarias, requerida para una mayor sintesis de tejido durante la
recuperacion del crecimiento. Un incremento en la actividad de las enzimas relacionadas
con la sintesis de proteinas fue observado en estudios de crecimiento compensatorio como
por ejemplo en el bacalao del Atlantico Gadus morhua (Bélanger et al. 2002), en el pez
gato Silurus meridionalis (Zeng et al. 2012), en el rutilo Rutilis rutilis caspicus (Abolfathi
et al. 2012) y en la carpa Labeo rohita (Yengkopam et al. 2013). Por lo general, una
reduccién en la actividad de las enzimas refleja un marcada regulacion de la funcion
digestiva, a través de la falta de estimulos del tracto digestivo, de una reduccién de los
Organos sensoriales y alteraciones en la estructura histologia y morfologica, que ocurre
como consecuencia de la inanicion (Wang et al. 2006; Li et al. 2007; Gisbert et al. 2011;
Sacristan et al. 2014). Sin embargo, en otros estudios se ha verificado un mantenimiento de
las enzimas proteoliticas durante periodos de inanicion y durante la subsecuente
realimentacion (Zeng et al. 2012; Calvo et al. 2013; Sacristan et al., 2014). De acuerdo con
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Rivera-Pérez et al. (2011), cuando un organismo no tiene disponible el alimento se espera
una reduccién en las lipasas digestivas y un aumento en las lipasas intracelulares, ya que la
lipasa intracelular es la responsable por la movilizacion de los depositos de lipidos en la
glandula digestiva. Entonces, en el presente capitulo, es coherente que no se hayan reducido
las reservas enérgicas en la glandula digestiva de juveniles bajo intermitencia ya que éstos
mantuvieron la secrecion de las enzimas digestivas a niveles del control o a niveles
mayores como fue observado en algunas situaciones.

La alimentacién ciclica fue positiva para la calidad de agua (experimentos 4 y 5),
manteniéndola dentro de los valores recomendados para el cultivo de C. quadricarinatus
(Masser y Rouse 1997). Una reduccién en la concentracion de nitrégeno inorganico fue
detectada ya que una menor cantidad de heces y excretas fueron producidas por los
juveniles que recibieron menos alimento. Por ello también fueron observadas una menor
concentracion de amonio total y nitrato en los tratamientos Al2 y Al4. El pH fue también
menor en estos tratamientos ya que hubo menor materia organica en el sistema para su
descomposicion y consecuentemente ocurrié una menor liberacién de CO,. La aplicacion
de la alimentacion intermitente corrobora la posibilidad de reducir el impacto en los
efluentes acuicolas y estos resultados llevan a no rechazar la hipétesis de trabajo 4.4, la
cual predice que los indices de calidad de agua como los nitratos, nitritos y amonio son
menores en los acuarios con los juveniles de C. quadricarinatus sometidos a restriccion
alimentaria que en los acuarios de los juveniles sometidos a régimen de alimentacion diaria.
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CAPITULO 5

Efecto de la temperatura en el crecimiento compensatorio en el crecimiento de los
juveniles de la langosta de agua dulce Cherax quadricarinatus

Los objetivos particulares del presente capitulo han sido parcialmente publicados
como:

Stumpf, L., Lopez Greco, L.S.

Compensatory growth in juveniles of freshwater redclaw crayfish Cherax quadricarinatus
reared at three different temperatures: hyperphagia and food efficiency as primary
mechanisms.

Plos One Septiembre 2015; DOI:10.1371/journal.pone.0139372.
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5.1. Introduccién

La temperatura influye directamente en el metabolismo de los animales
poiquilotermos afectando todos los procesos fisioldgicos, entre ellos, la habilidad de
adquirir y utilizar los nutrientes del ambiente lo que trae consecuencias en la eficiencia
nutricional del organismo y compromete el éxito en un estanque de produccion, en el caso
de organismos cultivables (Brett 1979; Burel et al. 1996; Croll y Watts 2004; Kumar et al.
2012). Son escasos los estudios que han evaluado los efectos de una restriccion alimenticia
conjuntamente con diferentes temperaturas sobre la respuesta compensatoria en organismos
acuaticos, a pesar de las implicaciones bioldgicas y acuicolas importantes que estos factores
tienen sobre el crecimiento de las especies. En particular, solo Wu y Dong (2002b) han
evaluado ambos topicos en la performance de un crustaceo decapodo, el camaron marino F.
chinensis.

La langosta de agua dulce C. quadricarinatus es una especie euriterma y crece
adecuadamente entre temperaturas de 22°C y 30 °C pero su 6ptima performance ocurre a
una temperatura de 27+1°C (Meade et al. 2002; Tropea et al. 2010). En cuanto a la
habilidad de recuperarse de una restriccion alimenticia moderada, verificamos en los
capitulos anteriores que el crecimiento compensatorio de los juveniles ocurre después de la
inclusion de un periodo de alimentacion diaria, en condiciones individuales y en
condiciones grupales. Asimismo la talla del organismo no influye en dicha respuesta asi
como el tipo de alimento que utilizamos en nuestros estudios, es decir, con dos dietas
altamente proteicas y cuyo nivel de proteina dietaria es mayor que el necesario para un
Optimo crecimiento de la espécie (31% de proteina cruda segun Cortés-Jacinto et al. 2003).

Ademas, se ha observado una mayor eficiencia alimenticia y proteica en los juveniles
recuperados, pero la estimacién estd basada en la cantidad de alimento ofrecido y no en la
cantidad de alimento consumido. Los resultados de la histologia de la glandula digestiva,
composicion bioguimica de los principales érganos y actividad de las principales enzimas
digestivas en los juveniles de C. quadricarinatus indicaron que la alimentacion ciclica Al4
no causa deterioro en la condicion nutricional; sin embargo fueron siempre medidos cuando
ya habia ocurrido la completa recuperacion del crecimiento.

5.2. Objetivo

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto modelador de la temperatura sobre el
crecimiento compensatorio y recuperacion del crecimiento en los juveniles de C.
quadricarinatus. Ademaés, fueron evaluados el consumo de alimento y la conversion
alimenticia durante todo el periodo de recuperacién con el propdésito de elucidar los
mecanismos que promueven dichas respuestas compensatorias. También se analizaron la
concentracion de las reservas energéticas y actividad de las enzimas digestivas en distintas
etapas del periodo de recuperacion con el fin de observar cambios fisiolgicos durante la
ocurrencia del crecimiento compensatorio.

En el marco de este objetivo se planted la siguiente hipotesis:

Hipotesis 5.1: La capacidad de respuesta compensatoria en los juveniles tempranos de C.
quadricarinatus es modulada por la temperatura.
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5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Obtencion de los juveniles

Los juveniles utilizados en el presente capitulo fueron obtenidos a partir del plantel de
reproductores suministrados por el Centro Nacional de Desarrollo Acuicola (CENADAC),
ubicado en la provincia de Corrientes, Argentina, en el afio de 2012. Dichos lotes fueron
mantenidos bajo las mismas condiciones de laboratorio descriptas en los capitulos
anteriores. Se utilizaron juveniles avanzados (1 gramo) y estos fueron mantenidos en grupo,
desde el estadio JII1 y bajo una alta densidad (25 juveniles/m?), en acuarios de vidrio (60cm
x 40 cm x 30 cm) denominados acuarios de crecimiento y en las mismas condiciones de
calidad de agua, alimentacion (dieta), temperatura y fotoperiodo descripto para el plantel
reproductivo hasta que su masa corporal fuera la adecuada para el experimento. Cada
acuario de crecimiento abarcé juveniles recién eclosionados de una sola hembra y estos
juveniles fueron los correspondientes a la primera puesta de cada hembra.

5.3.2. Procedimiento experimental

Se utilizaron juveniles de al menos 6 hembras ovigeras. Cuando la masa corporal fue
apropiada (en un rango entre 0,8 a 1,2 gramos), un pool de juveniles de cada acuario de
crecimiento fue secado y su masa corporal (base humeda) registrada utilizando una balanza
analitica “OHAUS, Scout'™ (precision de 0,01g). Después del registro de la masa
corporal, cada juvenil fue transferido individualmente a un envase plastico (9 cm de
diametro x 7 cm de altura) con un volumen de 500 ml de agua dulce a una temperatura de
27+1 °C y el agregado de un trozo de red cebollera de 5 cm x 5 cm. Posteriormente, los
juveniles (individualizados en cada envase plastico) fueron aleatoriamente distribuidos en
cubas plasticas (dimensiones de 53 cm x 40 cm x 12 cm) con un volumen de 6,5 L de agua
para el control de la temperatura (por medio de un calefactor ATMAN de 100W). Se
utilizaron cubas con agua a 23x1 °C, cubas con agua a 27+1 °C vy cubas con agua a
31+1 °C. En cada cuba pléastica se sumergieron 12 vasos plasticos y dichos juveniles fueron
aclimatados a las temperaturas durante 1 semana siendo alimentados una vez al dia con la
dieta TETRA®. La unidad experimental (u.e.) fue el juvenil individualizado en un envase
pléstico.

Después de la semana de aclimatacion, se registré nuevamente la masa corporal de
cada juvenil y se dio inicio al experimento. Los envases plasticos fueron limpiados cada 4
dias durante la etapa de la restriccién alimenticia y a cada 7 dias durante la etapa de
recuperacion, con renovacion del 100% del agua para asegurar la remocion del alimento no
consumido. Las condiciones controladas de aireacion y fotoperiodo fueron las mismas
descriptas en los capitulos anteriores. La dieta utilizada fue el alimento balanceado
TETRA® (utilizado en la mayoria de los experimentos de la presente tesis).

La extension del PERIODO DE RESTRICCION (ALIMENTACION
INTERMITENTE) fue hasta el dia 45 y a partir de este dia empez6 el PERIODO DE
RECUPERACION (ALIMENTACION DIARIA) con extension hasta el dia 90 (Figura
6.1).
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Periodo de Restriccion Periodo de Recuperacion

L ——

dial Dia 45 dia90

Figura 5.1 Protocolo experimental utilizado en los juveniles de C. quadricarinatus.

Durante los primeros 45 dias los juveniles, cuando fueron alimentados, recibieron
alimento ad libitum. A partir de esta fecha y hasta el final del experimento (dia 90) la
alimentacion fue al 2% de la masa corporal de los juveniles.

En el presente capitulo, 3 temperaturas conjuntamente con 2 regimenes alimenticios
fueron ensayadas. Las temperaturas fueron de 23+£1°C, 27+1°C y 31+1 °C, consideradas
respectivamente como temperatura baja, 6ptima y alta para el crecimiento de la langosta de
agua dulce (Tropea et al. 2010). Los regimenes alimenticios fueron el Al4 (alimentacion
por 4 dias + inanicién por 4 dias, tratamiento utilizado para buscar el crecimiento
compensatorio) y AC (control de alimentacion continua).

Un total de 300 juveniles en estadio avanzado (0,99+0,03 g) fueron asignados
aleatoriamente a cada uno tratamientos: AC-23+1°C, Al4-23+1°C, AC-27£1°C, Al4-
27+1°C, AC-31+1°C y AIl4-31+1°C (Figura 6.2). Cada tratamiento fue aplicado a 50
réplicas.
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Figura 5.2. Esquema de los tratamientos evaluados en los juveniles de C. quadricarinatus.

El procedimiento experimental fue seleccionado en base a los resultados previamente
presentados del Capitulo 5.

5.3.3. Variables registradas, calculos y analisis
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La masa corporal (en base hiumeda) fue registrada los dias 1, 15, 30, 45, 60, 75y 90.
Al finalizar el periodo de restriccion y durante el periodo de recuperacion varias réplicas de
cada tratamiento fueron seleccionados aleatoriamente y los juveniles correspondientes a
estas réplicas fueron sacrificados (previamente anestesiados con hielo) para la remocion de
la glandula digestiva y pleon (abdomen) (Tabla 5.1). Sus masas fueron registradas para el
calculo de los indices 6rgano-somaticos. Las glandulas digestivas y musculos abdominales
fueron inmediatamente almacenados en un freezer a -70°C después de la diseccion.

Tabla 5.1. Numero de réplicas (cada réplica corresponde a un juvenil de la langosta C.
quadricarinatus) utilizadas en cada tratamiento para el analisis de los indices 6rgano-
somaticos durante el periodo inicial, final del periodo de restriccion y durante el periodo de
recuperacion.

Dias 1 45 60 75 90
23 4 1°C AC 8 9 9 9 9
Al4 8 9 9 9 9
”7 1 150 AC 8 9 9 8 10
Al4 8 9 9 9 10
31+ 1°C AC 9 9 9 9 9
Al4 9 9 9 9 9

Para los andlisis bioquimicos en la glandula digestiva, las réplicas (juveniles) fueron
agrupadas para obtener un minimo de masa necesaria y por lo tanto el nimero de réplicas
fue menor (Tabla 5.2). A su vez, las réplicas correspondientes a los analisis bioquimicos en
el musculo abdominal no fueron agrupadas pero se utiliz6 un menor nimero por una
cuestion de practicidad a la hora del realizar los analisis (Tabla 5.3).
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Tabla 5.2. Numero de réplicas utilizadas en cada tratamiento para el analisis bioquimico en
la glandula digestiva durante el periodo inicial, final del periodo de restriccién y durante el
periodo de recuperacion (varias de las réplicas corresponden al agrupamiento de 2 juveniles
de la langosta C. quadricarinatus).

Dias 1 45 60 75 90
g sae1oc AC 3 4 5 5 4
[ Al4 3 4 5 5 5
2 s7e10c  AC 3 4 5 5 5
= Al4 3 4 5 5 4
° . AC 3 4 4 5 5
o 3EC Ny 3 4 4 5 4
AC 3 4 5 5 5

(%] + o,
S BT Al 3 4 5 5 5
2 AC 3 4 5 5 5

o 27 +1°
g C A 3 4 5 5 5
= i AC 3 4 5 5 5
- 3EC 3 4 4 5 4
AC 3 4 4 5 4

23+1°C

=) Al4 3 4 4 5 5
S AC 3 4 4 5 4

Q +1°
S 20£1°C A 3 4 4 5 4
o . AC 3 4 4 4 4
3£1°C A 3 4 3 4 3

Tabla 5.3. Numero de réplicas (cada réplica corresponde a un juvenil de la langosta C.
quadricarinatus) utilizadas en cada tratamiento para el analisis bioquimico en el musculo
abdominal durante el periodo inicial, final del periodo de restriccion y durante el periodo de
recuperacion.

Dias 1 45 60 75 90
£ saipoc  AC 6 5 5 5 5
[ Al4 6 5 5 5 5
2 s7e10c  AC 6 5 5 5 5
= Al4 6 5 5 5 5
o . AC 6 5 5 5 5
N 6 5 5 5 5
AC 3 5 5 3 5

8 23+ 1°C
s Al4 3 5 5 3 5
2 AC 3 5 5 4 5

« 27+1°

£ C Al 3 5 4 5 5
= i AC 3 4 5 4 3
- 3EC 3 5 5 3 4
AC 3 5 5 5 5

23+1°C
= Al4 3 5 5 4 5
S AC 3 5 5 5 5

S 27 +1°C
S Al4 3 5 5 5 5
© . AC 3 5 5 5 4
$L1°C Ay 3 5 4 3 4

Para los analisis enzimaticos de la glandula digestiva, se utilizo el sobrenadante de las
muestras provenientes de la extraccion de proteinas totales de la glandula digestiva.
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Teniendo como prioridad la determinacion de las proteasas debido a los resultados del
capitulo anterior, se utiliz6 un mayor nimero de réplicas en cada tratamiento para dicha
enzima. Por ello, fueron utilizadas 3 réplicas en la determinacion de las lipasas y en varios
casos para la determinacion de las amilasas el nimero de réplicas fue menor a 3, por
faltante de material (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Numero de réplicas utilizadas en cada tratamiento para el analisis enzimético en
la glandula digestiva durante el periodo inicial, final del periodo de restriccion y durante el
periodo de recuperacion.

Dias 45 60 75 90
y3s 17 AC 4 5 5 4
2 - Al4 4 5 5 5
[%7]
©
g 75 170 AC 4 5 5 5
S Al4 4 5 5 4
[a
) AC 4 4 5 5
£1°C A 4 4 5 4
AC 3 3 3 3
+ [e]
" BIC 3 3 3 3
©
- ) AC 3 3 3 3
s 7EC i 3 3 3 3
-
) AC 3 3 3 3
B21C A 3 2 3 3
AC 3 3 3 2
23+1°
7 3£1C g 2 3 3 3
e AC 3 3 3 2
= + 1°
E 20E1°C 3 3 3 3
] AC 3 2 2 4
L£1°C A 3 1 3 2

Los célculos realizados fueron:
@) Tasa de crecimiento especifico (TCE, %l/dia) = [In (masa final) — In (masa inicial) /
(tiempo)] *100.
2 Supervivencia (S, %) = [nimero de individuos vivos al finalizar cada periodo
experimental/ nimero de individuos vivos al iniciar cada periodo experimental] *100.
(3) Frecuencia de individuos que mudaron durante el periodo de recuperacion (FM, %)
= [ndmero de individuos que mudaron al siguiente estadio / namero de individuos en el
estadio anterior] *100.
(4)  Indice de la glandula digestiva himeda (IGD h, %) = [masa de la glandula
digestiva fresca / masa corporal total] *100.
(5) indice relativo del pleon (IRP, %) = [masa de pleon himeda/ masa corporal total]
*100.
(6)  Conversion alimenticia aparente (CA apar) = [total del alimento consumido /
ganancia absoluta en masa].
(7) Eficiencia proteica (EP apar) = [ganancia absoluta en masa/ total de proteina
dietaria consumida].
(8) Ingesta de alimento (1A, % de la masa corporal/ dia) = [consumo de alimento en
base seca / (masa corporal inicial + masa corporal final / 2) * tiempo] * 100.
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Para célculos de las variables IA, CA 'y EP fueron considerados solamente los datos
de los juveniles que mudaron durante el periodo de recuperacion.

Al empezar la fase de recuperacion, 13 o 14 juveniles de cada tratamiento fueron
seleccionados aleatoriamente con el propdsito de evaluar la ocurrencia de la hiperfagia en
esta etapa. Para ello, la cantidad de alimento ofrecida fue diariamente registrada. Después
de 1 hora el alimento no consumido fue recolectado, secado en una estufa a 60 °C hasta
lograr masa constante y otra vez registrado. La ingesta de alimento fue estimada a través de
la diferencia (en base seca) entre la cantidad de alimento suministrada y la cantidad de
alimento no consumido.

La supervivencia de los juveniles durante el periodo de restriccion fue basada en los
50 juveniles iniciales por cada tratamiento y a partir del periodo de recuperacion fue basada
en los 13 0 14 juveniles seleccionados (dependiendo del tratamiento) para medir la ingesta
de alimento.

Al final del periodo de restriccion y durante el periodo de recuperacion, un total de 4
glandulas digestivas por cada tratamiento, fueron fijadas en la solucion acuosa de Bouin
para analisis histologico. Los métodos descriptos para la determinacion de proteinas totales
y lipidos totales estan descriptos en detalle en el Capitulo 4 (seccién Analisis bioquimico).
El glucogeno fue determinado por el método de Antrona (Van Handel 1965) y las muestras
fueron medidas a una longitud de onda de 620 nm. Los métodos descriptos para la
determinacion de la actividad de las enzimas digestivas (proteasas, lipasas y amilasas) estan
descriptos en detalle en el Capitulo 4 (seccion Analisis bioquimico).

5.3.4. Andlisis estadistico

Los valores expresados para cada variable fueron los promedios de las réplicas con su
error estandar. Las diferencias entre promedios fueron consideradas significativas cuando
P< 0,05. El programa estadistico utilizado fue el INFOSTAT (Infostat version 2014, Grupo
Infostat, FCA-UNC, Argentina).

El disefio experimental fue el completamente aleatorizado (DCA). Fueron aplicadas
pruebas paramétricas como el Analisis de Varianza — ANOVA factorial después del
cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza de los residuos
a las variables: masa corporal, TCE, IGD, IRP, CA apar, EP apar, reservas energéticas
(proteinas totales, lipidos totales y glucogeno) y actividad de las enzimas digestivas
(proteasas, lipasas y amilasas). Cuando fue necesario los datos fueron log-transformados
para cumplir con dichos supuestos. En el caso de incumplimiento de los supuestos, fue
aplicada la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis modificada por Scheirer et al. (1976).
Las comparaciones multiples entre los tratamientos fueron realizadas a través del test de
LSD (Zar 1999).

En el caso de la variable 1A, fue aplicado el ANOVA factorial en un disefio de
medidas repetidas (DMR) utilizando Modelos Mixtos (Gomez et al. 2012). En dicho
andlisis, los factores fijos fueron el régimen alimenticio, la temperatura y el tiempo vy el
factor aleatorio fue la unidad experimental (cada juvenil individualizado en el ensave
plastico). Las comparaciones multiples entre regimenes alimenticios fueron realizadas a
través del test de LSD.
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Los datos categoricos como supervivencia y frecuencia de individuos que
mudaronfueron analizados a través de una tabla de contingencia utilizando la prueba del
Chi-cuadrado de Pearson (Zar 1999).

5.4. Resultados

Al final del periodo de restriccion la supervivencia fue similar entre los tratamientos
(%s: 0.05= 7,16; P= 0,2934), siendo de 100% y 98% para los juveniles expuestos a AC y
Al4, respectivamente, a los 23°C, de 92% y 94% para los juveniles expuestos a AC y Al4,
respectivamente, a los 27°C y de 98% y 96% para los juveniles expuestos a AC y Al4,
respectivamente, a los 31°C. Al final del periodo de recuperacion la supervivencia también
fue similar entre los tratamientos, siendo de 100% para los juveniles expuestos a AC y Al4
alos 23°C y 27°C, y de 92% para los juveniles expuestos a AC y Al4 a los 31°C (i 0.05=
9,19; P=0,0844).

Al final del periodo de restriccion, los juveniles del tratamiento Al4 presentaron
menor masa corporal en relacion al control AC (efecto del régimen alimenticio; Fjg3 =
56,11; P< 0.001). Por otro lado, los juveniles expuestos a las temperaturas baja y alta
fueron menores que los juveniles expuestos a una condicion de temperatura Optima
(Figurea 5.3a).

Al final del periodo de recuperacion, los juveniles previamente restringidos
recuperaron completamente su masa corporal a niveles del control y solo persistio el efecto
de la temperatura (F210s = 25,11; P< 0,0001). Los juveniles expuestos a la temperatura alta
tuvieron menor masa corporal que aquellos juveniles expuestos a las temperaturas baja y
Optima (Figura 5.3b).
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Figura 5.3. Crecimiento de los juveniles de C. quadricarinatus. (a) Al final del periodo de
restriccion y (b) al final del periodo de recuperacion. Las letras mayudsculas indican
diferencias significativas entre temperaturas. El asterico (*) indica diferencias significativas
entre los regimenes alimenticios. Al4: alimentacion por 4 dias + inanicion por 4 dias y AC:
alimentacion continua.

La frecuencia de individuos que mudaron durante el periodo de recuperacion no
difirié estadisticamente entre los tratamientos (x25;0|95: 2,81; P=0,7295). Sin embargo, el
57% de los juveniles del tratamiento Al4 mudaron en relacion al 38% de los juveniles del
control en la temperatura de 23°C y la misma tendencia fue observada en la temperatura de
27°C, donde el 43% de los juveniles mudaron en el tratamiento Al4 en relacion al 36% de
los juveniles del control. Por otro lado, en la temperatura de 31°C la misma cantidad de
juveniles mudaron (31%) en ambos regimenes alimenticios. Es importante destacar que
cada juvenil que mudd, lo hizo una sola vez durante los 45 dias del periodo de
recuperacion.

La tasa de crecimiento especifico en el periodo de recuperacion fue afectada por el
régimen alimenticio (Fy10s= 9,06; P= 0,0032) y se observd un mayor crecimiento en los
juveniles previamente restringidos (Figura 5.4). Por otro lado, la temperatura también tuvo
efecto en la TCE (F210s= 19,74; P< 0,0001) y se observd un menor valor en los juveniles
expuestos a 31°C (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Tasa de crecimiento especifico (TCE) de los juveniles de C. quadricarinatus
después de 45 dias de alimentacion diaria (periodo de recuperacién). Las letras mayusculas
indican diferencias significativas entre temperaturas. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los regimenes alimenticios para cada temperatura. La descripcion de los
regimenes alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura 5.3.

En relacién a la ingesta de alimento durante la fase de recuperacion, se observo un
efecto de la interaccion entre el régimen alimenticio y el tiempo (F250= 4,50; P= 0,0159),
ademas de un efecto de la temperatura (F, 5= 12,31; P=0,0002). Por un lado, los juveniles
previamente restringidos mostraron comportamiento hiperfagico durante la primera
quincena del periodo de recuperacion (Figura 5.5). Por otro lado, los juveniles expuestos a
31°C ingirieron mas alimento en relacion a su masa corporal que los juveniles expuestos a
23°Cy 27°C (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Ingesta de alimento de los juveniles de C. quadricarinatus durante el periodo
de recuperacion. Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre régimen de
alimentacion y tiempo (efecto de la interaccion). Las letras mayuUsculas indican diferencias
significativas entre temperaturas. La descripcion de los regimenes alimenticios se encuentra
en el epigrafe de la figura 5.3. Se observo un efecto del régimen alimenticio (H;= 9,60; P=
0,002) y de la temperatura (H,= 11,72; P= 0,002) en la conversion alimenticia durante el
periodo de recuperacion (Tabla 5.5). Sin embargo, al realizar contrastes, no fueron
detectadas diferencias entre los niveles de ambos factores. En cuanto a la eficiencia
proteica, esta fue similar entre los regimenes alimenticios (Fi= 2,17; P= 0,1525) y
temperaturas (F, 5= 1,99; P=0,1573).

Tabla 5.5. Conversion alimenticia aparente (CA apar) y eficiencia proteica aparente (EP
apar) en los juveniles de C. quadricarinatus después de 45 dias de alimentacion diaria
(periodo de recuperacion).

CA apar EP apar
93 + 1°C AC 3,67+241 1,37+£0,48
Al4 1,37+ 0,26 1,83£0,23
97 + 1°C AC 1,26 £ 0,06 1,64 +£ 0,08
Al4 1,16 £ 0,07 1,82 £0,12
31 + 1°C AC 2,47 £ 0,73 0,96 + 0,22
Al4 1,96 + 0,77 1,34+ 0,39

Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre temperaturas. La descripcion
de los regimenes alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura 5.3,
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En el indice de la glandula digestiva en base humeda se observo un efecto de la
interaccion entre régimen alimenticio y tiempo (F4230= 2,74; P= 0,0290) (Figura 5.6). Al
final del periodo de restriccion (dia 45), el IGD de los juveniles expuestos a Al4 fue menor
que el de AC. Transcurrida la primera quincena del periodo de recuperacion (dia 60) se
observo que el IGD en los juveniles previamente restringidos se equipar6 al IGD de los
juveniles del control, pero, al dia 75 dicho valor fue mayor en el tratamiento Al4 y asi se
mantuvo hasta el final del experimento (aunque estadisticamente no fue significativo).

Por otro lado, el IGD también fue afectado por la interaccion entre temperatura y
tiempo (Fs230= 2,72; P=0,0071) (Figura 5.6). Después del periodo de aclimatacion (dia 1),
los juveniles expuestos a la temperatura de 23 °C presentaron mayor valor que aquellos
juveniles expuestos a las temperaturas de 27°C y 31°C, sin embargo, al final del periodo de
restriccion (dia 45), el IGD fue mayor en juveniles expuestos a 27°C. Transcurrida la
primera quincena del periodo de recuperacién (dia 60), el indice en los juveniles expuestos
a 23°C se equipararon al indice en los juveniles expuestos a 27 °C y ambos fueron mayores
que el IGD de los juveniles expuestos a 31°C hasta finalizar el experimento.
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Figura 5.6. Indice de la glandula digestiva (IGD) de los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo experimental. Las letras minusculas indican el efecto de la interaccion
entre régimen alimenticio y tiempo. Las letras “X,Y” indican el efecto de la interaccion
entre temperatura y tiempo. La descripcion de los regimenes alimenticios se encuentra en el
epigrafe de la figura 5.3.

El indice relativo del pleon en base humeda fue afectado independientemente por el
tiempo (F4239= 6,43; P< 0,0001) y por la temperatura (F2230= 4,91; P= 0,0081) (Figura
5.7). En cambio, no se detectd un efecto del régimen alimenticio sobre dicho indice (Fy 230=
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0,21; P=0,6462). Por un lado, el menor valor de IRP fue al inicio del experimento (dia 1),
pero al dia 45 este valor incrementd y se mantuvo estable hasta terminar el experimento
(dia 90). En cuanto al efecto de la temperatura, en los juveniles a 27°C se registraron
valores levemente superiores cuando fueron comparados con los juveniles expuestos a las
temperaturas de 23°C y 31°C (Figura 5.7).
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Figura 5.7. indice relativo del pleon (IRP) de los juveniles de C. quadricarinatus durante
el periodo experimental. Las letras griegas indican diferencias significativas entre tiempos.
Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre temperaturas. La descripcion
de los regimenes alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura 5.3.

En la caracterizacion histologica de la glandula digestiva, solamente se observaron
alteraciones en los juveniles del tratamiento Al4 expuestos a la temperatura alta y al
finalizar el periodo de restriccion (Figura 5.8b). Estos juveniles presentaron un mayor
espacio intertubular en relacion a su control (Figura 6.8a), sin embargo, al finalizar el
periodo de recuperacion dicha alteracion no fue observada (Figura 5.8c, d). En las demas
temperaturas no se registraron alteraciones histoldgicas entre los regimenes alimenticios.



108

Figura 5.8. Secciones histoldgicas de la glandula digestiva de juveniles C.quadricarinatus
expuestos a la temperatura de 31+1°C. (a) AC al finalizar el periodo de restriccion, (b) Al4
al finalizar el periodo de restriccion, (d) AC al finalizar el periodo de recuperacion y (e)
Al4 al finalizar el periodo de recuperacion. El: espacio intertubular. Barras de escala = 50
pum. La descripcion de los regimenes alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura
5.3.

En la glandula digestiva fueron observadas concentraciones similares de proteinas
totales entre los regimenes alimenticios (Fig7= 0,00; P> 0,9999) mientras que la
interaccion entre temperatura y tiempo (Fgo7= 3,76; P= 0,0007) tuvo un efecto en la
concentracion de dicho nutriente (Figura 5.9a). Al empezar el experimento (dia 1) los
juveniles que fueron aclimatados a las temperaturas baja y alta, presentaron una mayor
concentracion de proteinas en sus glandulas digestivas que aquellos los juveniles
aclimatados a la éptima temperatura. Es posible que haya ocurrido un efecto de la
aclimatacion en dicha variable ya que durante el restante del experimento los valores fueron
similares en todas las temperaturas ensayadas.

La concentracion de proteinas totales en el musculo abdominal también fue afectada
por la interaccion entre temperatura y tiempo (F1¢7= 0,00; P= 0,0073) y fue similar entre
los regimenes alimenticios (Fi1i124= 0,42; P= 0,5179) (Figura 5.9b). Al empezar el
experimento (dia 1) los juveniles que fueron aclimatados a la temperatura baja, presentaron
una mayor concentracion de proteinas que aquellos los juveniles aclimatados a las
temperaturas Optima y alta pero al dia 45 estos valores fueron similares entre las
temperaturas. Al dia 75, los juveniles expuestos a 31°C presentaron una mayor
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concentracion de proteinas que aquellos los juveniles expuestos a 23°C y 27°C pero al
finalizar el experimento estos valores se equipararon.
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Figura 5.9. Concentracion de proteinas totales en los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo experimental. (a) En la glandula digestiva y (b) en el musculo
abdominal. Las letras mindsculas indican diferencias significativas entre temperatura y
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tiempo (efecto de la interaccidn). La descripcion de los regimenes alimenticios se encuentra
en el epigrafe de la figura 5.3.

La concentracion de lipidos totales en la glandula digestiva fue afectada por la
interaccion entre el régimen alimentico y el tiempo (Fs9= 2,76; P= 0,0317) y por la
interaccion entre temperatura y tiempo (Fggo= 2,80; P= 0,0077). Por un lado, se observd
una menor concentracion de este nutriente en los juveniles previamente restringidos, al
finalizar el periodo de restriccion (dia 45) y durante los primeros 30 dias del periodo de
recuperacion (dias 60 y 75) (Figura 5.10a). Sin embargo, en los siguientes quince dias de
alimentacion, estos juveniles pudieron recuperarse completamente y alcanzaron la
concentracion de lipidos del control (Figura 5.10a). Por otro lado, en la interaccion entre
temperatura y tiempo se observé que en todas las temperaturas ensayadas, que los juveniles
empezaron el experimento con una alta concentracion de lipidos en la glandula digestiva
pero ésta se redujo fuertemente al dia 45. Finalmente los juveniles alcanzaron los niveles
iniciales de lipidos al dia 90.

En cuanto a los lipidos totales en el musculo abdominal, éstos fueron afectados por el
tiempo (Fs0= 27,20; P< 0,0001), donde se observaron mayores concentraciones al
empezar el experimento (dia 1) y con el tiempo este valor se redujo fuertemente
presentando al dia 90 un 70% menos que la concentracidn inicial (Figura 5.10b).
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Figura 5.10. Concentracién de lipidos totales en los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo experimental. (a) En la glandula digestiva y (b) en el musculo
abdominal. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre régimen
alimenticio y temperatura (efecto de la interaccion). Las letras “X,Y, Z” indican diferencias
significativas entre temperatura y tiempo (efecto de la interaccion). Las letras griegas
indican diferencias significativas entre tiempos. La descripcion de los regimenes
alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura 5.3.

La concentracion de glucégeno en la glandula digestiva fue afectada por la
temperatura (H,= 9,20; P=0,0100) y el tiempo (H,4= 59,54; P< 0,0001) (Figura 5.11a). Por
un lado, se observo que los juveniles expuestos a la temperatura alta presentaron una mayor
concentracion del nutriente que aquellos juveniles expuestos a las temperaturas baja y
Optima. En cuanto al efecto del tiempo, la concentracion de glucégeno en la glandula
digestiva fue incrementado (Figura 5.11a).

La concentracién de glucogeno en el musculo abdominal fue afectada por el tiempo (Hs=
23,85; P< 0,0001). Se observé menor concentracion al empezar el experimento (dia 1) que
se incremento con el tiempo (Figura 5.11).



112

(@)
BAC A4 BAC OAI4 EAc BAl4
20
S 16
(=)
E
o 12
S
g 8
(&)
=
O 4
0
23+ 1°C 27 +£1°C 31+1°C
Temperatura x Tiempo
(b)

BWAC [JAl4 EAc OAl4 BacEHAl4

Glucogeno (mg/g)

23+ 1°C 27 £ 1°C 31+1°C

Temperatura x Tiempo

Figura 5.11. Concentracion de glucogeno en los juveniles de C. quadricarinatus durante el
periodo experimental. (a) En la glandula digestiva y (b) en el mdsculo abdominal. Las letras
mayusculas ubicadas por encima de cada barra indican diferencias significativas entre
tiempos. Las letras griegas indican diferencias significativas tiempos. Las letras mayusculas
indican diferencias significativas entre temperaturas. La descripcion de los regimenes
alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura 5.3.

En cuanto a la actividad de las enzimas digestivas, no se observaron diferencias entre
los regimenes alimenticios al final del periodo de restriccion ni en las etapas siguientes del
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periodo de recuperacion. Sin embargo, los otros dos factores tuvieron un efecto sobre las
enzimas digestivas. Por un lado, la actividad de las proteasas tuvo un efecto de la
interaccion entre temperatura y tiempo (Feggs= 2,90; P= 0,0127) con una mayor actividad
observada en los juveniles expuestos a la temperatura de 23°C al dia 45 y a 27°C al dia 75.
Sin embargo, los juveniles presentaron una similar actividad en todas las temperaturas
ensayadas al finalizar el experimento (Figura 5.12a) La actividad de las lipasas tuvo un
efecto del tiempo (H4= 25,31; P< 0,0001), siendo observada una mayor actividad en los
juveniles al dia 60 y una menor actividad al dia 90 (Figura 5.12b). Por otro lado, la
actividad de las amilasas fue afectada por la temperatura (H,= 0,17; P= 0,0237) siendo
observada una mayor actividad en los juveniles expuestos a 31°C (Figura 5.12.c).
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Figura 5.12. Actividad de las enzimas digestivas en los juveniles de C. quadricarinatus
durante el periodo experimental. (a) Proteasas, (b) lipasas y (c) amilasas. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre temperatura y tiempo (efecto de la
interaccion). Las letras mayuUsculas indican diferencias significativas entre temperaturas.
Las letras griegas indican diferencias significativas entre tiempos. La descripcion de los
regimenes alimenticios se encuentra en el epigrafe de la figura 5.3.
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5.5. Discusioén

El presente capitulo constituye el primer trabajo en que los juveniles de C.
quadricarinatus demostraron ser capaces de presentar el crecimiento compensatorio
expuestos a distintas temperaturas. Estos resultados llevan a rechazar la hipotesis de
trabajo 6.1, la cual predice que la capacidad de respuesta compensatoria en los juveniles es
modulada por la temperatura. Los mecanismos propuestos como la base fisiologica de la
respuesta compensatoria en los peces son: un mayor consumo de alimento y una mayor
eficiencia en conversion alimenticia y pueden ocurrir simultaneamente o no (Dobson y
Holmes 1984; Ali et al. 2003; Tian y Qin 2004; Heide et al. 2006; Picha et al. 2006; Huang
et al. 2008; Jobling 2010; Picha et al. 2014). La hiperfagia permite que un organismo que
sufrié episodios de escasez de alimento, pueda ingerir la misma o mayor cantidad de
alimento acumulativo que aquél organismo que accedié continuamente al alimento y por
consiguiente, pueda alcanzar la misma masa corporal (Ali et al. 2003). En el actual
capitulo, los datos de los juveniles que mudaron durante el periodo de recuperacion,
mostraron que el comportamiento hiperfagico puede ser un mecanismo que explique
esta respuesta compensatoria. Por otro lado, no fue observada una mayor conversion
alimenticia en los juveniles que compensaron, aunque se necesitaria un analisis con mas
réplicas para corroborar dicha afirmacion.

No hay registros de estudios de crecimiento compensatorio en crustaceos de que la
hiperfagia y la mayor conversion alimenticia ocurran simultdneamente durante un periodo
de recuperacion. Por ejemplo, en estudios realizados para estimular la recuperacion del
crecimiento en el camarén marino F. chinensis se ha observado que la respuesta
compensatoria con recuperacion completa fue alcanzada a través de la hiperfagia pero no
fue observada una mayor eficiencia en la conversion alimenticia, proteica y energética (Wu
et al. 2000; Wu y Dong 2002a). Por otro lado, la misma respuesta compensatoria fue
observada en el camaron blanco del Pacifico L. vannamei y ésta fue asociada con una
mayor eficiencia en la conversion alimenticia y proteica por Zhu et al. (2014) pero en el
estudio de Wasielesky et al. (2013) no se observo esta mayor conversion alimenticia.
Conviene resaltar que en ambos trabajos no se midié el consumo de alimento para
determinar la ocurrencia de la hiperfagia. A su vez, en el camaron gigante de Malasia, M.
rosembergii, la respuesta compensatoria condujo a una recuperacion parcial y completa y
fue asociada a una mayor eficiencia en la conversion pero tampoco fue medida la hiperfagia
(Singh y Balange 2007; Marques y Lombardi 2011).

En este sentido, los resultados del capitulo anterior mostraron que los juveniles
avanzados de C. quadricarinatus que compensaron, lograron ser mas eficientes a la hora de
convertir el alimento suministrado en ganancia de masa corporal y quizas en el presente
capitulo esta respuesta no fue observada por dos motivos: 1) no todos los juveniles lograron
mudar al siguiente estadio durante los 45 dias de recuperacion y 2) posiblemente la
condicién individual haya influenciado en este comportamiento ya que los organismos
tenian un tamafo relativamente grande en un espacio pequefio.

Los resultados de las reservas energéticas de la glandula digestiva en el presente
capitulo indicaron, por primera vez, que la energia provista durante un periodo prolongado
de restriccion alimenticia (45 dias) fue a expensas de los lipidos totales y que la
recuperacion de tal impacto ocurrio después de los 45 dias de alimentacion diaria. En este
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sentido, Jobling y Johansen (1999) proponen un modelo que relaciona la cantidad de
lipidos corporales con la respuesta hiperfagica y concomitante crecimiento compensatorio,
Ilamado modelo lipostatico. Dicho modelo sugiere que: 1) una reduccion en la deposicion
de los lipidos corporales resulta en una disminucion en la relacion entre los lipidos y masa
corporal magra (conocida como L/LBM: lipid/lean body mass) y 2) una vez empezado el
periodo de recuperacion, esta relacion sigue reducida durante el tiempo en que ocurre la
hiperfagia y el crecimiento compensatorio hasta que alcance el nivel del control y entonces
todas las anteriores respuestas cesan. Es interesante que en el presente experimento los
niveles de los lipidos se mantuvieran bajos durante todo el periodo en que ocurrié la
hiperfagia y el crecimiento compensatorio en los juveniles, sugiriendo que este tipo de
respuesta puede estar regulada de acuerdo con dicho modelo pero futuros estudios deben
ser realizados para verificar esta hipotesis. Por ultimo, la utilizacion de las reservas de
lipidos como un combustible metabdlico fue verificada en otras especies de crusticeos
como en el camarén marino Penaeus esculentus y en la langosta marina Nephrops
norvegicus expuestos a periodos de inanicion cortos (Dall 1981; Barclay et al. 1983) y de
igual modo en el cangrejo E. sinensis y en la propia langosta C. quadricarinatus cuando
fueron expuestos a un periodo de inanicién prolongado (Wen et al. 2006; Calvo et al.
2013).

A propésito de la deplecién de los lipidos en la glandula digestiva en juveniles del
tratamiento Al4, esta respuesta puede estar relacionada con los mayores valores observados
en el indice de la glandula digestiva (IGD) durante el periodo de recuperacion, una vez que
con el catabolismo y consecuente pérdida de materia seca ocurre una absorcién de agua con
el fin de mantener el volumen corporal y la turgencia interna del 6rgano (Stuck et al. 1996;
Comoglio 2005; Wen et al. 2006; Watts et al. 2014).

Las temperaturas ensayadas en este capitulo estuvieron dentro del rango (16° a 32°C)
que permite el crecimiento y la supervivencia de los juveniles avanzados de C.
quadricarinatus (Meade et al. 2002). De hecho, en el subtropico argentino donde el cultivo
de la especie puede ser llevado a cabo, las temperaturas anuales pueden alcanzar un valor
promedio de 17,5°C en el invierno y de 30°C en el verano (Wicki et al. 2008). Acerca del
efecto de la temperatura en el crecimiento de C. quadricarinatus, Tropea et al. (2010)
observaron gque una temperatura alta (31°C) no afecto el crecimiento de las hembras pero si
redujo el crecimiento en los machos después de un largo plazo de exposicion (desde
juveniles recien eclosionados hasta el estadio adulto). En el presente capitulo, con respecto
al efecto de la temperatura, practicamente todas las variables fueron afectadas por este
factor, excepto los lipidos totales y glucdgeno en el musculo abdominal, ademas de la
actividad de las lipasas. En referencia al efecto de la temperatura alta, los juveniles
expuestos a 31°C tuvieron el crecimiento reducido durante todo el periodo experimental y
esta respuesta puede estar asociada a una menor eficiencia en la conversion alimenticia, ya
ingirieron una mayor cantidad de alimento en relacion a su masa corporal. Ademas, el
menor indice de la glandula digestiva y las alteraciones en la histologia refuerzan el
impacto de esta alta temperatura en la condicion nutricional de estos juveniles.
Temperaturas elevadas también redujeron la utilizacion de nutrientes como las proteinas y
lipidos en la trucha Salvelinus fontinalis (Amin et al. 2014). Otros efectos verificados en los
juveniles de C. quadricarinatus expuestos a temperatura alta, fueron una mayor
concentracion de glucogeno en la glandula digestiva y una mayor actividad de las amilasas.
En este sentido, Croll y Watts (2004) observaron un aumento en la eficiencia de la
absorcion de los carbohidratos dietarios en las langostas P. clarkii y P. zonangalus
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expuestas a 32°C y lo asociaron a una mayor necesidad de energia para el mantenimiento, a
su vez relacionado con los cambios metabdlicos ocasionados por la alta temperatura.
Powell (2000) también observé en las mismas langostas, una habilidad mayor en absorber
esta fuente de energia “mas econdmica” en detrimento de un mayor metabolismo,
consecuente de una temperatura elevada. Entonces, los resultados encontrados en los
juveniles de C. quadricarinatus son coherentes con el efecto de la temperatura sobre el
metabolismo de estos organismos.

Otro resultado interesante del presente capitulo fue que el crecimiento con la menor
temperatura (23°C) fue similar al crecimiento con la temperatura considerada optima para
la especie (27°C), ademas, del mantenimiento de similar actividad de las enzimas
digestivas en ambas temperaturas. Estos resultados estan en desacuerdo con lo observado
por Bowyer et al. (2012), cuyas actividades de las proteasas, lipasas y a-amilasa en el pez
Seriola lalandi fueron reguladas hacia una menor actividad cuando fueron expuestos a una
temperatura suboptima.

Finalmente, los resultados del capitulo sugieren que el protocolo de restriccion
alimenticia (alimentacion-inanicion por 4 dias) durante un periodo prolongado (45 dias)
puede ser utilizado para promover crecimiento en condiciones subdptimas de temperatura,
sin ocasionar un menor crecimiento y supervivencia de los juveniles.
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CAPITULO 6

Discusién General
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En la naturaleza, factores como la temperatura, cantidad y calidad del alimento tienen
un gran efecto sobre el crecimiento de los organismos acuéticos. En los ecosistemas
marinos la distribucion del plancton es irregular y puede ser escasa durante los meses de
invierno. En el caso de los ecosistemas loticos de agua dulce, la produccion de
mesozooplancton puede ser baja o impredecible y los tiempos de residencia cortos. Por lo
tanto, para hacer frente a estas fluctuaciones de alimento, los organismos acuéticos
desarrollaron diferentes estrategias para sobrellevar este tipo de estrés y una de ellas es la
capacidad de compensar la escasez de alimento con un alto crecimiento cuando la
disponibilidad alimentica se normaliza (Jobling 1994, Mommsen 1998; Jobling 2010;
Nykénen 2006). Sin embargo, la habilidad de compensar también puede traer algunas
desventajas al organismo como por ejemplo, un aumento en la susceptibilidad hacia los
predadores, un aumento en la agresion por la competencia del alimento ocasionando
injurias en los organismos, un aumento en el costo metabdlico ocasionando muertes en
condiciones hipoxicas, un desarrollo anormal, una reduccion en las reservas de lipidos y
una reduccion en la inmunocompetencia y resistencia a las enfermedades (Ali et al. 2003;
Johnsson y Bohlin 2006).

En la presente tesis se abordd por primera vez el estudio del crecimiento
compensatorio en la langosta de agua dulce C. quadricarinatus, discutiéndose este proceso
fisioldgico con los pocos resultados reportados para otros crustaceos (Wu et al. 2000, 2001;
Wu y Dong 2001,2002a,b; Singh y Balange 2007; Wei et al. 2008; Zheng et al. 2008; Li et
al. 2009; Marques y Lombardi 2011; Mazlum et al. 2011; Wasielesky et al. 2013; Zhu et al.
2014). En particular, la investigacion fue orientada a definir si era posible inducir el
crecimiento compensatorio mediante la aplicacion de un protocolo de restriccion
(alimentacién intermitente) en los estadios juveniles de esta especie.

Los resultados indicaron que los juveniles de C. quadricarinatus presentan la
capacidad de compensar periodos de restriccion alimenticia ya sea moderado o
prolongado, y que los mecanismos involucrados serian la hiperfagia y la mayor
conversion alimenticia. La recuperacion del crecimiento es total o parcial en los
juveniles que compensan, siendo dependiente de la extensién del periodo de
alimentacion diaria después de la restriccion. De hecho, la aplicacion de un periodo
alimentacion diaria post-restriccion es una condicion imprescindible para inducir la
capacidad de compensar en esta especie. De acuerdo con los factores analizados y que
podrian estar modulando el crecimiento compensatorio, se observé que las dietas
utilizadas en el ensayo y con la caracteristica de que son altamente proteicas para la
especie, no afectan dicha capacidad asi como las tres temperaturas ensayadas (inferior a
la 6ptima, Optima y superior a la Optima) en la especie. La talla tampoco afecta la
capacidad de compensar de los juveniles, sin embargo, estaria influyendo en la severidad de
la respuesta del periodo restriccion alimenticia y consecuentemente en el tiempo de
recuperacion.

La restriccion alimenticia utilizada (alimentacion intermitente) no causé
alteraciones severas en la estructura, composicion bioquimica y actividad de las
enzimas digestivas de la glandula digestiva, lo que refleja que estos juveniles no quedan
nutricionalmente deficientes después de este tipo de estrés. En este sentido, la alta
supervivencia observada en los juveniles que compensan es otro indicador de que tanto la
restriccion alimenticia como la propia compensacion no causan dafos en el organismo.

Acerca de la busqueda de un adecuado protocolo de restriccion alimenticia para la
induccidn del crecimiento compensatorio en la etapa de desarrollo inicial de la langosta de
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agua dulce C.quadricarinatus, los resultados del Capitulo 2 mostraron que se debe
considerar empezar dicha restriccion con suministro de alimento dado que los juveniles IlI
(recien independizados de la madre) son mas resistentes en términos de crecimiento y
supervivencia frente a este tipo de manejo alimenticio. Esta respuesta esti asociada a la
vulnerabilidad nutricional en la etapa de post-independencia de la madre (estadio 1lI)
(Calvo et al. 2009; Garcia-Guerrero et al. 2003; Luo et al. 2008).

En el capitulo 3, se observo que el crecimiento compensatorio es debil, aunque
existente, después de un periodo de restriccion corto y con la inclusion de un periodo de
alimentacion diaria. Por otro lado, se observo que la alimentacién intermitente, ya sea corta
o prolongada, no es suficiente para inducir a la respuesta compensatoria en los juveniles de
esta langosta pero aun asi ellos muestran una alta tolerancia hacia este tipo de alimentacion.
A su vez, si los juveniles son previamente alimentados y presentan una condicion
nutricional adecuada, la alimentacion intermitente prolongada no afecta su crecimiento pero
esta condicion no es suficiente para disparar el crecimiento compensatorio. En este sentido,
la habilidad del juvenil de C. quadricarinatus de soportar un periodo de alimentacion
intermitente extenso puede ser explotada para lograr un protocolo que promueva el
crecimiento compensatorio del siguiente modo: cuando es aplicada en juveniles Ill, la
restriccion alimenticia puede ser por un periodo moderado (mayor que 15 dias) y cuando es
aplicada en juveniles avanzados, puede ser mas extensa (mayor que 30 dias). La inclusién
de un periodo de alimentacion diaria adecuado después de un periodo de restriccién es una
condicion necesaria para inducir al crecimiento compensatorio en esta especie.

Acerca de la inclusion de un periodo de recuperacién después del periodo de
restriccion, se corrobora a través de los experimentos realizados en el Capitulo 4 que este
procedimiento debe ser lo suficientemente extenso para disparar el crecimiento
compensatorio y lograr una recuperacion completa del crecimiento y que el régimen
alimenticio Al4 resulta ser el manejo alimenticio adecuado para esta respuesta. Estas
respuestas estan asociadas a algunos de los factores que afectan el crecimiento
compensatorio como son la severidad y extension de la restricciéon alimenticia, asi como la
insercion de un periodo de recuperacion adecuado (Xie et al. 2001; Zhu et al. 2004, 2005).

Los juveniles de C. quadricarinatus que compensaron la restriccion alimenticia, lo
hicieron independientemente de la dieta suministrada en los ensayos Yy independientemente
de la talla, de acuerdo con los experimentos realizados en el Capitulo 4. Sin embargo,
ambos factores pueden afectar el tiempo de recuperacion del crecimiento previamente
deprimido (Eroldogan et al. 2006, 2008; Gaylord y Gatlin 2001). La alimentacion ciclica
Al4 no causa deterioro en la condicion nutricional, dado que no ocasiona alteraciones en la
estructura celular de la glandula digestiva, en la composicion bioguimica de los principales
organos y en la actividad de las principales enzimas digestivas de los juveniles de C.
guadricarinatus. La alta supervivencia de los juveniles expuestos a periodos de restriccion
alimenticia prolongados fue en detrimento de la masa corporal y el mantenimiento de una
apropiada condicion nutricional puede ser estratégico para que hacer frente a este tipo de
estrés alimenticio (Gaylord y Gatlin 2001; Mazlum et al. 2011; Zhu et al. 2014).

Acerca de los mecanismos que explican el crecimiento compensatorio, los
experimentos realizados en los Capitulos 4 y 5, mostraron que la hiperfagia, una mayor
conversion alimenticia y una mayor eficiencia proteica pueden estar relacionadas a esta
respuesta en la langosta de agua dulce (Ali et al. 2003, Bélanger et al. 2002, Jiwyam 2010,
Sevgili et al. 2012, Xiao et al. 2013, Yengkokpam et al. 2014).
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El protocolo de restriccion-alimentacion Al4 aplicado a los juveniles en cultivo
individual y grupal, fue un manejo alimenticio adecuado porque promovié el crecimiento
compensatorio con la ventaja de utilizar una menor cantidad de alimento y esta reduccién
no comprometié la performance final de C. quadricarinatus. La aplicacion de dicho
protocolo puede ser realizada una temperatura considerada baja (22-24°C) para el
crecimiento de la especie, sin que genere inconvenientes.

Concluyendo, la presente tesis cumpliéo con los 3 objetivos propuestos: evaluo el
crecimiento compensatorio en C. quadricarinatus y busco un protocolo adecuado para su
induccion (régimen alimenticio, extension del periodo de restriccion, inclusion o no de un
periodo de recuperacion) de acuerdo a la evaluacion de algunos factores moduladores de
esta respuesta como, severidad y extension de la restriccion, talla, condicion nutricional,
dieta, temperatura y condiciones de cultivo; y evalud el impacto de la restriccion en la
calidad de agua.

En este sentido, el principal aporte de la presente tesis fue el desarrollo de un
protocolo alimenticio para inducir la capacidad de crecimiento compensatorio de los
juveniles de la langosta de agua dulce, utilizando menos cantidad de alimento y
produciendo organismos de éptima calidad en un ambiente ecol6gicamente mas saludable.

En funcién de todos los resultados se propone un protocolo de induccién al
crecimiento compensatorio para aplicar en los juveniles de langosta de agua dulce con una
masa inicial de 1g (inicio de la fase de nursery) cultivados bajo una alta densaidad (21/m?):
aplicacion del régimen alimenticio Al4, es decir, intercalando 4 dias de alimentacion con 4
dias de inanicién, durante 45 dias. Después de este periodo, se debe incluir un periodo de
alimentacion diaria de al menos 75 dias, para lograr una recuperacion completa del
crecimiento. Con la aplicacién de este protocolo se pudo ahorrar un 35% del alimento
suministrado (en un tiempo total de 120 dias).
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