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RESUMEN

El pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis) es un pez teledsteo reconocido en Argentina
por la calidad de su carne y su valor en la pesca deportiva. Sin embargo, su cultivo se encuentra
en desarrollo, presentando una baja tasa de crecimiento y una alta mortalidad e incidencia de
malformaciones éseas. El abordaje de estas problematicas resulta ain mas complicado debido
al poco conocimiento acerca de la biologia larval de la especie. Sabiendo que la alimentacion
inicial se considera un factor determinante en el desempefio y supervivencia de los animales,
se plantea la siguiente hipodtesis de trabajo: “Un esquema de primera alimentacion que
contemple un alimento vivo suplementado con acidos grasos poliinsaturados, tendra un
impacto positivo en la maduracion morfolégica del tracto alimentario y reducira la incidencia

de deformidades esqueléticas del pejerrey bonaerense, O. bonariensis.”

Como abordaje inicial, se caracterizé la ontogenia de los sistemas alimentario y esquelético
en animales provenientes de estanques alimentados con agua verde, protocolo convencional
utilizado para su cultivo. A través de cortes histoldgicos coloreados con Hematoxilina y Eosina
se observd que el pejerrey eclosiona con un tracto alimentario, higado y pancreas
diferenciados, registrando pocos cambios durante su ontogenia. En cuanto al sistema
esquelético, se caracterizd su desarrollo registrando la formacién de méas de 100 estructuras a
partir de coloraciones /n toto con Azul de Alcian y Rojo Alizarina. El pejerrey boanerense
eclosiona con estructuras esqueléticas Unicamente en la region craneal y parte de la aleta
pectoral, siendo las Unicas estructuras oseas algunos elementos de los arcos branquiales. Para

el dia 54 post-eclosion (dpe) ya se observa un esqueleto similar al del adulto.



En cuanto a la evaluacion de las diferentes dietas, desde el 0 dpe los animales fueron
alimentados con nauplios: S) sin enriquecer, P) enriquecidos con aceite de pescado, o M)
enriquecidos con una mezcla de aceite de pescado y vegetal. Se evalud la incidencia de
deformidades esqueléticas mediante coloraciones /n toto a los 50 dpe y el desarrollo de su
tracto alimentario a los 9 dpe en cortes histolégicos analizando el nimero de papilas
gustativas, el area de los hepatocitos y el ancho y alto de los pliegues intestinales. No se
observaron diferencias entre los tratamientos para ninguna de las variables analizadas. En
particular, todos los tratamientos presentaron una incidencia similar de deformaciones Oseas
y en cuanto al tracto alimentario, si bien no se obtuvieron diferencias en los parametros

analizados, tampoco se observaron indicadores de dafo tisular.

En conclusion, los protocolos alimentarios propuestos no presentaron diferencias en los
parametros analizados, lo que sugiere que el enriquecimiento de la artemia evaluado no
impactaria en la maduracién morfolégica del sistema alimentario ni en la incidencia de
deformidades esqueléticas. Los resultados obtenidos en esta Tesis expanden el conocimiento
sobre la biologia larval del pejerrey bonaerense y sientan las bases para modificar futuros

experimentos y mejorar su cultivo.



The Effect of Initial Feeding on the Development of the Alimentary Tract and

Skeletogenesis of pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis)

ABSTRACT

The pejerrey bonaerense (Odontesthes bonariensis) is a teleost fish highly appreciated in
Argentina for the quality of its flesh and its importance in sport fishing. However, its culture
presents a low growth rate as well as a high mortality rate and incidence of skeletal
malformations. The limited knowledge about the larval biology of the species increases the
difficulty in addressing these issues. Knowing that the initial feeding is a critical factor in the
performance and survival of animals, the following working hypothesis is proposed: "A first
feeding scheme that includes live food supplemented with polyunsaturated fatty acids will
have a positive effect on the morphological maturation of the alimentary tract and reduce the
incidence of skeletal deformities in the Buenos Aires silverside, O. bonariensis."

As a first approach, the ontogeny of the alimentary and skeletal systems was characterized in
animals fed with green water. Through histological sections, it was observed that the pejerrey
hatch with a differentiated alimentary tract, liver and pancreas, registering few changes during
its ontogeny. Regarding the skeletal system, its development was characterized by studying
the formation of more than 100 structures through /n toto staining with Alcian Blue and
Alizarin Red. The pejerrey hatch with skeletal structures in the cranial region and part of the
pectoral fin, being the only bony structures some elements of the branchial arches. By day 54

post-hatching (dph), a skeleton similar to that of the adult is already observed.



Regarding the evaluation of the different diets, the animals were fed from 0 dph with: S)
unenriched nauplii; P) nauplii enriched with fish oil, or M) nauplii enriched with a mixture of
fish and vegetable oil. The incidence of skeletal deformities was assessed by /n toto staining
at 50 dph, and the development of their alimentary tract at 9 dph was studied in histological
sections by analyzing the number of taste buds, the area of hepatocytes, and the width and
height of intestinal folds. All treatments showed a similar incidence of skeletal deformities, and
no differences or indicators of tissue damage were observed for any of the alimentary tract
variables analyzed.

In conclusion, the proposed feeding protocols showed no differences in the parameters
analyzed, suggesting that the artemia enrichment evaluated would have no effect on the
morphological maturation of the alimentary system or the incidence of skeletal deformities.
The results obtained in this thesis expand the knowledge of the larval biology of the pejerrey

bonaerense and provide the basis for future experiments and improvements in its culture.



INTRODUCCION

El estado de la acuicultura a nivel global y en Argentina

La capacidad de produccion sostenible de los sistemas alimentarios estd siendo
progresivamente afectada por el rapido crecimiento demografico, el cambio climatico y sus
eventos extremos asociados y la urbanizacidn, entre otras presiones. Durante el siglo XX, la
acuicultura y la pesca comenzaron a ganar relevancia debido a su contribucion esencial a la
seguridad alimentaria y la nutricién mundial (FAO, 2022). Sin embargo, frente a la creciente
demanda global de alimentos acuaticos, es esperable que el aporte a partir de la pesca de
captura no sea suficiente para satisfacer el consumo mundial. En este contexto, la acuicultura
surge como una actividad capaz de hacer frente al desafio de aumentar la produccion,
disminuir el impacto ambiental y lograr cubrir las necesidades de alimentos acuaticos a nivel
mundial (Subasinghe et al.,, 2009). Se define acuicultura al cultivo, en condiciones controladas,
de especies que se desarrollan en medio acuatico, como peces, moluscos, crustaceos y algas,
entre otros, que son de utilidad para el ser humano.

Entre 1961 y 2019 el consumo aparente* mundial de alimentos acuaticos aumenté a un ritmo
medio anual del 3,0%, casi el doble del ritmo de crecimiento demografico mundial anual
(1,6%), lo cual enfatiza la importancia de la expansion y mejora de la acuicultura. En el 2020,
la produccion mundial de animales acuaticos se estimd en 178 millones de toneladas, el 51%

de las mismas provenientes de la pesca de captura y el 49% restantes de la acuicultura (figura

1).

* Consumo aparente: medicion indirecta del suministro de alimentos disponible en un pais en el periodo de tiempo
de referencia indicado. Hace referencia a la cantidad disponible para el consumo humano y no al consumo efectivo

de alimentos.
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Figura 1: produccion mundial de la pesca de captura y la acuicultura entre 1950 y 2020 (FAQ, 2022).

Argentina es considerada por la “"Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién” (FAO) como uno de los cinco paises de América Latina y el Caribe con mayor
potencial para el desarrollo de la acuicultura (FAO, 2016). Sin embargo, el pais no representa un
actor relevante de la produccion acuicola mundial, ni regional, con una participacion del 0,004%
y 0,09%, respectivamente (Agencia Argentina de Inversiones y Comercio Internacional- Ministerio
de Relaciones Exteriores, Comercio Internacional y Culto, Argentina, 2021, p.8; FAO, 2005-2024).
La actividad de la acuicultura comercial semi-industrial en Argentina muestra un crecimiento lento
pero sostenido desde sus comienzos en la década de los 90, con un aumento de la produccién
total de 1.000 toneladas en 1996 a 3.700 en 2016, registrandose un maximo de 4.027 toneladas
en el 2014. Ademas, el total de especies producidas destinadas al consumo humano pasé de 2

a 23, incluyendo peces, moluscos bivalvos, reptiles y anfibios (FAO, 2005-2024).

La piscicultura, una de las ramas de la acuicultura, se basa Unicamente en el cultivo de peces. En

Argentina, el pacU (Piaractus mesopotamicus) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)



constituyen en conjunto cerca del 90% de la produccion acuicola nacional. En 2016 representaron

el 52,45% y el 38% de la produccion total nacional, respectivamente (FAO, 2005-2024).

Mas alla del cultivo de peces para consumo alimenticio directo, dentro del pais se crian especies
destinadas a la pesca deportiva y/o al repoblamiento en determinados cuerpos de agua. Un claro
ejemplo de esto es el pejerrey bonaerense, Odontesthes bonariensis (Valenciennes, 1835). En
1904 se realizaron las primeras reproducciones artificiales de esta especie y a partir de 1940 se
siembran anualmente numerosos cuerpos de agua, liberando cerca de 410 millones de larvas en

lagos y lagunas del pais (Colautti et al., 2010; FAO, 2005-2024).

El pejerrey bonaerense y la aterinicultura

El pejerrey bonaerense (figura 2) es un pez teledsteo, perteneciente al orden Atheriniformes. Su
clasificacion taxondémica fue variando con los afios, y actualmente pertenece al género
Odontesthes, dentro de la familia Aterinopsidae —figura 3- (Betancur-R et al., 2013; Dyer, 1998;
Lopez & Garcia M. L, 2001). Esta especie se encuentra principalmente en la regién Pampeana,
en lagos someros bonaerenses y en el rio Parana y fue expandiendo su distribucion
progresivamente hacia otras aguas continentales (Baigun & Delfino, 2003; Ringuelet, 1943). Si
bien el término “pejerrey” hace referencia a mas de 20 especies dentro de los Atheriniformes
(Froese & Pauly, 2023), en esta Tesis se utilizara para referirse a nuestro sujeto de estudio, el

pejerrey bonaerense.



Figura 2: imagen de pejerrey (Odontesthes bonariensis) en estadio larval (4 dias post-eclosion) (a) y

adulto (b). Imagenes tomadas en el Acuario del Rio Parand, Rosario, Argentina.
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Figura 3: detalle de las relaciones filogenéticas dentro del clado Atherinomorphae. Los valores entre
paréntesis indican el nimero de géneros examinados en cada taxon. En rojo se resalta la clasificacion

taxonomica de Odontesthes bonariensis. Adaptado de Bentacur-R et al. (2013).




El pejerrey es una especie nativa, con gran importancia en la pesca deportiva y recreativa del
pais. También es reconocido por la calidad de su carne que, ademas de valorarse por su sabor,
aroma y textura, posee un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados, componente esencial
en la dieta del humano (Kopprio et al., 2015; Somoza et al., 2008). Todas estas caracteristicas y
su alta adaptabilidad favorecieron su expansiéon e introduccion en diferentes cuerpos de agua,
no solo dentro de Argentina, sino en diferentes paises de América Latina, como Brasil, Per,
Bolivia y Uruguay, en Europa e incluso en Asia (Diaz et al., 2012; Lépez & Garcia M. L, 20071;

Somoza et al., 2008).

A pesar de que el cultivo del pejerrey tiene una larga historia en Argentina, la mayoria de los
programas se centran en la siembra de larvas en cuerpos de agua para promover el crecimiento
de poblaciones naturales, en lugar del cultivo de animales para uso comercial directo (Colautti
et al, 2010). Somoza et al (2008) proponen que el estancamiento en el desarrollo de la

aterinicultura (piscicultura del pejerrey) en el pais puede explicarse por tres factores:

e Factores bioldgicos: la especie presenta una baja tasa de sobrevida y crecimiento cuando

se cria en cautiverio, en comparacion a las especies utilizadas en piscicultura. El pejerrey
necesita en promedio 2 afios para alcanzar un tamafo adecuado (200-250g) para ser
comercializado.

e Brecha entre la tecnologia y la ciencia: el desarrollo de formas alternativas de produccién

no ha sido un tema prioritario de inversion gubernamental en comparacion a necesidades
sociales basicas del pais. Ademas, es una especie poco estudiada, de la cual todavia se

desconocen caracteristicas basicas de su biologia.



e Problemas de infraestructura y socioeconémicos: el bajo consumo de alimentos acuaticos,

la competencia desigual con productos provenientes de la pesca y la poca inversion y
regulacion del sistema productivo en el pais han constituido un freno para el

establecimiento de emprendimientos basados en el cultivo de pejerrey.

A pesar de esto, las técnicas en la aterinicultura han mejorado progresivamente desde sus
comienzos y, en la actualidad, es posible completar el ciclo de produccion enteramente en
tanques (Miranda et al, 2006). La obtencion eficiente de huevos fecundados a partir de
reproductores criados en cautiverio permitio producir juveniles sanos en forma masiva y
mantenerlos en cautiverio hasta obtener la siguiente generacion de reproductores (Somoza et

al., 2008).

Estos avances han sido imprescindibles para el desarrollo de la aterinicultura; no obstante,
muchos otros aspectos dentro del proceso de cria del pejerrey deben ser resueltos, mejorados
o simplificados para permitir la rentabilidad de los criaderos comerciales. En particular, la
eficiencia en la produccién de huevos, la mortalidad, especialmente de las larvas, las
deformidades esqueléticas y la baja tasa de crecimiento han sido los principales focos de estudio
en esta especie. En base a esto se han evaluado los efectos de factores como la temperatura del
agua y el tipo de dieta sobre el crecimiento, supervivencia, y expresion génica durante etapas
embrionarias, larvales o juveniles de ejemplares criados en cautiverio (Bertucci et al.,, 2022; Chalde

et al,, 2011; Gbmez-Requeni et al., 2012; Strissmann et al., 1997; Strissmann & Takashima, 1989).
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Condiciones de cria en la larvicultura

Temperatura

Es sabido que la temperatura del agua es uno de los factores que mas influye en el desarrollo
de los peces, habiendo numerosos registros de una relacion directa entre ésta y la tasa de
crecimiento de diferentes especies (Chalde et al.,, 2011; Lépez-Olmeda & Sanchez-Vazquez, 2011;
Martell et al, 2005; Pepin, 1991). En particular, a temperaturas menores a 15°C el pejerrey
presenta una tasa de crecimiento baja y la supervivencia a temperaturas iguales o mayores a
31°C es nula (Strissmann et al., 1997). En esta especie, la temperatura no solo afecta la tasa de
crecimiento, sino que es un factor relevante en la determinacion sexual. Se estimé que el periodo
termosensible para la misma es durante las primeras 5 semanas post-eclosion (pe). El pejerrey
presenta una determinacion sexual por temperatura combinada con una determinacién sexual
genética, siendo posible obtener poblaciones monosexo manipulando Unicamente la
temperatura (a 17°C se obtiene un 100% de hembras y a 27°C un 100% de machos,
independientemente de su genotipo). Los efectos genotipicos se observan a temperaturas
intermedias (24/25°C), donde se obtiene una proporcion balanceada de sexos (Bull et al., 1982;

Strissmann et al,, 1997).

Nutricion

Es evidente que la calidad en la produccion, asi como el bienestar del animal, estan directamente
relacionados a una nutricién adecuada y especifica para cada especie (Zarantoniello et al., 2020).
La alimentacién inicial con rotiferos y artemia ha sido tradicionalmente utilizada en la acuicultura

de forma generalizada para proveer una fuente de alimento a la mayoria de las especies
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cultivadas, sin un analisis de los requerimientos nutricionales especificos. Por otro lado, los
alimentos artificiales suelen tener caracteristicas quimicas muy diferentes a las de los organismos
vivos de los que se alimentan los peces, lo cual puede dificultar el aprovechamiento de sus
nutrientes, en especial en las etapas tempranas del desarrollo, en las que las capacidades de
digestién pueden ser limitadas (Onal et al., 2008). Es por esto que el conocimiento de la
capacidad funcional del tracto alimentario a lo largo de la ontogenia es fundamental para poder

desarrollar protocolos de alimentacion adecuados para cada especie.

El pejerrey comienza a alimentarse ex6genamente temprano en el desarrollo, aproximadamente
a los 2 dias post-eclosion (dpe) (Chalde et al, 2011). Es una especie esencialmente
zooplanctéfaga que en ambientes naturales se alimenta principalmente de rotiferos y algas en
las primeras etapas larvales y crustaceos copépodos y cladéceros en las etapas de juveniles y
adultos (Colautti et al., 2010; Ringuelet et al., 1980). Ademas, a medida que aumenta de tamafio,
incorpora progresivamente una alimentacién piscivora, llegando incluso a alimentarse de otros
pejerreyes de menor talla (Bucher & Etchegoin, 2006; Ringuelet, 1940). Una de las condiciones
de cria utilizadas en acuicultura es la denominada “agua verde” la cual es rica en fitoplancton y
zooplancton. A pesar de ser una técnica bastante difundida en el mundo de la acuicultura, la
composicion y produccion plantonica del agua verde puede ser variable. Sin embargo, se ha
evaluado la calidad del agua en cultivos mantenidos bajo esta técnica, comprobando que la
misma es adecuada para la cria de peces (Alam & Al-Hafedh, 2006). Por un lado, estas
caracteristicas la presentan como una condicion adecuada para el cultivo del pejerrey, ya que se
asume que estara presente su alimento natural; pero, por el otro, es una técnica que no permite

un control sobre el tipo de ingesta de los animales, dando lugar a una variabilidad en la calidad
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nutricional, y aumentando el riesgo de introduccién de patégenos al sistema de produccidon

(Somoza et al., 2008).

La importancia de los acidos grasos poliinsaturados (HUFA)

Los lipidos constituyen, junto con los aminoacidos, la reserva de energia mas importante en los
embriones de peces (Wold et al., 2009; Zambonino-Infante J L & Cahu, 2010). Particularmente,
los acidos grasos poliinsaturados (HUFA) son indispensables para el desarrollo, crecimiento y
reproduccion normal de peces (y otros vertebrados). Los HUFA mas estudiados son el acido
docosahexaenoico (DHA, C22:6 Q-3), el acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5 Q-3) y el acido
araquidénico (AA, C20:4 Q-6). Sus funciones bioquimicas y fisiolégicas se mantienen entre
vertebrados y pueden estar relacionados a: (i) el mantenimiento de la integridad funcional y
estructural de las membranas celulares; (ii) un rol como precursores de los eicosanoides, un
grupo de moléculas biolégicamente activas con diversos efectos paracrinos (Sargent, Bell, et al.,
1999). Los peces de agua dulce, incluyendo el pejerrey, a diferencia de los marinos, poseen la
capacidad de elongar y desaturar acidos grasos para formar HUFA, con lo cual, ademas de

incorporarlos a través de la dieta, pueden sintetizarlos (Bertucci et al., 2022; Palacios et al., 2006).

Los diversos efectos de las diferentes dietas lipidicas podrian explicarse debido a que los HUFA
se unen a receptores nucleares activados por proliferadores peroxisomales que regulan la
expresion de muchos genes involucrados en una variedad de procesos relacionados con el
metabolismo lipidico, balance energético, morfogénesis y esqueletogénesis (Kliewer et al., 1997).
Esto denota la importancia de una adecuada composicién lipidica en las dietas iniciales. Respecto

a esto, el enriquecimiento de la artemia con acidos grasos es una practica habitual en larvicultura,
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facilitada al tratarse de organismos filtradores no selectivos (Boglino et al., 2012; Evjemo et al,
2001; Gapasin et al.,, 1998). Ademas, la artemia contiene altos niveles de proteinas, es de rapida

digestibilidad, presenta una baja respuesta de escape y buena palatabilidad (Coral & Meza, 2014).

Sistema alimentario

Los miembros de la familia Aterinopsidae se caracterizan por presentar un tracto alimentario
corto y simple y carecer de un estémago funcional (Horn et al., 2006). El tracto alimentario del
pejerrey comprende la boca, faringe, esdfago, intestino, recto y termina en el ano (figura 4). La
cavidad bucal se caracteriza por presentar dientes conicos, tanto en los pre-maxilares, los cuales
son protractiles, como en el dentario. Los maxilares protractiles son capaces de expandirse,
formando un embudo adecuado para la captacion de particulas en suspensién (Martinez-Palacios
et al, 2019; Ringuelet et al., 1980). Ademas, posee papilas gustativas, las cuales podrian estar
involucradas en la seleccion y captacion del alimento (Devitsina & Golovkina, 2011; Elsheikh et
al., 2012). La cavidad faringea presenta cinco pares de arcos branquiales con branquiespinas que
forman un “rastrillo branquial”, el cual actia como un aparato filtrador para retener las particulas
de plancton incorporadas por la boca (Ringuelet et al., 1980). La regién ventral y dorsal (“piso” y
"techo” respectivamente) de esta cavidad presenta placas faringeas con dientes conicos, dirigidos
hacia la linea media, que suelen estar asociados a la trituracion del alimento (Martinez-Palacios
et al, 2019; Ringuelet et al., 1980). La faringe también presenta numerosas papilas gustativas,
que podrian estar involucradas en la decisién de ingesta o rechazo del alimento y/o en la
estimulacion de las secreciones necesarias para la digestion (Atema, 1971; Devitsina & Golovkina,

2011; Diaz et al, 2006; Elsheikh et al., 2012). La organizacion histolégica del tubo digestivo
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consiste en una mucosa, submucosa, tunica muscular, y adventicia/serosa (Diaz et al., 2006). A la
faringe le sigue un corto eséfago caracterizado por la presencia de pliegues y la ausencia de
papilas gustativas. El epitelio es estratificado y posee numerosas células mucosas que podrian
estar asociadas a una capacidad digestiva del 6rgano, asi como a la lubricacion de sus paredes
facilitando el transporte del alimento (Diaz et al., 2012). El intestino presenta un /oop que genera
una torsion hacia la region anterior y un segundo /oop que retorna hacia posterior (figura 4). La
mucosa del intestino forma numerosos pliegues y esta compuesta por la lamina propia (tejido
conectivo) y un epitelio simple columnar, con microvellosidades apicales (chapa estriada) y células
mucosas (Hall & Bellwood, 1995; Hamlin et al., 2000; Yamamoto, 1966). Esta mucosa participa en
la digestion y absorcion del alimento (Caballero et al., 2003; Ostaszewska et al., 2011) y su
homeostasis depende del balance entre la apoptosis y la mitosis de los enterocitos (Hall &
Bellwood, 1995; Raskovic et al., 2011). Al igual que en otras especies agastricas, como el goldfish
(Carassius auratus), no hay glandulas multicelulares diferenciadas. Ademas, los enterocitos de la
porcién posterior del intestino presentan vacuolas supranucleares. Estas se relacionan al proceso
de pinocitosis, a través del cual las células incorporan las particulas de alimento (Yamamoto,
1966). El higado y pancreas son glandulas anexas al tracto alimentario que colaboran en la
digestion y en la reserva de los nutrientes (Chen et al., 2006; Hamlin et al., 2000; Yang et al.,

2010).
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Intestino

Figura 4. esquema representativo del tubo digestivo del pejerrey, adaptado de Kobelkowski & Figueroa-

Lucero (20178).

Si bien los principales cambios morfoldgicos y celulares que ocurren durante la ontogenia son
los mismos entre los teledsteos, la cronologia de los eventos es especifica de cada especie y
puede verse afectada por las condiciones de cria (Zambonino Infante & Cahu, 2001). El desarrollo
embrionario del pejerrey es aproximadamente de 11-13 dias a 18-20°C (Chalde et al, 2011;
Strissmann et al., 1997). Al eclosionar, el mismo posee un tracto alimentario funcional, con un
desarrollo avanzado y sus regiones diferenciadas, rasgo caracteristico de las especies precociales

(Govoni et al., 1986; Kaji et al., 1996; Strissmann & Takashima, 1989).

Mediante herramientas como la histomorfologia es posible describir la ontogenia del sistema
digestivo y elucidar relaciones funcionales entre las estructuras involucradas en el proceso
digestivo, permitiendo, ademas, evaluar el estado nutricional de los peces y el éxito potencial de
diferentes dietas a lo largo del desarrollo (Caballero et al., 2003; Green & McCormick M.I,, 1999;
Hall & Bellwood, 1995; Onal et al., 2008; Striissmann & Takashima, 1989). El intestino y el higado

suelen ser los principales érganos que se analizan con este objetivo ya que participan
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predominantemente en la digestion, absorcion y almacenamiento de los nutrientes del alimento

(Raskovic et al,, 2011).

Las principales caracteristicas evaluadas en el intestino son el alto de los enterocitos, la presencia
y alto de los pliegues intestinales, el tamafio nuclear de los enterocitos, y la abundancia y estado
de su citoplasma (Green & McCormick M., 1999; Hall & Bellwood, 1995; Strissmann &
Takashima, 1989). Una de las histopatologias registradas en salménidos, asociada frecuentemente
al reemplazo de proteinas de origen animal por proteinas vegetales, es la enteritis (Uran et al,
2009). Esta se describe como un acortamiento de los pliegues intestinales, junto a un
engrosamiento de la lamina propia de los mismos, la pérdida de las vacuolas supranucleares de
los enterocitos y la presencia de células moduladoras de la respuesta inflamatoria (Raskovic et

al., 2011).

Al eclosionar, el higado del pejerrey no presenta reservas lipidicas ni de glucégeno, sin embargo,
a partir del dia 1 pe el glucégeno comienza a acumularse y este proceso se mantiene y potencia
con la alimentacion (Strissmann & Takashima, 1989). El higado de los peces carece de I6bulos
hepaticos y triadas portales (unidades morfoldgicas basicas del higado de mamiferos) (Raskovic
et al, 2011). Los hepatocitos, en cambio, se organizan en cordones ramificados dispuestos de
forma difusa o radial, y los vasos sanguineos y conductos biliares se encuentran dispersos, sin
ningun orden aparente dentro del parénquima (figura 5) (Rocha et al., 1994). El higado tiene una
importante funcién en el metabolismo de proteinas, carbohidratos y lipidos, por lo tanto, es
esperable que la actividad metabdlica hepatica sea mayor durante los periodos asociados a una
rapida transferencia de energia y alto crecimiento (Wold et al., 2009). Son muchos los estudios

en los que se evalla los efectos de diferentes tipos de alimentacién sobre el higado en peces.
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Por ejemplo, las reservas de glucdgeno en los hepatocitos disminuyen significativamente y los
limites celulares se vuelven difusos en larvas de pejerrey privadas de alimento. Ademas, frente al
mantenimiento de esta condicidon se observan una marcada reduccién en el tamafio de los
nucleos de los hepatocitos y la presencia de nucleos picnéticos (Striissmann & Takashima, 1989).
Una disminucién significativa en el area de los hepatocitos frente al hambreado también se
reportd en Cichlasoma dimerus (Delgadin et al, 2015; Karp, 2014). Por otro lado, Wold et a/.
(2009) registraron cambios en el tamafio de los hepatocitos y sus nucleos en el higado del
bacalao, Gadus morhua, frente a dietas con diferencias en el tipo (neutros o polares) y proporcion
lipidica. Por otro lado, frente a un exceso de lipidos en la dieta, el higado puede sufrir esteatosis,

presentando hepatocitos anormalmente grandes, cargados de lipidos (Jia et al., 2020).

- Figura 5: seccion transversal (10 um) del higado de

. pejerrey (9 dpe) coloreada con Hematoxilina y
- Fosina. Imagen tomada en el Laboratorio de

Neuroendocrinologia del Crecimiento y /la

Sistema esquelético

El esqueleto de los vertebrados esta involucrado en multiples procesos: la locomocion, la
alimentacion, la respiracion, la proteccion de oOrganos sensibles, entre otros. Por esto, es
indispensable que la forma y tamafio de los elementos esqueléticos no presenten alteraciones

que impacten sobre su funcionalidad (Galea et al., 2021). El esqueleto de mamiferos esta
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compuesto por dos tipos de tejidos conectivos: el cartilago y el hueso. Sin embargo, en peces
se conocen diferentes tipos de tejidos éseos, mas de 15 tipos de cartilagos y diferentes tipos de
tejidos intermedios entre tejido conectivo y tejido 0seo, y entre tejido 6seo y tejido cartilaginoso

(Boglione, Gavaia, et al., 2013; Witten et al., 2010).

El cartilago es un tejido avascular, compuesto por condrocitos y una abundante matriz
extracelular, que presenta cierta dureza, pero también es maleable, confiriendo flexibilidad al
tejido. La matriz estd compuesta por una gran proporciéon de glucosaminoglicanos respecto a
las fibras de colageno tipo ll, lo cual permite la difusion de sustancias desde los vasos sanguineos
del tejido conjuntivo circundante, condicién crucial para la supervivencia de los condrocitos y la

viabilidad del tejido (Pawlina & Ross, 2018).

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conjuntivo que se compone de células y una
matriz extracelular mineralizada. En peces, los tipos celulares que se pueden encontrar en el
tejido 6seo son los osteoblastos, osteocitos y células de revestimiento 6seo. Las variaciones entre
los distintos tipos de huesos se basan en la presencia o ausencia de osteocitos (denominados
hueso celular o acelular, respectivamente) y en la naturaleza de los osteoclastos predominantes
(mononucleados o multinucleados). El principal componente organico de la matriz 6sea suele
ser el colageno tipo |, pero en peces también puede ser abundante el colageno tipo Il (Boglione,
Gaevaia, et al., 2013). La matriz estd mineralizada principalmente con fosfato de calcio en cristales
de hidroxiapatita [Ca19(PO4)s(OH).], brindando dureza a las estructuras y, consecuentemente, la

capacidad de proporcionar sostén y proteccién (Pawlina & Ross, 2018).
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Hay tres procesos descriptos para la formacién de los huesos en peces: la osificacién
endocondral, la osificacion pericondral y la osificacion intramembranosa (Boglione, Gavaia, et al.,
2013). La distinciéon entre los mismos radica en si el tejido éseo se forma a partir de un molde
de cartilago (endocondral y pericondral) o sin la intervencion de un cartilago precursor
(intramembranosa) (Galea et al, 2021). En la osificacién intramembranosa las células
mesenquimaticas se diferencian directamente a osteoblastos los cuales secretan la matriz osea.
La osificacién pericondral, a diferencia de la endocondral, comienza desde la periferia del molde
de cartilago, con la transformacion del pericondrio a periostio, con células que secretan la matriz
Osea. Entre las osificaciones condrales, la pericondral suele ser predominante respecto a la

endocondral en peces (Boglione, Gavaia, et al,, 2013).

La esqueletogénesis es el evento morfogenético en el desarrollo de los vertebrados a travées del
cual las estructuras esqueléticas se forman en lugares especificos, se articulan con otras
estructuras y alcanzan un tamafo, forma y composicion especificas (Beriotto et al, 2023;
Fernandez et al., 2018). En peces, esta intimamente relacionada con el crecimiento y en muchos
casos el tamano del animal correlaciona adecuadamente con el desarrollo esquelético (Bird &
Mabee, 2003; Chalde et al., 2011; Parichy et al,, 2009; Saele & Pittman, 2010). En este grupo, la
osificacion de las estructuras esqueléticas se puede dar desde el desarrollo embrionario y
estadios larvales hasta la adultez (Balon, 1999; Beriotto et al., 2023; Campinho, 2019). Ya que la
esqueletogénesis se trata de un proceso altamente regulado, que necesariamente involucra la
expresion de multiples genes de forma secuencial, es esperable que sea particularmente sensible
durante determinadas etapas del desarrollo (Krumlauf, 1994; Zambonino-Infante J L & Cahu,

2010). Los estadios larvales suelen considerarse criticos para el desarrollo de deformidades éseas,
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las cuales frecuentemente afectan de forma negativa la condicion y desempefio del animal

(Beriotto et al., 2023; Boglione, Gisbert, et al.,, 2013).

Hasta el momento, no hay estudios sobre la esqueletogénesis general del pejerrey. Existe un
trabajo en el que se estudia el efecto de la temperatura sobre el desarrollo del complejo caudal
(Chalde et al,, 2011), observando los primeros rayos de la aleta caudal a los 7 dpe. Ademas de
diferencias atribuidas a las distintas temperaturas, los autores observaron variaciones en el ritmo
del desarrollo de la aleta caudal entre individuos, que no podian ser explicadas por la
temperatura o la edad. Por ejemplo, individuos de la misma edad, criados a la misma temperatura
presentaron diferente grado de desarrollo de la aleta, y también, individuos de la misma edad,
criados a diferentes temperaturas, presentaron el mismo grado de desarrollo del complejo
caudal. Esto podria explicarse por la heterogeneidad en la talla de los animales, siendo los
animales mas grandes, los que presentaron un mayor desarrollo del complejo. Este ejemplo da
una idea de la gran variabilidad que se puede encontrar al evaluar el desarrollo del esqueleto
en la especie, el cual no solo se ve influenciado por las condiciones de mantenimiento, sino

también por la talla de los animales.

Por otro lado, la nutricion de las larvas ha sido reconocida en varios estudios como uno de los
factores clave que afectan la esqueletogénesis durante el desarrollo de los peces (Bastos Rocha
et al, 2014; Boglione, Gisbert, et al., 2013; Fernandez et al., 2018). Un pequefio desajuste en el
suministro de algunos nutrientes como aminoacidos, acidos grasos, vitaminas o minerales
perjudica el desarrollo ya que los mismos, ademas de considerarse los precursores de la masa
corporal, también actian como moduladores de genes involucrados en la organogénesis y

esqueletogénesis (Zambonino-Infante J L & Cahu, 2010).
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Hay muchos trabajos en los que se evalla el efecto de los lipidos sobre el desempefio general
y sobre la esqueletogénesis en particular (Bertucci et al., 2022; Cahu et al., 2003; Gomez-Requeni
et al,, 2012; Wold et al., 2009; Zarantoniello et al., 2020). Los resultados sugieren que la cantidad
adecuada de lipidos esta dentro de un rango acotado, y que, tanto niveles lipidicos inferiores,
como superiores, impactan negativamente sobre el estado del animal. Por ejemplo, Gomez-
Requeni et al. (2012) probaron los efectos de tres dietas con diferentes concentraciones lipidicas
(10%, 13% y 21%) sobre el crecimiento de juveniles de pejerrey. Encontraron que algunos de los
animales alimentados con la dieta de mayor concentracién lipidica presentaban deformidades
esqueléticas severas, las cuales no habrian sido provocadas por un desbalance de vitaminas y/o
minerales, ya que las tres dietas contenian la misma cantidad de estos micronutrientes. Hay
evidencias de que no solo la cantidad de lipidos, sino también la proporcion de tipos lipidicos
(neutros o fosfolipidos) que contiene la dieta, determinan el efecto que la misma tendra sobre
los animales (Cahu et al., 2003; Wold et al., 2009; Zambonino-Infante J L & Cahu, 2010). Ademas,
los fosfolipidos parecen tener un efecto preventivo en la incidencia de deformidades esqueléticas.
Por ejemplo, Cahu et al. (2003) encontraron que un 35% de las larvas de lubina (Dicentrarchus
labrax) alimentadas con una dieta con menor proporcion de fosfolipidos presentaban
deformidades esqueléticas, en cambio, solo un 2% de las larvas alimentadas con la mayor

proporcion de fosfolipidos presentaban alguna deformidad.

Las deformidades esqueléticas pueden tener causas multifactoriales (nutricionales, ambientales
y/o genéticas) (Boglione, Gisbert, et al, 2013). Dentro de las condiciones ambientales, muchos
factores fueron propuestos como causantes de deformidades esqueléticas: el estado de los

reproductores, la calidad del agua, la densidad de la poblacion, el estrés por manipulacién, el
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pH, traumas fisicos o estrés mecanico, variaciones de la temperatura, etc. (Boglione, Gisbert, et
al., 2013). Por ejemplo, Strissmann et., al (1997) al evaluar el efecto de la temperatura sobre la
determinacion sexual del pejerrey bonaerense y el pejerrey patagonico (Odontesthes hatcher),
notaron que mas del 60% de los pejerreyes bonaerenses mantenidos a 29°C desde su eclosion
presentaban deformidades esqueléticas en la regién axial. Este porcentaje disminuia si los
animales eran colocados a esa temperatura a una edad mas avanzada, lo que apoya la idea de
que, durante las primeras etapas de la ontogenia los animales son mas sensibles, o, podria
implicar que la exposicion por periodos cortos causa, en promedio, menos deformidades. Para
el pejerrey patagodnico, también se describid un umbral térmico de inducciéon de deformidades

esqueléticas, a menores temperaturas.

Las deformidades esqueléticas son un factor importante que afecta la productividad y
rentabilidad del cultivo de peces ya que las mismas, ademas de disminuir la eficiencia en la
incorporaciéon de los nutrientes, el crecimiento y la tasa de supervivencia, afectan su imagen,
reduciendo su valor en el mercado (Boglione, Gisbert, et al, 2013; Fernandez et al, 2018;
Fragkoulis et al., 2017). La deteccion tardia del problema, el desconocimiento del momento y
causa de las deformidades y la ausencia de técnicas de deteccion temprana que puedan
implementarse industrialmente son factores que frustran los intentos de reduccién de su

incidencia en el cultivo de peces (Fernandez et al., 2018).

Una de las técnicas utilizadas en los trabajos cientificos para detectar deformidades esqueléticas
y/o caracterizar la esqueletogénesis es la doble tincién con Rojo Alizarina y Azul Alcian (RA-AA)
para hueso y cartilago, respectivamente. El Azul Alcian (AA) es un colorante con carga positiva

que tifie el cartilago por su interaccién electroestatica con las cargas negativas de los
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mucopolisacaridos presentes en el tejido (Walker & Kimmel, 2007). El Rojo Alizarina permite la
observacién del tejido éseo al colorear eficientemente la matriz mineralizada del hueso (Cubbage
& Mabee, 1996; Puchtler et al., 1969). Este tipo de evaluacién posibilita una deteccion de
deformidades esqueléticas mucho mas eficiente que mediante una evaluacién visual externa, y
permite realizar una descripcion detallada de la esqueletogénesis, diferenciando los procesos de

osificacion (intramembranosa o condral).

Pese al progresivo aumento de trabajos centrados en el pejerrey bonaerense, las condiciones
para su cria rara vez se basan en conocimientos sobre su biologia, fisiologia u ontogenia, sino
que suelen ser establecidas empiricamente (Gbmez-Requeni et al., 2013; Somoza et al,, 2008). En
base a lo presentado en esta seccién es posible concluir que, para lograr un cultivo eficiente y
rentable, es importante conocer los requerimientos nutricionales especificos de la especie en
cada etapa de la ontogenia. Lo mismo puede abordarse a partir del estudio de la biologia larval,
evaluando por ejemplo el desarrollo del tracto alimentario y su capacidad digestiva, y la
ontogenia del esqueleto que posibilita identificar los momentos de mayor vulnerabilidad a
deformidades esqueléticas. Esto permitiria orientar los esfuerzos y reducir la incidencia de
deformidades morfoldgicas que perjudican el desempefio del animal y disminuyen su precio en
el mercado. La evaluacién de diferentes dietas iniciales, junto con la caracterizacion de la
ontogenia de sistemas claves, pueden servir como punto de partida para mejorar la eficiencia y

rentabilidad del cultivo de la especie.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

La presente Tesis se enmarca dentro de un proyecto marco PICT dirigido por la Dra. Vissio
titulado "Efecto de la primera alimentacion en la supervivencia, el desarrollo, y el crecimiento del
pejerrey (Odontesthes bonariensis)". En éste se pretende evaluar los efectos de la primera dieta
sobre la supervivencia, el desarrollo y el crecimiento de larvas y juveniles de pejerrey bonaerense
y analizar cdmo esas condiciones nutricionales iniciales podrian repercutir en la vida adulta. Los
animales estudiados en esta Tesis corresponden al primer experimento desarrollado entre los

anos 2022 y 2023.

En base a lo expuesto previamente se plantea la siguiente hipotesis de trabajo:

"Un esquema de primera alimentacion que contemple un alimento
vivo suplementado con acidos grasos poliinsaturados, tendra un
impacto positivo en la maduracion morfoldgica del tracto alimentario
y reducirad la incidencia de deformidades esqueléticas del pejerrey

bonaerense, Odontesthes bonariensis."

Para la realizacion de esta Tesis se proponen dos enfoques: en primer lugar, una caracterizacién
general de los sistemas de interés que aporte al conocimiento de la biologia larval de esta
especie, y, en segundo lugar, una aproximacion experimental que permita poner a prueba la

hipotesis planteada.

El objetivo general de esta Tesis es caracterizar la esqueletogénesis y el desarrollo del tracto

alimentario del pejerrey bonaerense, Odontesthes bonariensis, y evaluar la posible influencia de
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una primera dieta enriquecida en acidos grasos poliinsaturados sobre el desarrollo de estos

sistemas.

Objetivos especificos (OE):

1) Caracterizar la ontogenia del tracto alimentario y del sistema esquelético en larvas y juveniles

de pejerrey criados en acuarios con agua verde.

2) Evaluar los efectos del enriquecimiento de la primera alimentacién sobre el desarrollo del
tracto alimentario en larvas de pejerrey a través de indicadores del estado nutricional de los

animales.

3) Evaluar los efectos del enriquecimiento de la primera alimentacion sobre la incidencia de

deformaciones esqueléticas en estadios larvales y juveniles de pejerrey.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de las muestras

Durante esta Tesis se trabajé con ejemplares de pejerrey desde su eclosion. Los animales fueron
criados en el Laboratorio de Biotecnologia Acuatica (FCByF-UNR) del Centro Cientifico,
Tecnolégico y Educativo “Acuario del Rio Parana”, Rosario. Desde la eclosion y durante todo el
estudio los animales fueron mantenidos en tanques de 180 litros (L) en un sistema de
recirculacién cerrado, a 24 = 0,6 °C, bajo un fotoperiodo 12:12 h luz:oscuridad y una salinidad
de 1g/L. La densidad inicial fue de 200 larvas por tanque (aproximadamente 1 individuo por
litro). Para cada fecha de muestreo, todos los animales fueron anestesiados en frio, considerando
la pérdida de respuesta motora como indicador efectivo del procedimiento. Luego se los pesé y
fotografié en vista ventral y lateral bajo una lupa estereoscépica para su posterior medicion de
la talla. Para los estudios del tracto digestivo los animales se fijaron en solucién de Bouin y
fueron conservados en etanol 70%. Los animales destinados al estudio del esqueleto fueron
fijados en formaldehido 4% en PBS (pH 7,4), deshidratados gradualmente y conservados en
etanol 100%. En esas condiciones los animales fueron enviados a la Facultad de Ciencias Exactas

y Naturales de la UBA, donde fueron procesados y analizados.

Todos los experimentos fueron aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias

Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR (resolucion N° 461/2023).
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Condiciones de cria

Agua verde

Los animales estudiados para la caracterizacion de la ontogenia del tracto alimentario y del
esqueleto fueron alimentados con agua verde. Esta contenia principalmente diferentes géneros
de clorofitas y de cianobacterias, diatomeas, amebas y algunos ciliados; y, ademas, fue
suplementada con Daphnia magna a partir de los 30 dpe. El agua verde es una practica
comunmente utilizada en acuicultura y la condicién estandar de cuidado en ese laboratorio. La
cria en agua verde asegura una alta disponibilidad de fitoplancton y zooplancton como alimento
para las larvas. Los individuos mantenidos bajo esta condicion seran identificados a lo largo de
la Tesis como “Car” (caracterizacion). Para esta parte del trabajo se utilizaron animales

provenientes de dos desoves independientes.

Tratamientos

Los animales destinados al abordaje experimental de la Tesis, es decir, a la evaluacion de los
posibles efectos de la dieta inicial sobre la maduracion del tracto alimentario y sobre la
incidencia de deformidades esqueléticas (OE2 y OE3), seran identificados como “Exp”
(experimental). Los mismos fueron criados siguiendo un esquema de alimentacion mas

controlado. A los diferentes tanques se les asigné uno de los siguientes tratamientos que

variaban en el tipo y grado de enriquecimiento de los nauplios de Artemia salina (Sanders):

¢ Tratamiento S: sin enriquecer

e Tratamiento P: enriquecidos con aceite de pescado 100%
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e Tratamiento M: enriquecidos con una mezcla de aceites (50% de pescado, 25% de girasol

y 25% de lino)

El protocolo general de alimentacidn consistio en la administracion en exceso (ad /ibitum) de los
nauplios de artemia sin enriquecer o enriquecidos segun el tratamiento, cada 3 horas, desde la
eclosion hasta el dia 40 pe. A partir del dia 30 pe, hasta el 90 pe, se incorpord alimento seco de
una granulometria adecuada, preparado y utilizado habitualmente en el laboratorio. Entre los
dias 30 y 40 pe se llevo a cabo la adaptacion al cambio de alimentacion, reemplazando dos
alimentaciones de artemia con alimento seco y disminuyendo el nimero de alimentaciones por
dia hasta llegar a 4. Cada uno de los tratamientos se realiz6 por triplicado, contando con 9
tanques en total. El enriquecimiento de los nauplios de artemia fue evaluado mediante
cromatografia de gases/ espectrometria de masas (GC/MS), asegurando una proporcion

diferencial de acidos grasos Q-3 entre los diferentes tratamientos.

Analisis histologico

Para el estudio del tracto alimentario, tanto los animales “Car” como los “Exp” fueron procesados
siguiendo la misma metodologia. En el Laboratorio de Neuroendocrinologia del Crecimiento y
la Reproducciéon (Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental — Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires /Instituto de Biodiversidad y Biologia
Experimental y Aplicada - CONICET-UBA) los animales fueron deshidratados en alcoholes de
graduacion ascendente e incluidos en HISTOPLAST® sintético (Biopack). Se realizaron cortes

histolégicos transversales y parasagitales entre 7 y 10 um de espesor que fueron montados en
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portaobjetos cubiertos con gelatina y luego coloreados segun la técnica de Hematoxilina y

Eosina.

Caracterizacion del tracto alimentario: animales “Car”

Durante el desarrollo de la Tesis se analizaron los cortes histolégicos previamente coloreados en
el marco del proyecto PICT. Se evaluaron las diferentes partes del mismo (cavidad bucal, faringe,
esofago, intestino anterior, medio y posterior, recto, pancreas e higado) haciendo énfasis en la
presencia de estructuras o caracteristicas especificas que denotan la madurez del tracto
alimentario. Se analizaron entre 2 y 3 animales por cada dpe evaluado (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 11,
18 y 21). Ademas, se contaban con algunos cortes coloreados con la técnica de azul de alcian
(AB) y de acido perdédico de Schiff (PAS) que permitieron verificar ciertas caracteristicas

histoldgicas, en particular la identidad de células mucosas.

Estudio de los efectos de los tratamientos sobre el tracto alimentario: animales

7

“Exp

Para la evaluacion de los efectos de los diferentes tratamientos sobre el tracto alimentario se
muestrearon 3 individuos "Exp” de cada pecera al dia 9 pe (27 animales en total). La evaluacion
de las dietas iniciales sobre el tracto alimentario se realizd mediante la comparacion de distintos
parametros que suelen ser indicadores de: i) la eficiencia en la captacién e ingestion del alimento,
como el nimero de papilas bucales y faringeas respectivamente; ii) del almacenamiento de la
reserva energética, como el area de los hepatocitos; iii) la digestiéon y absorcion del alimento,

como el alto de los pliegues intestinales y de los enterocitos.
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El nimero de papilas gustativas bucales y faringeas se determiné por observacion de los cortes
seriados bajo microscopio optico (OLYMPUS) Se cuantificaron las papilas presentes en cada
individuo, distinguiendo entre las bucales y faringeas. Para definir el limite entre la cavidad bucal
y faringea (figura 6) se consideré como el comienzo de la Ultima el primer corte en el que se
observa la presencia de arcos branquiales con epitelio respiratorio. Una de las dificultades que
presenta este método de cuantificacion es el hecho de que una misma papila puede aparecer
en mas de un corte histolégico, ya que su tamafo suele ser superior a 10 um (Hara, 2011). Para
evitar la sobrecuantificacion se prestd especial atencién a la posicion de cada papila dentro de

la cavidad bucofaringea y a los cambios morfolégicos de la misma en los sucesivos cortes.

100 pm

100 pm

Figura 6: imagenes representativas de secciones transversales (10 um) coloreadas con Hematoxilina y
Fosina de la cavidad bucal (a) y faringea (b) de pejerrey. Notese la presencia de papilas gustativas

(flecha) y de arcos branquiales con epitelio respiratorio (punta de flecha).

Para la medicion del area de los hepatocitos, el alto de los pliegues intestinales y el alto de los
enterocitos, los cortes fueron fotografiados con un microscopio Zeiss Primo Star acoplado a una

camara digital Zeiss Axiocam 208 color. El aumento al cual se tomaron todas las fotografias fue

31



de 40Xy el software utilizado para realizar las mediciones fue el ImageProPlus. Se seleccionaron
y fotografiaron seis cortes distanciados entre si del intestino, distinguiendo la primera porcion
del intestino (Ant.), la porcion media-anterior (Med.), y la posterior (Post.). El intestino Ant.,
cercano al es6fago, se caracteriza por presentar una posicién central dentro de la cavidad
abdominal y estar a la altura del higado (figura 7.a). El intestino Med. también esta a la altura
del higado, y ocupa un area mayor y excéntrica dentro de la cavidad (figura 7.b). El intestino
Post. se defini6 como aquel que presenta vacuolas supranucleares y coincide con la presencia
del pliegue de la aleta (figura 7.c). Se tomo la precauciéon de seleccionar los cortes en donde el
grosor de la capa muscular del intestino fuese constante para evitar realizar mediciones en
secciones oblicuas del 6rgano. En cada corte se midi6 el alto de un pliegue intestinal y el alto
del enterocito, procurando medir pliegues que presentasen un claro limite entre la lamina propia

y el epitelio, cuyo eje fuese lo mas perpendicular posible a la pared intestinal (figura 8a).

C.

100 pm

100 pm

Figura 7: imdgenes representativas de secciones transversales (10 um) coloreadas con Hematoxilina y
Fosina del intestino anterior. (a), medio (b) y posterior (c) de pejerrey. El asterisco indica la luz del

intestino.
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Por otro lado, se seleccionaron, fotografiaron y se midieron el area de 15 hepatocitos en tres
cortes distanciados entre si del higado de cada individuo, de manera de no medir dos veces el
mismo hepatocito. Los hepatocitos medidos fueron aquellos con un tamafo representativo

dentro la foto, con limites celulares claros y nucleo periférico (figura 8b).

Figura 8: imagenes representativas de las mediciones realizadas de (a) el alto del pliegue intestinal (A7) y
alto del enterocito (A2) y (b) el drea de los hepatocitos. La linea negra marca el limite entre el epitelio y
la lamina propia como guia para la medicion del alto del plieque intestinal. Notese que se cumplen los

criterios mencionados anteriormente.

Coloracion /n toto del esqueleto

Para la caracterizacion de la esqueletogénesis (animales “Car”) y la evaluacién de la incidencia
de deformidades esqueléticas (animales "Exp”), se realizaron coloraciones /n toto de los
ejemplares con Azul de Alcian (AA) en solucién no acida, con Rojo Alizarina (RA), o dobles
coloraciones (AA-RA). Las condiciones acidas que tradicionalmente se utilizan en el protocolo de
tincion de cartilago con AA decalcifican la matriz ésea disolviendo los cristales de hidroxiapatita.

La capacidad de tincidon del Rojo Alizarina depende del grado de mineralizacién de la matriz
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Osea, con lo cual, cuando las estructuras éseas son pequefias o estan en formacion, un protocolo
de doble tincion en condiciones acidas afecta negativamente la deteccion del componente 6seo
(Walker & Kimmel, 2007). Walker & Kimmel (2007) adaptaron un protocolo de doble tincidn libre
de acido, reduciendo el error en las descripciones de la esqueletogénesis. Los protocolos
utilizados fueron adaptados del propuesto por Walker & Kimmel (2007) y puestos a punto
previamente para esta especie en el laboratorio. Brevemente, para las coloraciones AA-RA los
animales conservados en etanol 100% se lavaron con agua destilada, luego se incubaron con
Azul Alcian (Mallinckrodt - 0,02g AA, 50nM Mgl, en Etanol 70%) durante toda la noche y fueron
rehidratados pasando por soluciones decrecientes de etanol. Para favorecer la oxidacion de la
melanina y por ende el aclaramiento de la piel de los animales, los mismos se colocaron en una
solucion de KOH 1% y H,0, al 10% (9:1). A continuacion, luego de una incubacion en KOH 1%,
lo cual favorece que el musculo se vuelva mas transparente, se incubaron en Rojo Alizarina
(Biopack - 0,007% en KOH 1%). Las muestras fueron luego deshidratadas en soluciones de KOH
y glicerol con proporciones crecientes del Ultimo, y conservadas en glicerol 100%. Si bien se
contdé con un protocolo general con tiempos especificos, los mismos se adaptaron en funcién
del tamafio de los animales ya que la coloracion (RA, entre 2 y 18hrs), la oxidacién de la melanina
(H,0,, entre 30 y 90min) y el transparentado del musculo (KOH 1% entre 10 min y 5 dias total)
podrian requerir diferentes tiempos para alcanzar el resultado deseado. Ademas, para los
animales mas grandes se utilizé una solucion de KOH 2% en lugar de 1%. Para las coloraciones
con AA o RA Unicamente, el protocolo consistid6 en una adaptacion del descripto obviando el

otro colorante. Las estructuras 6seas y cartilaginosas se observaron y analizaron bajo una lupa
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estereoscopica (Reichert) y se tomaron imagenes representativas a traves de una lupa Leica EZ4D

con camara digital incorporada.

Caracterizacion de la esqueletogénesis: animales “Car”

La caracterizacion del desarrollo esquelético se realizo desde el dia 0 hasta el 54 pe mediante el
analisis de la presencia y el grado de desarrollo de estructuras cartilaginosas y 6seas en base a
lo publicado por Mabee & Trendler (1996) y Beriotto., et al, (2023). Se definieron dos categorias
para las estructuras cartilaginosas: presente y reabsorbiendo; y tres grados de osificacion para
las estructuras Oseas: osificaciéon temprana (estructura con menos del 50% de osificacion),
osificacion avanzada (estructura con mas del 50% de osificacién) y osificado (estructuras con
100% de osificacion). Los procesos de osificacion endocondral y pericondral fueron estudiados y
denominados en conjunto como osificacion condral, distinguiéndola de la intramembranosa.
Parte de las coloraciones y del analisis fueron realizadas previo al comienzo de esta Tesis en el
marco del proyecto PICT. Durante la Tesis se completd el procesamiento y analisis de las
muestras, asegurando que hubiese al menos tres registros para cada uno de los dias incluidos
en el estudio.

Se evaluaron en total 81 animales, de los cuales 18 fueron coloreados con RA-AA. Los dias
analizados para el hueso fueron: 0, 1, 2, 5,9, 16, 17, 23, 24, 26, 32, 38 y 54 pe. Los dias analizados
para el cartilago fueron: 0, 2, 5, 9, 10, 16, 17, 24, 29 y 54 pe. Debido a la similitud en el desarrollo
entre los dias 24 y 26 los mismos se analizaron en conjunto para algunas regiones. Si bien se
analizaron todas las regiones en cada individuo, algunos dias no fueron incluidos en los
resultados para determinadas regiones debido a problemas de coloracion y reconocimiento de

estructuras especificas. Para una mejor observacién e identificaciéon de las estructuras de los
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arcos branquiales e hioideo, los mismos fueron retirados de algunos ejemplares y montados con

glicerol entre un portaobjetos y un cubreobjetos.

Estudio de los efectos de los tratamientos sobre el esqueleto. animales "Exp”
Las deformidades esqueléticas se evaluaron en individuos de 50 dpe. Previo a la coloracién se
realizé un andlisis a simple vista de las deformidades externas, evaluando 6 individuos por cada
pecera (N=54). En las coloraciones /n toto (4 ejemplares por pecera, 36 individuos en total) se
consideraron como deformidades esqueléticas: i) alteraciones de la forma de las estructuras
Oseas; i) alteraciones en el niUmero de las estructuras éseas (teniendo en cuenta la posibilidad
de variaciones meristicas); iii) desviaciones del eje corporal. Estas deformidades fueron registradas
especificando la region donde se observo y el tipo de deformidad. Las diferentes deformidades
fueron clasificadas en base a lo descripto en Beriotto et a/ (2023), de Azevedo et al (2017) y

Witten et al (2009).

Analisis estadistico

El analisis estadistico consistié en la comparacién de las variables respuesta (VR) evaluadas entre
los tres tratamientos. Siendo la unidad experimental cada pecera, fue necesario declarar una falta
de independencia entre los animales provenientes de la misma pecera a lo cual se suma la falta
de independencia entre los datos provenientes de un mismo animal (anidamiento en ambos
casos). En todos los andlisis se utilizd un modelo mixto, debido a la falta de independencia entre
las observaciones, y generalizado, ya que ninguna de las VR medidas presenté una distribucion

normal. Para cada andlisis se verific6 el cumplimiento de los respectivos supuestos. Se
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consideraron diferencias significativas cuando el p-valor era menor o igual a 0,05. Las VR

analizadas fueron:

Para el estudio del tracto alimentario:

e Numero de papilas gustativas, variable cuantitativa discreta, distribucion Binomial
Negativa

¢ Alto del pliegue intestinal, variable cuantitativa continua, distribucion Gamma

e Alto del enterocito, variable cuantitativa continua, distribucion Gamma

e Area del hepatocito, variable cuantitativa continua, distribucion Gamma

Para el estudio de la incidencia de deformidades esqueléticas:

¢ Presencia/ausencia de alguna deformidad esquelética

e Presencia/ ausencia de cifosis

e Presencia/ ausencia de lordosis

e Presencia/ ausencia de deformidades en los arcos neurales o hemales
e Presencia/ ausencia de deformidades en los cuerpos vertebrales

e Presencia/ ausencia de deformidades en los rayos branquiostegales

Todas variables cuantitativas discretas, con una distribucion de probabilidades de Bernoulli.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la ontogenia del tracto alimentario y de las glandulas anexas

Momento de la eclosion

El pejerrey al eclosionar presenta un tracto alimentario con todas sus regiones (cavidad
bucofaringea, eséfago, intestino y recto) y glandulas anexas diferenciadas. Ademas, la boca y el

ano ya se encuentran abiertos y se observa abundante vitelo (figura 9).

500 um

Figura 9: seccion parasagital (7um) de pejerrey (0 dpe) coloreada con Hematoxilina y Eosina. El asterisco
indica la cavidad bucofaringea; la punta de flecha sefiala el esofago;, las flechas sefialan diferentes

regiones del intestino; V: vitelo.

En cuanto a la cavidad bucofaringea, la misma ya presenta papilas gustativas en la regiéon bucal
y faringea (donde se encuentran los arcos branquiales). La regién bucal presenta un menor
numero de papilas gustativas que la faringea, con una estructura levemente diferente a la que

presentan las papilas maduras, ya que poseen una forma mas redondeada y no se observan las
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caracteristicas prolongaciones apicales de las células sensoriales (figura 10a). Ademas, es posible
identificar el cartilago labial, el cual se mantiene presente hasta el final del andlisis. El epitelio de
la cavidad bucal es biestratificado plano, festoneado en ciertas regiones, y con escasas células
mucosas de pequefio tamafio. En la cavidad faringea el epitelio es simple plano y las papilas
gustativas se encuentran en los arcos faringeos y en el techo de la cavidad formando
ocasionalmente hileras en sentido anteroposterior. Algunas de las mismas presentan las tipicas
prolongaciones de las células sensoriales y la morfologia caracteristica de las papilas maduras
(ver referencia en figura 10a’). Se observa una lengua desarrollada, sobre la cual también se
registraron papilas gustativas. Ademas, se observaron en promedio tres dientes embebidos en

la faringe ventral (figura 10b).

La mucosa del eséfago presenta un epitelio estratificado, que forma pliegues, con células
mucosas intercaladas entre las células epiteliales. El intestino ya se puede diferenciar en anterior,
medio y posterior, como se describié en la seccién de materiales y métodos, en funcion de
caracteristicas histolégicas especificas y la ubicacién en la cavidad general del cuerpo. El epitelio
intestinal es simple cilindrico y presenta chapa estriada, cuyo desarrollo es mayor hacia posterior.
A lo largo del intestino se observaron células en mitosis (figura 11a) y, en los enterocitos del
intestino posterior, vacuolas supranucleares (ver ejemplo de vacuolas supranucleares en figura
13). La mucosa intestinal presenta pliegues, que aumentan de altura hacia posterior, salvo en el
recto, el cual se caracteriza por un epitelio simple cubico y la ausencia de vacuolas supranucleares

(ver ejemplo de recto en figura 13).

En el higado se observan algunos hepatocitos de tamafio moderado que, presentan una gran

vacuola de reservas energéticas (vacuolados) (figura 10c). En algunos cortes, se observaron tanto
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hepatocitos con nucleos picndticos como en mitosis. En cuanto al pancreas, es posible distinguir
un pancreas exocrino de un endocrino. El primero se diferencid por presentar células altamente
basofilas en su region basal, con una porcidn apical con granulos de zimoégeno eosinéfilos, sin
presentar aun la estructura tipica de acinos pancreaticos (figura 11b). El pancreas endocrino se

identific6 mediante la deteccién de acimulos de células moderadamente baséfilas (figura 11c).

Figura 10: secciones de 7um de
espesor coloreadas con Hematoxilina y
Eosina representativas de los cambios

observados en la cavidad bucofaringea

y el higado de pejerrey. a. Papila

gustativa inmadura (pejerrey de 0 dpe);

a’ Papila gustativa madura, notese las

prolongaciones citoplasmaticas de las

células sensoriales (pejerrey de 9 dpe);
b. Diente embebido (pejerrey de 0
dpe); b’ Dientes eclosionados (flechas)
(pejerrey de 11 dpe) ¢ Higado con
hepatocitos vacuolados (pejerrey de 0
dpe); ¢’ Higado con hepatocitos con
mudltiples vacuolas pequefas (pejerrey

de 3 dpe).
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Figura 11: imagen representativa de seccion parasagital (7um) de intestino medio (a) y pancreas exocrino

(b) y endocrino (c) de pejerrey (0 dpe) coloreada con Hematoxilina y Eosina. * pancreas enddcrino;

punta de flecha: células en mitosis; flecha: chapa estriada del epitelio intestinal.

A continuacion, se especifican las modificaciones observadas a lo largo del desarrollo en las

diferentes regiones.

Cavidad bucofaringea

A partir del dia 1 pe es posible observar papilas gustativas maduras tanto en la cavidad bucal
como faringea. Ademas, las mismas aumentan progresivamente en nimero a lo largo del
desarrollo, manteniendo una mayor cantidad en la regién faringea respecto a la bucal y se
observa con mayor frecuencia su disposicion en hileras (figura 12). A partir del 2 dpe se observan
por primera vez dientes en la cavidad bucal y faringea, y su nUmero aumenta progresivamente
en la faringe, tanto en la regién dorsal como ventral. A partir del dia 3 pe se observa un aumento
en el numero de capas del epitelio cercano al eséfago, dentro del cual se encuentran numerosas
papilas gustativas. A partir del dia 7 pe se observa un aumento considerable en el nimero de

papilas en los labios y se comienza a detectar dientes bucales y faringeos eclosionados (figura
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10b’). Para el dia 11 pe la proporcion de dientes eclosionados aumenta y se observa un
incremento en la cantidad y tamafio de las células mucosas de la cavidad faringea. Ademas, se

detecté un mayor desarrollo del musculo estriado en la transicion entre la faringe y el eséfago.

Figura 12: imagen representativa de la region anterior del pejerrey (3 dpe) en seccion parasagital (7um)
coloreada con Hematoxilina y Eosina con papilas gustativas dispuestas en una hilera anteroposterior en

la cavidad bucofaringea

Esofago

A partir del dia 3 pe, se observa un aumento considerable y progresivo en la abundancia de las

células mucosas, las cuales, ademas, aumentan de tamafo gradualmente.

Intestino

A lo largo del desarrollo se observa un incremento paulatino en el alto de los pliegues intestinales

y un aumento en el desarrollo de la chapa estriada de los enterocitos (con excepcion del recto).
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La altura relativa de los pliegues intestinales se mantiene constante, siendo mayor en intestino
medio. También, la chapa estriada mantiene la relacion de tamafos entre las diferentes regiones
(anterior < medio < posterior). Se observa una disminucién en el nimero de enterocitos en
mitosis desde el dia 2 pe. A partir del mismo dia se comienzan a detectar células mucosas en el
intestino anterior y posterior y a partir del 5 dpe en el intestino medio. La cantidad de células
mucosas también parece aumentar con los dias de desarrollo, siempre manteniéndose en una

baja proporcion.

Figura 13: imagen representativa de seccion parasagital (7um) de intestino posterior y recto de pejerrey
(17 dpe). El asterisco sefiala las vacuolas supranucleares caracteristicas del intestino posterior; la flecha

senala el recto.

Glandulas anexas

Hasta el dia 2 pe se observa un aumento en el nUmero de hepatocitos vacuolados. A partir del

dia 3 pe disminuye el nUmero de hepatocitos vacuolados y se comienza a observar una mayor
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proporcion de hepatocitos con multiples vacuolas pequefas en su citoplasma (Figura 10c’). Al

dia 11 pe vuelve a observarse un aumento de hepatocitos vacuolados.

La estructura del pancreas presenta un estado desorganizado en la eclosidn y, durante los dias
analizados aumenta progresivamente la presencia de acinos pancreaticos, observandose un
incremento de células cuya region apical, con los granulos de zimdgeno, esta orientada hacia el
centro de la estructura. Ademas, a partir del dia 7 pe se detectaron nucleos con caracteristicas

histologicas tipicas de las células centroacinares.

Vitelo

Inicialmente, el vitelo se observa en forma de placas rodeado por la capa sincicial vitelina (CSV),
que se formo durante el desarrollo embrionario. Con el avance de los dias, la cantidad de vitelo
disminuye hasta no detectarse alrededor del dia 7 pe, observandose Unicamente la CSV hasta

que desaparece entre los dias 11 a 18 pe.

Caracterizacion de la ontogenia del sistema esquelético

Al momento de la eclosion, el pejerrey presenta estructuras esqueléticas Unicamente en la region
craneal y parte de la aleta pectoral. En particular, se observa parte de los arcos branquiales
(ceratobranquial 5 y faringobranquiales 3 y 4, ver referencia en figura 17) como las Unicas
estructuras Oseas reconocibles. Ademas, la mayoria de las estructuras del craneo y arcos
branquiales e hioideo que presentan una osificacion condral ya se encuentran presentes como
cartilago. Respecto a la region post-craneal, Unicamente se encuentran presentes el molde de

cartilago a partir del cual osificaran la escapula y el coracoides, y el disco endoesqueletal, a partir
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del cual derivan los radiales proximales de la aleta pectoral (ver referencias en figura 19). En el
analisis se observé una gran heterogeneidad en el grado de desarrollo del esqueleto en animales
de la misma edad, manteniendo la secuencia de formacidon de las diferentes estructuras. En
cuanto a la columna vertebral, las primeras vértebras se observan al dia 17 pe y para el dia 32
pe (11,84 £ 1,27 mm) ya se observa el total de las vértebras osificadas (entre 48 y 51 vértebras,
sin considerar el urostilo). En el complejo caudal, los primeros componentes cartilaginosos se
observan al dia 2 pe (7,58 + 0,40 mm) y, para el dia 32 pe, alcanza el maximo grado de desarrollo
observado en el estudio. Finalmente, al dia 54 pe (14,33 + 1,52 mm), la mayoria de las regiones

del esqueleto presentan un aspecto similar al del adulto (figura 14).
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1 mm

1 mm 1 mm

Figura 14: cambios observados en el esqueleto a lo largo del desarrollo del pejerrey. a. Pejerrey de 5
dpe coloreado con Azul Alcian. a’. Pejerrey de 5 dpe coloreado con Rojo Alizarina. b, ¢ d, e. Pejerrey
coloreado con Azul Alcian y Rojo Alizarina de 9 dpe (b), 17 dpe (c), 24 dpe (d), 54 dpe (e). * : indica la
transicion entre vértebras abdominales y caudales. Flecha blanca: radiales proximales, flecha negra:
radiales distales; punta de flecha: arco y espina neural; CU: centro ural’ Hip: hjpural; PHI: placa hipural

inferior; PHS: placa hipural superior.
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A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para cada region analizada del esqueleto:
craneo, arcos hioideo y branquiales, region axial (columna vertebral y aletas impares) y aletas
pares y complejo caudal. El detalle de los mismos se encuentra resumido en las respectivas
tablas. Cabe aclarar que, debido a que los dias analizados no son consecutivos, no es posible
asegurar que los cambios observados se den en el dia en que se registraron. Por esto se asume
que los mismos ocurrieron en el intervalo comprendido entre el dia anterior analizado y el dia

en que se observé el cambio.

Craneo

El pejerrey eclosiona con un gran niumero de estructuras cartilaginosas presentes en el craneo:
parte del arco mandibular (cartilago de Meckel y palatocuadrado), el hiosimpléctico y parte del
neurocraneo (el plato etmoidal, la barra epifisial, las trabéculas communis y cranii, las taenias
marginalis anterior y posterior, la barra epifisial, el exoccipital y la capsula auditiva) (ver
referencias en figura 15). Las estructuras del neurocrdneo nombradas, salvo el exoccipital,
permanecen como remanentes de cartilago hasta el final del analisis. Ademas, el paraesfenoides
y el basioccipital, huesos del neurocraneo que osifican de manera intramembranosa, se observan
por primera vez a los dias 2 y 5 pe, respectivamente. También se observan un par de otolitos al
momento de la eclosidn y, a partir del dia 1 pe (7,41 £ 1,11 mm), dos pares, los Unicos que se
detectaron hasta el final del andlisis.

Los huesos que componen las mandibulas son el articular, retroarticular, maxilar, dentario y pre-
maxilar (ver referencias en figura 15). De éstos, el dentario, junto a sus dientes, y el maxilar se
observan por primera vez al dia 5 pe y el pre-maxilar, junto a sus dientes, al dia 17 pe. El articular

y retroarticular osifican a partir del cartilago de Meckel entre los dias 17-19 pe (~9 mm) y 23-24
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pe, respectivamente. En animales de 32 dpe las mandibulas ya se encuentran completamente
osificadas. En cuanto al cartilago labial, éste se observa por primera vez en individuos de 2 dpe

y permanece visible hasta el final del analisis.

La serie opercular (ver referencia en figura 15) presenta una osificacion intramembranosa, siendo
el opérculo el primer hueso del craneo que comienza a osificarse, visible desde el dia 1 pe. El
resto de los huesos de la serie aparecen mas tarde en el desarrollo, siendo observados, el
preopercular y subopercular, por primera vez al dia 17 pe y el intraopercular, al 19 pe (9,02 +

0,43 mm). Al dia 32 pe ya se puede encontrar individuos con la serie opercular osificada.

Figura 15: esquemas de referencia para estructuras cartilaginosas (a) y oseas (b) estudiadas del craneo.
Adaptado de Beriotto et al. (2023). Aa: anguloarticular; Boc: basioccipital; Ca: capsula auditiva, Cl:
cartilago labial; CM: cartilago de Meckel: Be: barra epifisial; D: dientes; De: dentario, Ect: ectopterigoides,
EL: etmoides lateral; En, endopterigoides; Foc: exoccipital; Epo: epidtico; Esfo: esfendtico; F: frontal; Hm.
hiomandibular; Hs: hiosimpléctico,; lop: intraopercular; Lac: lacrimal; Lon: ldmina orbitonasalis, Mtp:
metapterigoides; Mx: maxilar; Na: nasal; Op: operculo,; Pal: palatino; Pa.: parietal; Pb: plato basal; Pe: plato
etmoidal; Pm: pre-maxilar: Pop. preoperculo; Pq. palatocuadrado, Pro: prodtico, Ps: paraesfenoides, Pto:
pterdtico; Pts: pteroesfenoides; Q: cuadrado; Ra: retroarticular; Sim: simpléctico; Sop: subopercular; Tc:

trabécula communis; Tma: taenia marginalis anterior; Tmp. taenia marginalis posterior.
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Figura 16: desarrollo de estructuras Oseas y cartilaginosas del craneo en funcion del dia post-eclosion
(dpe) y de la talla. Los colores azules hacen referencia a estructuras cartilaginosas (azul oscuro: estructura
presente; azul claro: estructura reabsorbiendo). Los colores dentro de la gama del rojo hacen referencia a

estructuras Oseas (rosa: osificacion menor al 50% fucsia: osificacion mayor al 50%, rojo oscuro:



completamente osificado). Los datos presentados son los que representan lo observado para cada dpe en
la mayoria de los individuos muestreados. Los asteriscos rojos indican que se observo la estructura dsea
en la minoria de los animales analizados para ese dpe. Como los dias analizados para hueso y cartilago
no siempre coinciden, aquellos en los que no se cuenta con informacion sobre una estructura se presentan
con cuadrille combinando los colores pertenecientes al dia anterior y posterior, indicando que se
desconoce su grado de desarrollo, pero se asume que sera el correspondiente a alguno de esos colores.
Ademads, en los casos en los que se observo una misma cantidad de individuos para dos grados de
desarrollo diferente, se colored el casillero de uno de los dos colores, y se coloco un W si habia una igual
probabilidad de una osificacion menor al 50% como de una osificacion mayor al 50%, o un A si habia
una igual probabilidad de una osificacion mayor al 50% como de una osificacion del 100%. Los colores de
los nombres de las diferentes estructuras indican si la misma es Jsea (rojo) o cartilaginosa (azul) y, en e/
caso de las estructuras que se forman por osificacion condral cuyo nombre como cartilago y hueso es el
mismo, aparecen en color negro. Se muestra en rojo el tamafio muestral (n) para el analisis de hueso y en
azul el tamafio muestral (n) para el analisis del cartilago, para cada dpe. Por otro lado, en el caso de las
osificaciones condrales, se priorizo informar la osificacion de la estructura respecto a la reabsorcion del
cartilago. Aa. anguloarticular; Ant. anterior; Epo: epidtico; Esfo: esfendtico, Hmn: hiomandibular;, Mtp:
metapterigoideo,; Pal: palatino, Post: posterior; Pto: pterdtico; Q: cuadrado, Ra: retroarticular; Sym:

simpléctico.
Arcos hioideo y branquiales

Al eclosionar el pejerrey presenta gran parte de las estructuras que componen los arcos hioideo
y branquiales presentes. Las que primero comienzan el proceso de osificacion son el
ceratobranquial 5 y los faringobranquiales 3 y 4 (ver referencias en figura 17). Sobre estas
estructuras se desarrolla una placa dental, la cual se observa a partir del dia 5 pe. Las Unicas
estructuras de los arcos que se forman mediante una osificacién intramembranosa son los rayos

branquiostegales y el urohial, pertenecientes al arco hioideo.
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Figura 17: arcos branquiales e hioideo. a.
Imagen de arcos branquiales de pejerrey de
54 dpe coloreado con Azul Alcian y Rojo
Alizarina. a. Esquema representativo de los
diferentes componentes de los arcos
branquiales, adaptado de Martinez-Palacios et

al. (2079). b. Imagen de arco hioideo de

pejerrey de 24 dpe coloreado con Azul Alcian

b. b". ¥ Rojo Alizarina. b’ Esquema representativo de
Hh_B\h\ los diferentes componentes del arco hioideo,
‘\ ch™ - adaptado de Beriotto et al. (2023). *: probable
) % ER faringobranquial 1, Bb: basibranquial; Bh.
} Ih™ basihial; Cb: ceratobranquial; Ch: ceratohial;
Uh Eb:  epibranquial  Eh:  Epibialr  Fb:
9 é 9‘% faringobranquial;  Hb:  hipobranquial;  Hh,
hipohial; Ih: interhial; PD: placa dental Rbr:
1 mm rayos branquiostegales; Uh: urohial.

En cuanto a los arcos branquiales, se observd, a grandes rasgos, que la secuencia de osificaciéon
prosigue con los ceratobranquiales, luego los basibranquiales y finalmente los hipobranquiales y
epibranquiales. En particular, los epibranquiales 1, 2 y 3 fueron observados como cartilago a
partir del dia 2 pe y presentan un intervalo de dias en los que no se observd este molde y
tampoco logré verse el comienzo de la osificacion.

Respecto al arco hioideo, la secuencia de osificacion comienza con el ceratohial, continta con el
urohial y finaliza con los basihial, hipohial y epihial. Al dia 5 pe se observan 2 rayos
branquiostegales, que aumentan progresivamente en numero hasta ser 6, cantidad que se

observo por primera vez en individuos de 23-24 dpe.
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Figura 18: desarrollo de estructuras Oseas y cartilaginosas de los arcos hioideo y branquiales en funcion

del dia post-eclosion (dpe) y de la talla. Los colores azules hacen referencia a estructuras cartilaginosas

(azul oscuro: estructura presente; azul claro. estructura reabsorbiendo). Los colores dentro de la gama de/

rojo hacen referencia a estructuras 0seas (rosa. osificacion menor al 50%, fucsia: osificacion mayor al 50%,

rojo oscuro: completamente osificado). Los datos presentados son los que representan lo observado para

cada dpe en la mayoria de los individuos muestreados. Los asteriscos azules o rojos indican que se observo

la estructura cartilaginosa u Osea, respectivamente, en la minoria de los animales analizados para ese dpe.

Como los dias analizados para hueso y cartilago no siempre coinciden, aquellos en los que no se cuenta

con informacion sobre una estructura se presentan con cuadrille combinando los colores pertenecientes

al dia anterior y posterior, indicando que se desconoce su grado de desarrollo, pero se asume que sera el

correspondiente a alguno de esos colores. Ademads, en los casos en los que se observé una misma cantidad

de individuos para dos grados de desarrollo diferente se colored el casillero de uno de los dos colores, y

se coloco un W si habia una igual probabilidad de una osificacion menor al 50% como de una osificacion

mayor al 50%; un A si habia una igual probabilidad de una osificacion mayor al 50% como de una
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osificacion del 100%, o un @ si habia igual probabilidad de una ausencia de la estructura como del grado
de desarrollo correspondiente al color presente. Los colores de los nombres de las diferentes estructuras
indican si la misma es Osea (rojo) o cartilaginosa (azul) y, en el caso de las estructuras que se forman por
osificacion condral cuyo nombre como cartilago y hueso es el mismo, aparecen en color negro. Se muestra
en rojo el tamafio muestral (n) para el andlisis de hueso y en azul el tamario muestral (n) para el analisis
del cartilago, para cada dpe. Por otro lado, en el caso de las osificaciones condrales, se priorizé informar
la osificacion de la estructura respecto a la reabsorcion del cartilago. Se indica el rango que incluye el
numero observado de las respectivas estructuras para todos los individuos analizados en cada dpe. Cerhi:

ceratohial: Epihi: epihial.

Esqueleto apendicular y complejo caudal

Como se menciond previamente, al momento de la eclosion, la aleta pectoral presenta tanto el
disco endoesqueletal como el molde de cartilago a partir del cual osificaran la escapula y el
coracoides (ver referencias en figura 19). Estos Ultimos se observan por primera vez en individuos
de 32 dpe, con una osificacién avanzada y mantienen este grado de osificacién hasta el final del
analisis. Entre los dias 2-5 pe comienza a segmentarse la estructura del disco endoesqueletal,
proceso que continlia hasta que se observan los radiales proximales independientes al dia 29 pe
(11,72 = 0,74 mm) (figura 19). Los mismos comienzan a osificarse entre los dias 26-32 pe. Los
radiales distales se observan por primera vez en animales de 24 dpe y permanecen como
estructuras cartilaginosas hasta el final del analisis, donde se registra un nimero maximo de 11
radiales distales. Los rayos se observan por primera vez entre los dias 23-24 pe y osifican en
sentido dorsoventral, siendo 16 el nUmero maximo de rayos observados en animales de 54 dpe.
En cuanto a las estructuras de la cintura pectoral, el cleitro es el primer hueso de la regién en

osificarse, observandose por primera vez en individuos de 1 dpe, y completando su osificacion
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entre los dias 26-32 pe. El resto de las estructuras de la cintura pectoral (supracleitro, postcleitro

y postemporal) se observan por primera vez en individuos de 32 dpe.

RpiRp2Rp3Rp4 PCl

c.

1 mm

1 mm

Figura 19: cintura y aleta pectoral. a. Esquema de
referencia de los diferentes componentes de la
cintura y aleta pectoral analizados, adaptado de
Beriotto et al. (2023). b, ¢ d. Imdgenes de cintura
y aleta pectoral de pejerrey coloreado con Azul
Alcian y Rojo Alizarina de 2 dpe (b), 24 dpe (c), 54
dpe (d). * . disco endosqueletal; Flecha: radiales
proximales; Punta de flecha: segmentacion del
disco endosqueletal; C: coracoides,; Cl: cleitro; PCl:
post-cleitro; Pt Post-temporal; R: rayos;, Rp:

radiales proximales; S: Escapula; SCI: supra-cleitro.

La cintura y aleta pélvica (figura 20) se evidencian mas avanzado el desarrollo, observandose el

basipterigio como molde de cartilago por primera vez al dia 24 pe y con una osificaciéon avanzada

al dia 32 pe. En el adulto suelen encontrarse 1 espina y 5 rayos, los cuales se observan por

primera vez el dia 32 pe.

1 mm

Figura 20: cintura y aleta pélvica. a.
Imagen de aleta pélvica de pejerrey de
54 dpe coloreado con Azul Alcian y Rojo
R Alizarina. b. Esquema representativo de
los componentes de la aleta pélvica,
adaptado de Beriotto et al. (2023). B:

basipterigio,; E: espina, R: rayos.
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En cuanto a la region del complejo caudal, al momento de la eclosion, el pejerrey no muestra
estructuras esqueléticas. El parahipural y los hipurales 1, 2, 3 y 4 se pueden observar a partir del
dia 2 pe. Los hipurales 1 y 2 comienzan a fusionarse y forman la placa hipural inferior, que se
observa a partir del dia 17 pe (figura 14). Entre los dias 19-23 pe esta placa comienza a osificarse
y, para el dia 32 pe, ya esta totalmente osificada. Por otro lado, los hipurales 3 y 4 se fusionan
formando la placa hipural superior de cartilago (ver referencias en figuras 14 y 21), la cual
comienza a reabsorberse entre los dias 17-23 pe, momento para el que se observa una osificacion
temprana. Finalizada esta osificacion, los hipurales 3 y 4 pueden seqguir fusionados formando la
placa o estar separados (ver referencias en figuras 14 y 21). A los dias 23 y 24 pe se observan
por primera vez los centros urales 1 y 2 (figura 14), respectivamente, los cuales se observan
fusionados a partir del dia 32 pe formando el urostilo (ver referencias en figuras 14 y 21). El
hipural 5 se observa por primera vez en el dia 23 pe como cartilago y a partir del dia 32 pe se
observa completamente osificado. Los rayos comienzan a observarse en el dia 17 pe y se
desarrollan bidireccionalmente, desde el centro hacia dorsal y ventral. El nUmero maximo de

rayos observados fue de 40 en individuos de 54 dpe.

AN EN  EUTEU2 UN Us Hip5 Figura 21: esquema representativo de los componentes del

V.

complejo caudal, adaptado de Thieme et al. (2027). AH: arco
hemal AN: Arco neural EH: espina hemal EN: espina neural EU:
epural; Hip: hipural; Ph: parahipural; PHI: placa hipural inferior;

PU: preural; UN: uroneural; Us: urostilo.
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Figura 22: desarrollo de estructuras Oseas y cartilaginosas de las aletas pares y el complejo caudal en

funcion del dia post-eclosion (dpe) y de la talla. Los colores azules hacen referencia a estructuras

cartilaginosas (azul oscuro. estructura presente’ azul claro. estructura reabsorbiendo). Los colores dentro

de la gama del rojo hacen referencia a estructuras dseas (rosa: osificacion menor al 50%, fucsia: osificacion

mayor al 50%, rojo oscuro. completamente osificado). Los datos presentados son los que representan lo

observado para cada dpe en la mayoria de los individuos muestreados. Los asteriscos azules o rojos indican

que se observo la estructura cartilaginosa u dsea, respectivamente, en la minoria de los animales analizados

para ese dpe. Como los dias analizados para hueso y cartilago no siempre coinciden, aquellos en los que

no se cuenta con informacion sobre una estructura se presentan con cuadrille combinando Jlos colores

pertenecientes al dia anterior y posterior, indicando que se desconoce su grado de desarrollo, pero se
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asume que sera el correspondiente a alguno de esos colores. Ademds, en los casos en los que se observo
una misma cantidad de individuos para dos grados de desarrollo diferente se colored el casillero de uno
de los dos colores, y se colocé un W si habia una igual probabilidad de una osificacion menor al 50%
como de una osificacion mayor al 50%; o un A si habia una igual probabilidad de una osificacion mayor
al 50% como de una osificacion del 100%. Los colores de los nombres de las diferentes estructuras indican
si la misma es Jsea (rojo) o cartilaginosa (azul) y, en el caso de las estructuras que se forman por osificacion
condral cuyo nombre como cartilago y hueso es el mismo, aparecen en color negro. Se muestra en rojo
el tamafio muestral (n) para el andlisis de hueso y en azul el tamafio muestral (n) para el andlisis del
cartilago, para cada dpe. Por otro lado, en el caso de las osificaciones condrales, se priorizé informar la
osificacion de la estructura respecto a la reabsorcion del cartilago. Se indica el rango que incluye el nimero
observado de las respectivas estructuras para todos los individuos analizados en cada dpe. CA.Pel: cintura

y aleta pélvica, Cor: coracoides; Esc: escapula; Modif.: modificado, Prox.. proximales; PU: preural.

Esqueleto axial y aletas impares

Los cuerpos vertebrales se forman a través de un proceso de osificacion intramembranosa y se
clasifican en abdominales (carecen de arco hemal o presentan uno sin espina) y caudales
(presentan un arco hemal cerrado con espina) (ver referencias en figuras 14 y 23). Dentro de los
cuerpos abdominales, algunos pueden presentar costillas, las cuales se observaron Unicamente
como estructuras oseas, por primera vez al dia 24-26 pe. El sentido de desarrollo del esqueleto
axial es anteroposterior. Los primeros cuerpos vertebrales en observarse son los abdominales en

el dia 17 pe y luego los caudales, en el dia 23 pe.

Figura 23: esquema representativo de vértebras con arco
Espina neural

y espina neural (a), arco y espina neural y arco hemal (b)
Arco neural

y arco y espina neural y hemal (c). Adaptado de Helfman

94

et al. 2009.

Espina hemal
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Los arcos neurales y los hemales de la region caudal se encuentran como estructuras
cartilaginosas abiertas, y, a lo largo del desarrollo, se cierran y osifican formando la estructura
de arco con espina (figuras 14 y 23). Las primeras estructuras en observarse son los arcos neurales
a partir del dia 5 pe, que aumentan su nimero en sentido anteroposterior. Estos comienzan a
osificarse, en el mismo sentido, entre los dias 17-19 pe, completando la osificacion entre los dias
26-32 pe. Los arcos hemales se observan por primera vez al dia 16 pe (8,15 + 0,46 mm) y
llamativamente se desarrollan en sentido posteroanterior. Su osificacién ocurre en el sentido

contrario, comenzando entre los dias 19-23 pe, para completarse entre los dias 26-32 pe.

Por otro lado, en la aleta dorsal posterior y la anal se observa un desarrollo sincrénico de sus
diferentes componentes. Los radiales proximales (ver referencia en figura 14) se detectan por
primera vez como cartilago en individuos de 17 dpe y comienzan su osificacién entre los dias
26-32 pe. Los rayos y espinas se observan por primera vez en individuos de 24-26 dpe y los
radiales distales (ver referencia en figura 14) al dia 23 pe, los cuales permanecen como cartilago
hasta el final del analisis. La aleta dorsal anterior se desarrolla méas tarde en la ontogenia,

observandose por primera vez 4 de sus espinas al dia 32 pe.
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Figura 24: desarrollo de estructuras dseas y cartilaginosas del esqueleto axial y aletas impares en funcion
del dia post-eclosion (dpe) y de la talla. Los colores azules hacen referencia a estructuras cartilaginosas
(azul oscuro: estructura presente; azul claro: estructura reabsorbiendo). Los colores dentro de la gama de/
rojo hacen referencia a estructuras oseas (rosa. osificacion menor al 50%, fucsia: osificacion mayor al 50%,
rojo oscuro: completamente osificado). Los datos presentados son los que representan lo observado para
cada dpe en la mayoria de los individuos muestreados. Los asteriscos azules indican que se observo la
estructura cartilaginosa en la minoria de los animales analizados para ese dpe. Como los dias analizados
para hueso y cartilago no siempre coinciden, aquellos en los que no se cuenta con informacion sobre una
estructura se presentan con cuadrille combinando los colores pertenecientes al dia anterior y posterior,
indicando gue se desconoce su grado de desarrollo, pero se asume que sera el correspondiente a alguno
de esos colores. Los colores de los nombres de las diferentes estructuras indican si la misma es Jsea (rojo)
o cartilaginosa (azul) y, en el caso de las estructuras que se forman por osificacion condral cuyo nombre
como cartilago y hueso es el mismo, aparecen en color negro. Se muestra en rojo el tamarfio muestral (n)
para el andlisis de hueso y en azul el tamario muestral (n) para el andlisis del cartilago, para cada dpe. Por
otro lado, en el caso de las osificaciones condrales, se priorizé informar la osificacion de la estructura
respecto a la reabsorcion del cartilago. Se indica el rango que incluye el nimero observado de las
respectivas estructuras para todos los individuos analizados en cada dpe. A: anterior; A.A: aleta anal; A.D.A:

aleta dorsal anterior; A.D.P: aleta dorsal posterior; CV: cuerpos vertebrales; P: posterior.
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Efectos de la primera alimentacién dentro del proyecto marco

Como se menciond anteriormente, esta Tesis forma parte de un proyecto marco dentro del cual
se evalud la sobrevida y el crecimiento de los pejerreyes de los diferentes tratamientos. No se
observaron diferencias en la sobrevida, pero si una tendencia a un mayor crecimiento en los
animales provenientes del tratamiento M. Por otro lado, se evalud el enriquecimiento de la
artemia suministrada a través de un analisis de GC/MS, el cual mostré un aumento en la cantidad

de DHA y EPA en la artemia enriquecida con aceite de pescado respecto a la no enriquecida.

Efectos de la primera alimentacién sobre el desarrollo del tracto alimentario

Para evaluar los efectos del enriquecimiento de la primera alimentacién sobre el tracto
alimentario se trabajo con animales de 9 dpe. Se evaluaron caracteristicas que suelen ser
utilizadas como indicadores de un buen estado nutricional: (i) el nimero de papilas gustativas,
el cual puede asociarse a una buena capacidad de captacion, seleccién e ingestion del alimento
(Atema, 1971; Devitsina & Golovkina, 2011; Diaz et al., 2006; Elsheikh et al., 2012); (ii) el area de
los hepatocitos, que suele ser un buen indicador de la reserva energética de los animales (Onal
et al.,, 2008; Segner et al., 1984) y (iii) el alto del pliegue intestinal y el alto del enterocito, que se
relacionan con una buena capacidad digestiva y absortiva (Caballero et al., 2003; Ostaszewska et

al., 2011).

. Ndmero de papilas gustativas

El nimero total de papilas gustativas no mostrd diferencias significativas entre los tratamientos

al dia 9 pe (p-valor: 0,53). Esto se observé tanto para las papilas de la cavidad bucal (figura 25a,
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Figura 25: numero de papilas gustativas en la cavidad bucal (a) y faringea (b) para cada tratamiento a/

dia 9 pe. Las letras M, P y S refieren a los tratamientos de alimentacion con artemia enriquecida con una

mezcla de aceites de pescado y vegetal (M), con aceite de pescado (P) o sin enriquecer (S). lguales letras

ji. Area de los hepatocitos

indican diferencias no significativas (p-valor>0,05).

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos para el area de los hepatocitos

al dia 9 pe (figura 26, p-valor: 0,13). No se observaron centros melanomacrofagicos, necrosis

celular ni ndcleos picndticos en ningun individuo.

P
Tratamiento

Figura 26: drea de los hepatocitos para cada tratamiento
al dia 9 post eclosion. Las letras M, P y S refieren a los
tratamientos de alimentacion con artemia enriquecida
con una mezcla de aceites de pescado y vegetal (M), con
aceite de pescado (P) o sin enriquecer (S). lguales letras

indican diferencias no significativas (p-valor>0,05).
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1. Alto del pliegue intestinal y alto del enterocito

Dentro del intestino se midié el alto del pliegue intestinal y el alto del enterocito. Una mayor
altura del pliegue implica una mayor superficie de contacto con la luz intestinal, y los enterocitos
mas altos serian indicativos de una mayor capacidad de asimilacion de los nutrientes (Green &
McCormick M., 1999; Hall & Bellwood, 1995; Madara, 2010). No se observaron diferencias
significativas tanto en el alto del pliegue como en el alto de los enterocitos entre los tratamientos
al dia al 9 post eclosion (p-valor: 0,74, p-valor: 0,64, respectivamente). Esta ausencia de diferencias
se observé en las tres regiones analizadas (Ant., Med. y Post.). Sin embargo, el alto del pliegue
difiere significativamente entre las regiones (p-valor < 2e-16), siendo mayor en la zona media y
menor en la zona anterior del intestino (Med. > Post. > Ant.). La altura media de los enterocitos

es menor en la zona anterior respecto a las otras dos zonas (p-valor: 7,58e-10).

Efectos de la primera alimentacién sobre la incidencia de deformidades éseas

Como primer analisis, se realizd una examinacion externa de los animales de los tres tratamientos
al dia 50 dpe (N = 54). Se observaron Unicamente desviaciones del eje axial: cifosis (curvatura
hacia dorsal), lordosis (curvatura hacia ventral), escoliosis (curvatura hacia los laterales). La cifosis
y la lordosis suelen aparecer en tandem (lordocifosis / cifolordosis - figura 27-), y, en algunos
casos, incluso acompafiadas de escoliosis. No se observaron diferencias significativas en los
porcentajes de individuos deformes entre los tratamientos (p-valor: 0,78, M: 27,8 %; P: 33,3%; S:

38,9%).
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Figura 27: fotografia representativa de
pejerreyes  de 50 dpe  examinados
externamente para la evaluacion de Ja
incidencia de deformidades esqueléticas.
Notar que el individuo superior posee una
doble cifolordosis mientras que en los otros

dos no se detectaron deformidades.

En los andlisis /n toto, los pejerreyes de los 3 tratamientos presentaron una gran proporcion de
animales con al menos una deformidad esquelética (100% en M, 66,7% en P, 91,7% en S), sin
encontrar diferencias significativas entre M, P y S (p-valor: 0,37). Realizando un analisis separado
del numero de individuos que presentaron cifosis (p-valor: 0,42), lordosis (p-valor: 0,87),
deformidades en los arcos neurales o hemales (p-valor: 0,63), deformidades en los cuerpos
vertebrales (p-valor: 0,13) y deformidades en los rayos branquiostegales (p-valor: 0,13) tampoco
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. La mayoria de las deformidades
se encontraron en la region axial. En cuanto a la regidén craneal, se observaron Unicamente
deformidades en los rayos branquiostegales, presentando curvaturas y superposiciones

proximales o distales, y/o patrones desorganizados.
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En particular, en la region axial, se observaron principalmente desviaciones de la columna
vertebral, compresiones de los cuerpos vertebrales y deformidades variables tanto en los arcos
neurales como hemales (Figura 28). En la mayoria de los individuos analizados se observé una
curvatura en la porcion distal de las costillas. Sin embargo, debido a la alta frecuencia de las
mismas esto podria considerarse normal o un artefacto de técnica. Por otro lado, un 41,7% de
los animales de los tratamientos M y P, y un 33,3% de los animales del tratamiento S, presentaron
desviaciones del eje axial (principalmente cifosis y lordosis). En la figura 29 se representa la
frecuencia de cifosis y lordosis a lo largo del eje axial. En esta se puede ver que la frecuencia de
cifosis en las primeras vertebras de la columna es la mas alta y que no se encontré ningun
animal que presentara cifosis entre las vértebras 27 y 36. Ademas, los graficos de cifosis y lordosis

parecen complementarios.

Figura 28: deformidades observadas en el eje axial de pejerreyes de 50 dpe coloreados con Rojo
Alizarina. a. Desviaciones de la columna vertebral: cifosis y lordosis multiples. b. Compresion del cuerpo
vertebral (*). b. ¢. d. Deformidades en los arcos neurales: ausencia de arcos (flecha en b), fusion de arcos

sucesivos (flecha en ¢), doble espina neural en un unico cuerpo vertebral (flecha en d).
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Figura 29: frecuencia de cifosis (a) y lordosis (b) observada en pejerreyes de 50 dpe coloreados con Rojo

Alizarina para cada tratamiento (M, P y S) a lo largo del eje axial.

65



DISCUSION

En la presente Tesis se estudio el sistema alimentario y el esquelético como parte de los analisis
planteados en el proyecto marco cuyo objetivo es realizar una evaluacion global de los posibles
efectos de tres dietas iniciales en el pejerrey. Debido a que el sistema alimentario se relaciona
con la capacidad de incorporar los nutrientes, los cuales son indispensables durante las primeras
etapas del desarrollo y que, dentro del cultivo del pejerrey, se detecta una alta incidencia de
deformidades esqueléticas, resulta de gran interés el abordaje de estos sistemas. En la presente
Tesis se planted la siguiente hipotesis de trabajo: Un esquema de primera alimentacion que
contemple un alimento vivo suplementado con dcidos grasos poliinsaturados, tendra un impacto
positivo en la maduracion morfoldgica del tracto alimentario y reducird la incidencia de

deformidades esqueléticas del pejerrey bonaerense, Odontesthes bonariensis. Dada la falta de

estudios sobre ciertos aspectos de la biologia larval del pejerrey, se propuso como parte del
objetivo general caracterizar la ontogenia de los dos sistemas de interés: alimentario vy
esquelético. Estas descripciones brindan un marco dentro del cual evaluar los efectos de las

diferentes dietas iniciales sobre ambos sistemas.

Caracterizacion de la ontogenia del tracto alimentario

Uno de los factores relevantes para mejorar el cultivo larval de una especie es conocer sus
necesidades nutricionales y capacidades digestivas, las cuales varian durante la ontogenia. En
estudios previos, se evalu6 la funcionabilidad del sistema digestivo del pejerrey durante el

desarrollo larval y juvenil en base a los cambios en la actividad de las enzimas digestivas (Pérez-
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Sirkin et al., 2020; Toledo-Cuevas et al., 2011). Ademas, algunas caracteristicas del higado y del
intestino al momento de la eclosiéon ya fueron reportadas en un trabajo de Strissman &
Takashima, (1989) en el que evaluaron los efectos de la inanicién en larvas de pejerrey. Como
estudio complementario a ambos trabajos, se decidio estudiar el desarrollo del tracto alimentario
desde una perspectiva histoldgica, haciendo énfasis en distintas caracteristicas especificas de cada

region analizada.

Teniendo en cuenta que el pejerrey es una especie precocial, con un desarrollo embrionario de
aproximadamente 13 dias (Strissmann & Takashima, 1989), no es inesperado que al momento
de la eclosion, el tracto alimentario ya presente sus regiones diferenciadas. Si bien la bibliografia
sugiere que la alimentaciéon exdgena comienza aproximadamente a los 2 dpe (Chalde et al,
2011), en esta Tesis se observd que al momento de la eclosién, la boca y el ano ya se encuentran
abiertos y se observan vacuolas supranucleares en el intestino posterior, lo cual seria indicio de
una ingestion de alimento (Hamlin et al., 2000; Yamamoto, 1966). Ademas, al dia 0 pe se observo
la presencia de chapa estriada a lo largo del epitelio intestinal, siendo mayor su desarrollo hacia
posterior. En base a esto, seria esperable que los enterocitos tengan capacidad absortiva
funcional, ya que la presencia de estas microvellosidades suele asociarse a epitelios donde ocurre
un transporte activo (Hamlin et al, 2000). Las observaciones mencionadas, sumado a que el
pejerrey presenta nado libre y la vejiga natatoria inflada desde el momento de la eclosion,
podrian ser indicios de una capacidad de alimentacién exdgena previo a los 2 dpe, con lo cual,
seria recomendable que los pejerreyes en cultivo tengan acceso a alimento desde el momento

de la eclosion.
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La cantidad de papilas gustativas suele aumentar con el desarrollo, observandose una mayor
abundancia y densidad en peces de mayor tamafo (Finger et al.,, 1991; Twongo & MacCrimmon,
1977). Sin embargo, se ha descripto una disminucion en la abundancia de papilas gustativas en
las larvas de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) con el aumento de la talla de los individuos
(Northcott & Beveridge, 1988). En el pejerrey se observd un progresivo aumento de la cantidad
de papilas gustativas tanto en la cavidad bucal como faringea. Esto podria implicar un aumento
paulatino en la capacidad de seleccion y captacion del alimento (relacionado a las papilas de la
cavidad bucal), y en la capacidad de discernir la calidad del alimento y, en consecuencia,
promover, o no, la ingestion y/o secrecion de enzimas digestivas (asociado a las papilas de la
region faringea) (Atema, 1971; Devitsina & Golovkina, 2011; Diaz et al., 2006; Elsheikh et al,
2012). Por otra parte, la presencia de papilas con una morfologia similar a la de las papilas
maduras en la region faringea al momento de la eclosién podria ser otro indicio de una posible

capacidad de alimentacion exdgena previa a los 2 dpe.

El epitelio intestinal presenta una continua renovacién y el equilibrio entre los procesos de mitosis
y apoptosis es una condicion indispensable para mantener la salud e integridad del mismo (Hall
& Bellwood, 1995; Raskovic et al., 2011). Durante los primeros 3 dpe, se detectaron mas células
en mitosis a lo largo del intestino respecto a los dias siguientes, lo cual podria relacionarse a

una alta tasa de crecimiento del 6rgano durante ese periodo.

En cuanto a las glandulas anexas, se observd un cambio progresivo en la organizacion del
pancreas exocrino. Al momento de la eclosion, no es evidente la formacién acinos y las células
presentan escaso citoplasma basofilo. Con el desarrollo, las células adquieren la tipica disposicién

en acinos pancreaticos, con un citoplasma basdfilo mas desarrollado y abundantes granulos de
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zimdgeno en la region apical. Esta observacion histologica se condice con el registro de actividad
de las enzimas pancreaticas desde la primera semana de vida del pejerrey (Pérez-Sirkin et al,
2020). Ademas, fue posible observar granulos de zimégeno desde el dia O pe, lo cual parece
estar en concordancia con estudios realizados en el lenguado senegales (Solea senegalensis), la
breca (Pagellus erythrinus) y pez payaso (Amphirion percula), que sugieren que la aparicion de
los granulos de zimdgeno responde a un desarrollo programado genéticamente, en lugar de un

proceso inducido nutricionalmente (Micale et al. 2006; Onal et al., 2008; Riberia et al., 1999).

Respecto al higado, en el momento de la eclosién se observo la presencia de hepatocitos con
unas pocas, pero grandes vacuolas de reservas energéticas, las cuales se mantienen hasta el dia
2 pe. La granulacion y vacuolizacion del citoplasma de los hepatocitos esta relacionado a la
sintesis y almacenamiento de macromoléculas de reserva energética (Green & McCormick M.l
1999; Onal et al., 2008; Segner et al., 1984). Con el desarrollo y el comienzo de una adecuada
alimentacion exdgena, seria esperable que el tamafio de los hepatocitos y sus reservas
energéticas aumentasen; sin embargo, a partir del dia 3 pe los hepatocitos del pejerrey
presentaron multiples vacuolas pequefas y un aumento en la proporcion de citoplasma,
caracteristicas que se revertieron a partir del dia 11 pe. Una posible explicacion podria
relacionarse a la disminucién de las reservas de vitelo, sumado al comienzo de una alimentacion
exdgena poco eficiente (ya sea porque los sistemas de deteccién y captacion del alimento aun
no son eficientes, o por la calidad del agua verde). Asi, las reservas hepaticas de los primeros dos
dias se consumirian progresivamente. El notable aumento en el nimero de papilas en los labios
a partir del dia 7 pe podria implicar una mayor captacién de alimento, generando una ingestion

suficiente como para almacenar el exceso en forma de glucégeno y/o lipidos en los hepatocitos.
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A diferencia de lo observado en esta Tesis, Striissmann & Takashima, (1989) describieron que, al
momento de la eclosion, los hepatocitos del pejerrey no presentan vacuolas de reservas
energéticas, sino que las mismas se detectaron a partir del dia 1 pe y fueron aumentando en
animales alimentados con rotiferos. Las diferencias al momento de la eclosién podrian ser
consecuencia de variaciones en las condiciones durante el desarrollo embrionario, como la calidad
del vitelo, la temperatura, la calidad del agua, entre otras. Las diferencias observadas en los dpe

siguientes podrian deberse a las distintas dietas iniciales proporcionadas en cada trabajo.

Caracterizacion de la ontogenia del esqueleto

El pejerrey eclosiona con estructuras esqueléticas presentes Unicamente en la region craneal y
parte de la aleta pectoral, de las cuales, las Unicas que presentan algin grado de osificacion son
ciertos elementos de los arcos branquiales. Diferentes autores proponen que la secuencia de
osificaciéon se relaciona con las necesidades funcionales, es decir, que aquellas estructuras cuya
funcién resulta esencial antes en la ontogenia, osificaran antes en el desarrollo (Beriotto et al,
2023; Cloutier et al., 2010). En ese aspecto, los faringobranquiales y el ceratobranquial que forman
parte de las placas dentales presentan una osificacion temprana al momento de la eclosion.
Ademas, entre los dias 2 y 5 pe comienza la osificacion de los huesos de las mandibulas,
coincidiendo temporalmente con el comienzo de la alimentacion exdgena propuesto en
bibliografia (Chalde et al., 2011). El cleitro, parte de la cintura pectoral, que también esta
relacionado con una mayor expansion ventral de la cavidad bucal (Camp & Brainerd, 2014),

presenta una osificacién temprana al dia 1 pe. Por otro lado, el opérculo comienza a osificarse al
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1 dpe, aumentando la proteccion de los arcos branquiales y favoreciendo la ventilacién. El
paraesfenoides, uno de los huesos del neurocraneo relacionado con la separacion de la cavidad
bucal y el encéfalo, se observa por primera vez al dia 2 pe; y el basioccipital, otro hueso del
neurocraneo asociado a la capacidad de elevar la cabeza y al refuerzo de la union entre esta y
la notocorda, se observa por primera vez al dia 5 pe (Adriaens & Verraes, 1998; Schoch, 2006;
Vandewalle et al.,, 1995; Wagemans & Vandewalle, 2001). Esto sugiere que, también en el pejerrey,

la osificacion podria responder a las necesidades fisiologicas.

El estudio de la esqueletogénesis permite sentar las bases para la caracterizaciéon del desarrollo
de la especie, y poder reconocer asi variaciones morfologicas frente a diferentes contextos,
evaluar distintas condiciones de cria e incluso aportar informacién para analisis filogenéticos
(Beriotto et al., 2023; Thieme et al, 2021). Respecto a esto Ultimo, un caracter variable es la
direccionalidad de desarrollo de la aleta dorsal posterior y la aleta anal. En el pejerrey se observé
un desarrollo anteroposterior de las mismas, lo cual se conserva en los Atheriniformes (Richter &
Moritz, 2017). Thieme et al (2021) realizaron un analisis del desarrollo del complejo caudal de
diferentes especies dentro del clado Atherinomorphae, aportando informacién para aclarar las
relaciones filogenéticas dentro del grupo y sus cambios evolutivos. Este clado presenta una gran
variabilidad dentro complejo caudal, principalmente en las fusiones entre los diferentes hipurales
durante la ontogenia. Particularmente, los atheriniformes, presentan 5 hipurales que se
desarrollan inicialmente como estructuras separadas y luego, los hipurales 1y 2 forman la placa
hipural inferior, mientras que los hipurales 3, 4 y 5 presentan diferentes grados de fusion entre
las distintas especies. En base a lo observado durante esta Tesis, los hipurales 3 y 4 se fusionan

durante el desarrollo formando la placa de cartilago superior y una vez osificados, se encuentran
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como estructuras separadas, salvo en pocos casos en los que se observd que se mantienen como
una placa. Ademas, el hipural 5 y parahipural no se fusionan a los otros hipurales durante el
desarrollo. Por ultimo, se observo la presencia de dos centros urales separados, que luego se
fusionan para formar el urostilo, rasgo que Thieme et al (2021) proponen como un caracter

general de los atheriniformes.

Una caracteristica del pejerrey es la gran heterogeneidad de tamafios durante el desarrollo. Esta
heterogeneidad podria explicar ciertas discrepancias observadas en los grados de desarrollo
esquelético para cada edad, las cuales aumentan en frecuencia a edades mas avanzadas. Por
ejemplo, los ceratobranquiales 2 y 3 y el ceratohial aparecen con un grado de osificaciobn menor
en animales de 19 dpe respecto a los de 17 dpe; y los preurales 2 y 3, que presentan una
osificaciéon completa en animales de 32 dpe, pero una mayor al 50% en animales de 38 dpe.
Cabe aclarar que las observaciones fueron realizadas por mas de una persona, con lo cual, si bien
hubo consenso y discusion previa sobre los criterios a seguir, diferencias en la apreciacion del
grado de osificacion pudieron haber repercutido en los resultados. Por otro lado, ciertas
estructuras son dificilmente identificables durante su proceso de formacién. Este es el caso de
los hipurales y parahipural del complejo caudal, que, en los primeros dias de su formacién, son
dificiles de distinguir entre si ya que presentan una morfologia inicial similar; ademas, la ausencia
de la flexion de la notocorda impide tener una referencia sobre las posiciones relativas de los
componentes del complejo. Otro caso de observaciones atipicas es lo que sucede con el palatino,
que se observa Unicamente en animales de 32 dpe, con una osificacion avanzada. Esto puede
deberse tanto a una variabilidad intrinseca de los animales como a un error en las observaciones,

ya que es una estructura dificil de identificar. Otras estructuras, como algunos elementos dentro
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de los arcos branquiales, tales como los epibranquiales y los faringobranquiales, son dificiles de
observar debido a su posicidon dentro del craneo. Esto se vuelve mas desafiante con el avance
del desarrollo ya que la presencia de estructuras mas periféricas impide la visualizacion. Para
sortear este tipo de inconvenientes, se retiraron los arcos branquiales de algunos ejemplares,
obteniendo una comprension mas clara de las estructuras presentes y su grado de desarrollo. Al
realizar esto, se observd en ejemplares de 54 dpe, la presencia de una estructura cartilaginosa
en la posicion donde se encontraria el faringobranquial 1, sin embargo, la bibliografia sostiene
que el mismo no se encuentra presente en el pejerrey (Martinez-Palacios, 2019). Mas estudios

son necesarios para dilucidar esta discrepancia.

Abordaje experimental de los efectos de las dietas iniciales sobre el pejerrey

De la hipotesis de trabajo de esta Tesis se desprenden tres aspectos a considerar: i. la formulacion
de las dietas iniciales; ii. los efectos de las mismas sobre el tracto alimentario, y iii. los efectos de

las mismas sobre el sistema esquelético.

Formulacion de las dietas

La cantidad de lipidos en la dieta puede generar diferentes efectos sobre los peces(Zambonino-
Infante J L & Cahu, 2010; Zarantoniello et al., 2020). Por ejemplo, en pejerrey se evaluo el efecto
de cuatro dietas combinando altos y bajos niveles de lipidos (HL y LL, respectivamente) con altos
y bajos niveles de proteinas (HP y LP, respectivamente) desde los 30 hasta los 90 dpe. Los
pejerreyes alimentados con las dietas con baja proporcién de lipidos presentaron un crecimiento

mayor, independientemente de la cantidad de proteinas (dietas HP-LL y LP-LL) (Bertucci et al.,
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2022). En otro estudio, Gomez-Requeni et al. (2013) analizaron los efectos de tres dietas con
diferentes porcentajes lipidicos (6% -L6-, 10% -L10- y 25% -L25-) en juveniles de pejerrey.
Encontraron que el peso final y ganado fueron significativamente menores en los animales
alimentados con L6 y la tasa de sobrevida fue significativamente mayor en los alimentados con
L25 respecto a L6. Estas diferencias en los efectos de los lipidos dietarios podrian estar
relacionados a requerimientos nutricionales especificos dentro de cada estadio del desarrollo del
pejerrey. En base a esto, y teniendo en cuenta la importancia de DHA y EPA en el desarrollo
(Sargent, Mcevoy, et al., 1999), se decidi6 evaluar los efectos de distintos enriquecimientos en

HUFA de la artemia como dieta inicial del pejerrey.

Evaluacion de los efectos de las dietas sobre el tracto alimentario

La hipotesis del trabajo supone un efecto positivo del alimento sobre la maduracion del tracto
alimentario. Particularmente, en larvas de lubina (Dicentrarchus labrax) se registré un efecto
positivo sobre la maduracion del tracto alimentario al aumentar la cantidad de lipidos de la dieta.
Las dietas suministradas entre los 15 y 38 dpe con mayor proporcion lipidica aumentaron la
actividad de las enzimas digestivas, asi como la sobrevida y crecimiento de los animales
(Zambonino Infante & Cahu, 1999). El nUmero de papilas gustativas es una caracteristica poco
evaluada en los estudios experimentales del tracto alimentario en peces; sin embargo, hay
ejemplos en los que el niumero de las papilas gustativas, su momento de aparicion y su
morfologia varian en funciéon del alimento disponible (Dgving & Kasumyan, 2008). Teniendo en

cuenta los resultados obtenidos para la ontogenia del tracto alimentario del pejerrey, es posible
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considerar que un mayor numero de papilas indica un mayor desarrollo del tracto alimentario. A
pesar de esto, no se observaron diferencias significativas en el niumero de papilas gustativas
bucales ni faringeas entre animales de diferentes tratamientos al dia 9 pe. Teniendo en cuenta
que las papilas con caracteristicas histologicas tipicas de las papilas maduras se observan muy
temprano en el desarrollo (al dia 1 pe en ambas cavidades), seria interesante realizar un estudio
en el cual se evaltue el comienzo la funcionalidad de las mismas, ya que la histomorfologia no
siempre indica funcionalidad. No obstante, al igual que en la caracterizacion de la ontogenia, y
confirmando cuantitativamente este resultado, si se encontraron diferencias significativas entre el

numero de papilas en la cavidad faringea y bucal, siendo las primeras mas abundantes.

El higado es uno de los érganos mas utilizados como indicador del valor nutricional del alimento
(Green & McCormick M.I., 1999; Segner et al., 1984). Las caracteristicas que suelen ser evaluadas
son la vacuolizacion de los hepatocitos, el tamafio de los hepatocitos y el tamafio de sus nucleos
(Raskovic et al.,, 2011). En la presente Tesis se midio el area de los hepatocitos de animales de 9
dpe sin encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos. En todos los casos se
observaron animales que presentaban hepatocitos con grandes vacuolas cargadas de reservas
energéticas y no se observaron indicios de malnutricibn como necrosis celular, centros
melanomacrofagicos o nucleos picnéticos (Raskovic et al., 2011; Strissmann & Takashima, 1989).
Por otro lado, existen reportes de esteatosis en peces alimentados con dietas ricas en lipidos,
probablemente asociado a un exceso de acidos grasos saturados o monoinsaturados (Spisni et
al., 1998; Zarantoniello et al., 2020), condicién que no se detectd en este estudio. Si bien se

observaron diferentes aspectos histolégicos entre los higados evaluados, relacionados a la
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vacuolizacion de los hepatocitos y su cantidad de citoplasma, esta variabilidad se repartio

equitativamente entre los tres tratamientos.

Por otro lado, el intestino también se considera un drgano sensible a la calidad del alimento,
presentando una gran plasticidad frente a distintas dietas (Zarantoniello et al., 2020). Sin
embargo, la sensibilidad del mismo varia con las especies (Raskovic et al., 2011). Estudios previos
en pejerrey demuestran que, frente a una malnutricién severa, el intestino medio y posterior de
las larvas presenta una reduccion del alto celular y una pérdida de los pliegues intestinales.
Incluso se registré una pérdida de las microvellosidades apicales frente al mantenimiento de la
condicion de inanicién en individuos de entre 1 a 12 dpe (Strissmann & Takashima, 1989). Los
resultados obtenidos durante esta Tesis para los animales de 9 dpe no mostraron efectos
significativos de los tratamientos sobre el alto del pliegue intestinal ni el alto del enterocito.
Cabe aclarar que en este analisis resultd complejo encontrar pliegues con las caracteristicas pre-
establecidas para ser medidos, con lo que se midieron dos pliegues por zona (Ant., Med. y Post.).
Teniendo en cuenta el largo del intestino del pejerrey y la cantidad de pliegues presentes, el
analisis realizado pudo haber resultado en una muestra demasiado pequefia. Por otro lado, si
fue posible determinar diferencias significativas entre el largo de los pliegues intestinales de las
diferentes regiones (Med. > Ant. > Post.). Estos resultados permitieron nuevamente reafirmar

cuantitativamente lo observado en el analisis de la ontogenia del tracto alimentario.

Si bien no se detectaron diferencias entre los tratamientos, tampoco se registraron efectos
negativos de ninguna de las dietas en los parametros evaluados. El pejerrey eclosiona con las
regiones del tracto alimentario diferenciadas y estas maduran durante los primeros dias de vida;

ademas, el epitelio intestinal es un tejido dinamico, con una constante remodelacion y sensible
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al estado nutricional del animal (Gas & Noailliac-Depeyre, 1976; Hall & Bellwood, 1995; Kapoor
et al. 1975) y ya se han reportado efectos sobre el intestino e higado en los primeros dias de
vida del pejerrey (Strissmann & Takashima, 1989). Entonces, podria esperarse encontrar
diferencias al dia 9 pe. Sin embargo, teniendo en cuenta que los pejerreyes analizados recibieron
esta alimentacién diferencial Unicamente durante una semana, es posible que la misma no llegara
a generar efectos sobre el tracto alimentario y el higado. Resultaria interesante la evaluacion de
animales de edad mas avanzada, ya que es posible que los efectos de estas dietas sean evidentes

en animales tratados durante mas tiempo.

Evaluacién de los efectos de las dietas sobre las deformidades esqueléticas

Las deformidades esqueléticas son uno de los problemas mas frecuentes y generales dentro de
la acuicultura. Representan una pérdida econdmica, no solo porque generan un aumento de la
mortalidad y una disminucion del crecimiento, sino también porque disminuyen notablemente
el precio del animal en el mercado (Boglione, Gavaia, et al., 2013; Farahani et al., 2023). Son
numerosos los intentos por reducir la incidencia de las deformidades y muchos los factores que
se proponen como posibles causantes de las mismas, entre ellos, el contenido lipidico de las
dietas (Boglione, Gisbert, et al., 2013; Cahu et al.,, 2003; Gapasin & Duray, 2001; Villeneuve et al.,
2005). Esto puede explicarse por los variables roles funcionales que tienen estas moléculas en
los organismos, influenciando, entre otros, la expresion de genes involucrados en la

esqueletogénesis (Boglino et al., 2012; Kliewer et al., 1997; Villeneuve et al., 2005).

77



Respecto a la evaluacion de las deformidades esqueléticas, el estudio de pejerreyes al 50 dpe
permitié analizar animales con un esqueleto practicamente desarrollado, evitando errores de
interpretacion. Sin embargo, hay que tener en cuenta que es posible que animales con
deformidades severas no sobrevivan hasta el dia analizado, lo cual podria alterar los resultados

obtenidos.

No se encontraron diferencias en la incidencia de deformidades esqueléticas entre los
tratamientos, observandose una alta proporcion de individuos con al menos una deformidad en
los tres tratamientos. Este analisis permitid detectar que, en el pejerrey, la region mas sensible al
desarrollo de deformidades esqueléticas seria la columna vertebral. Esto habia sido también
reportado en un trabajo previo en el cual se observd que mas del 60% de los pejerreyes
mantenidos a 29°C presentaban deformidades esqueléticas en la regién axial (Strissman et al,
1997). Una posible explicacién es que las estructuras que se desarrollan mas tarde en la
ontogenia, son mas susceptibles a presentar deformidades por encontrarse un mayor tiempo
expuestas a posibles factores causantes de las mimas (Fiaz et al., 2012). En base a esto, se observo
en el andlisis de la esqueletogénesis que efectivamente la columna vertebral del pejerrey
comienza a desarrollarse tarde en la ontogenia, y, ademas, su osificacion dura aproximadamente
15 dias. Dentro de las deformidades del eje axial se describieron deformidades en los arcos
neurales y hemales, deformidades en los cuerpos vertebrales y desviaciones del eje axial. Respecto
a esto Ultimo, se realiz6 un analisis minucioso de la frecuencia de cifosis y lordosis a lo largo de
la columna vertebral, detectando regiones de mayor susceptibilidad a la sufrir cifosis (primeras 8

vértebras) o lordosis (entre la 25 y 35). Interesantemente, se encontré que el patrén de frecuencia
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de estas dos desviaciones es complementario y hay zonas, como entre las vértebras 27 y 36, en

las que solo se registra la presencia de lordosis.

Los esfuerzos del proyecto marco estuvieron orientados a formular una dieta inicial que mostrara
mejoras en el desarrollo general del animal. Teniendo esto en cuenta, los alimentos suministrados
no presentaban diferencias extremas en su composicién ya que, dentro de la nutricion, los
excesos y/o deficiencias suelen ser perjudiciales (Oliva-Teles, 2012; Watanabe & Kiron, 1994).
Esta moderada diferenciacién entre las dietas podria no ser suficiente para generar efectos
notables sobre las caracteristicas evaluadas en los pejerreyes en esta Tesis. Por otro lado, ademas
del contenido total de HUFA de la dieta, existen caracteristicas mas especificas, como la forma
molecular en la que se proporcionan (polar o neutro), o la relacion entre DHA y EPA, que ha
sido demostrado que presentan efectos sobre el desarrollo de los animales (Gapasin & Duray,
2001; Gisbert et al., 2005; Rodriguez et al., 1998; Sargent, Mcevoy, et al., 1999; Socorro et al.,
2000; Villeneuve et al., 2005; Watanabe & Kiron, 1994). Por otro lado, el enriquecimiento de la
artemia y la incorporacién de los nutrientes por parte de los pejerreyes no presenta
necesariamente una relacién directa. Cabe aclarar que futuros analisis dentro del proyecto
incluyen la evaluacién de los niveles de lipidos en los pejerreyes dentro de cada tratamiento.
Sumado a esto, durante los meses de diciembre del 2023 a febrero de 2024 el experimento fue
repetido y, en esta ocasion, las tasas de crecimiento fueron significativamente mayores en los
animales pertenecientes al tratamiento M. Los resultados de la presente Tesis aportaron
informacion indispensable para llevar a cabo los muestreos y los analisis que se realizaran sobre

los animales del nuevo experimento.
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Conclusiones generales

A lo largo de esta Tesis se realizd por primera vez la caracterizacion histologica del desarrollo
del tracto alimentario desde el momento de la eclosion hasta los 21 dpe y la descripcion de la
esqueletogénesis desde la eclosion hasta los 54 dpe del pejerrey bonaerense. Siendo la
larvicultura uno de los cuellos de botella mas frecuentes dentro de la piscicultura, generar
conocimiento sobre la biologia larval de las diferentes especies se vuelve indispensable. En este
sentido, los resultados obtenidos expanden el conocimiento sobre la biologia larval del pejerrey
bonaerense y sientan las bases para una mejora de su cultivo. Por otro lado, se realizd la
evaluacion de tres protocolos alimentarios, enriquecidos, o no, con diferentes acidos grasos,
sobre indicadores del estado nutricional y la incidencia de deformidades esqueléticas. Teniendo
en cuenta que no se observaron diferencias en los parametros analizados, se rechaza la hipotesis

de trabajo planteada en esta Tesis.

— i~

Daniela Rio Daniela Pérez Sirkin Agustina Beriotto
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