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RESUMEN

El desarrollo e implementacién de una dieta artificial para una especie animal, como el
yacaré overo (Caiman latirostris), que tradicionalmente se ha considerado "carnivora
estricta" puede llegar a ser un proceso arduo, ain mds cuando se tratan de incluir
nutrientes de origen vegetal. La alimentacion de los cocodrilianos en cautiverio plantea
varios desafios tales como disponibilidad de la materia prima, transporte, almacenamiento
y manipulacién. Esto genera la necesidad de dietas alternativas especializadas
utilizanando nuevas materias primas, procesos para el mejoramiento y desarrollo de
nuevos productos que cumplan con los objetivos de los programas de manejo y
requerimientos nutricionales de las especies, motivando asi la evaluacién y uso
de ingredientes vegetales como complemento del alimento para cocodrilianos en
cautiverio.

Este estudio se centr6 en implementar una dieta alternativa a base de soja para alimento
de C. latirostris con fines de aprovechamiento comercial. Se determin la digestibilidad
de la soja por parte de C. latirostris y los efectos de diferentes cantidades de soja dentro
de la dieta de neonatos y juveniles de la especie. Asimismo, se realizaron andlisis del
rendimiento econdmico de las dietas, inclusion de enzimas digestivas exdgenas, asi como
investigaciones sobre los efectos de la soja en pardmetros bioquimicos sanguineos,
morfoanatomia intestinal y hepatica. Ademads, se realizaron andlisis bioinformaticos, de
filogenia y estructura de la pepsina y progastricina del yacaré overo.

Los resultados revelaron que el yacaré overo puede digerir eficientemente nutrientes
provenientes de fuentes vegetales como la soja, con una digestibilidad superior al 96%.
Esto sugiere que incluir entre el 20% y el 40% de soja en las dietas de estos animales
mejora la absorcién de nutrientes y promueve un mejor crecimiento de los ejemplares,
ademas de ser un ingrediente palatable.

La inclusion de la soja en la dieta no afectd los niveles de lipidos, proteinas y glucosa en
sangre, indicando que su uso como componente alimentario no altera el estado de salud
metabolica de los yacarés. También se observo que la inclusién del 25% de soja en la
dieta promovié un mayor crecimiento de las vellosidades intestinales y mejor6 el
metabolismo de los lipidos en el higado, lo que sugiere una mayor eficiencia en la
absorcion de nutrientes.

En cuanto a la adiciéon de enzimas digestivas, las fitasas resultaron ser una opcion
econdmica para aumentar la digestibilidad de las dietas y el crecimiento de los individuos
de C. latirostris. Sin embargo, se destac la importancia de considerar factores como la
inmovilizacién de las enzimas, ya que los efectos pueden variar segin diferentes
condiciones.

Los analisis bioinformaticos revelaron que las enzimas pepsina y progastricina en el
estomago del yacaré overo presentan un patrén estructural conservado en comparacion
con especies relacionadas. Aunque se observaron cambios discretos en estas enzimas, no
parecen tener un impacto significativo en su actividad diferenciada entre los
cocodrilianos. Esto sugiere que las enzimas digestivas en el yacaré overo estdn
estrechamente relacionadas con su dieta, ontogenia y adaptacién a diferentes recursos
alimentarios. En conclusion, el estudio indica que una dieta con un 25% de harina de soja
es mas rentable y ofrece un mayor rendimiento en términos nutricionales para el yacaré
overo. La inclusion de estas dietas podria ayudar a reducir los costos de produccién y
mantener el financiamiento del programa de conservacion de la especie.
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ABSTRACT

The development and implementation of a diet for an animal species, such as the broad-
snouted caiman (Caiman latirostris), which has been traditionally considered a "strict
carnivore," can be a difficult process, especially when trying to include plant-based
nutrients. In captivity, feeding crocodilians poses challenges such as raw material
availability, transport, storage, and handling. This generates the need for specialized diets
that use alternative raw materials and new processes for the improvement and
development of products that meet the objectives of conservation management programs
and the nutritional requirements of the species. Thus, motivating the evaluation and use
of plant ingredients as a complement to food for captive crocodilians.

This study focused on the implementation of an alternative soy-based diet for the
commercial feeding of broad-snouted caiman. The digestibility of soybeans by C.
latirostris and the effects of different amounts of soybeans in the diet of hatchlings and
juveniles of the species were determined. At the same time, analyses of the economic
performance of diets, inclusion of exogenous digestive enzymes, as well as investigations
on the effects of soy on blood biochemical parameters, intestinal and hepatic
morphoanatomy were carried out. In addition, bioinformatics, phylogeny, and structure
analyses of pepsin and progastricin of the caiman were conducted.

The results revealed that the broad-snouted caiman can efficiently digest nutrients from
plant sources such as soybeans, with a digestibility of over 96%. This suggests that
including 20-40% soy in the diets of these animals improves nutrient absorption and
promotes better growth of the animals while being a palatable ingredient.

The inclusion of soy in the diet did not affect blood lipid, protein, and glucose levels,
indicating that its use as a dietary component does not alter the metabolic health status of
the caimans. It was also observed that the inclusion of 25% soy in the diet promoted
higher intestinal villus growth and improved lipid metabolism in the liver, suggesting
improved efficiency of nutrient absorption.

Regarding the addition of digestive enzymes, phytases proved to be an economical option
to increase the digestibility of diets and the growth of C. latirostris individuals. However,
the importance of considering factors such as enzyme immobilization was highlighted, as
the effects may vary according to different conditions.

Bioinformatic analyses revealed that pepsin and progastricin enzymes in the stomach of
the broad-snouted caiman show a conserved structural pattern compared to related
species. Although discrete changes in these enzymes were observed, they do not appear
to have a significant impact on their differentiated activity among crocodilians. This
suggests that digestive enzymes in the broad-snouted caiman are closely related to their
diet, ontogeny, and adaptation to different food resources. In conclusion, the study
indicates that a diet containing 25% soybean meal is more cost-effective and offers better
nutritional performance for C. latirostris. The inclusion of these diets could help reduce
production costs and maintain funding for the species conservation program.
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1. INTRODUCCION.

1.1. ORDEN CROCODYLIA.

1.1.1. CARACTERISTICAS FISICAS.

Los Crocodylia son animales tetrdpodos (dos pares de patas) con cuerpos alargados,
semejantes al de los lagartos, con cola musculosa redondeada al inicio (préximo a las
patas traseras) y comprimida lateralmente hacia el final. El craneo de estos animales posee
dos pares de aberturas denominadas “fenestrae”, las cuales se ubican detras de las érbitas
oculares y por lo cual reciben el nombre técnico de “diapsidos” (Figura 1). Poseen un
hocico con fuertes mandibulas armadas de numerosos dientes cénicos (entre 30 y 40
dientes en cada una) y aberturas nasales ubicadas en posicion dorsal en el extremo anterior
del hocico (Figura 1). Sus ojos poseen membranas nictitantes, la cual protege el ojo y
permite la vision bajo el agua. La piel estd formada por una gruesa capa dérmica cubierta
por escamas epidérmicas y placas dseas intradérmicas denominadas osteodermos (Seijas,

2011).

Figura 1. Algunos aspectos del craneo de los Crocodylia. Vistas lateral y dorsal del
craneo de Caiman latirostris. A: Narina, B: Dientes, C: Cuenca ocular, D: fenestreae, E:

Canal auricular.




En algunos aspectos internos, los cocodrilianos se asemejan a las aves (taxén mas
cercano; Green et al., 2014): poseen un corazén cuatricameral (Huchzermeyer, 2003),
huevos con membranas amnidéticas y el desarrollo del embrién esté ligado a la temperatura
de incubaciéon (Lang, 1994; Elf, 2003; van Hoek, 2014). Sin embargo, en los
cocodrilianos la determinacion sexual, se ve influenciada por la temperatura de
incubacion durante un periodo de tiempo denominado “Periodo Termosensible”, donde
el embridn se diferencia en alguno de los dos sexos. La hembra adulta presenta un
marcado cuidado parental, asistiendo el nacimiento de sus crias y protegiéndolas durante

varias semanas después de éste (Lang, 1994; Elf, 2003; van Hoek, 2014).

Al contrario de las aves, los cocodrilianos son animales ectotermos por lo que su
temperatura corporal depende de la temperatura ambiental y su tamafio corporal (calor
especifico o energia necesaria para elevar en un 1 grado la temperatura de 1 kg de masa;
Coulson y Herbert, 1981). Tampoco poseen mecanismos para el control de su temperatura
corporal (Coulson y Herbert, 1981; Webb y Manolis, 1989; Richardson et al., 2002), por
lo que los procesos fisioldgicos que dependen de la temperatura corporal, como la funcién
inmune, la alimentacidn, el metabolismo y la reproduccién, son regulados a través de
medios conductuales como la exposicion al sol o sumergirse en el agua para elevar o
disminuir su temperatura corporal manteniéndola entre los 25 y 35°C, y principalmente

entre 30 y 33°C (Angilletta et al., 2002; Lance, 2003; Bassetti et al., 2014).

1.1.2. HABITAT Y ALIMENTACION.

Los cocodrilianos son habitantes de ambientes acudticos, como pantanos, lagos y rios,
aunque algunas especies pueden habitar aguas salobres o marinas, generalmente en climas
tropicales o subtropicales. Dentro de estos ecosistemas, son depredadores “clave” y
oportunistas, variando su dieta segin su edad, la disponibilidad y diversidad de recursos
en el ambiente (Brochu, 2003; Seijas, 2011; van Hoek, 2014).

Sus requerimientos alimenticios son bastante modestos, por ejemplo, un cocodrilo
requiere de 2 kg de alimento para incrementar su peso en 1 kg; mientras el ganado vacuno,
las ovejas o los cerdos tendrian que comer proporcionalmente de tres a cinco veces mas

para obtener la misma ganancia en peso (NRC, 1983).



Figura 2. Relacion filogenética de los Crocodylia con otros taxones animales.
Relacion evolutiva de los Crocodylia con los otros vertebrados tetrapodos . Los nimeros
indican las caracteristicas evolutivas que definen a cada grupo. Sarcopterygia es un
antiguo linaje de peces con aletas lobuladas al que pertenecen los actuales peces

pulmonados y el celacanto. (Tomado de Seijas, 2011).

AMNIOTAS
ANFIBIOS REPTILES Archosauria
Anura Urodela Gymnophiona Testudomorpha Lepidosauria Crocodylia A -
{ranas) (salamandras) ’ (uecil‘i:as] (tortugas) » |IagarEDs ¥ serpientes) y e Mﬂmmaha

7
............................... D|éps|d05

7.- Pelos. Mandibula formada por " 5
wvdoboen Hosaemin. & 00 TNl SanOpSidOS

6.- Plumas. Pérdida de los dientes.
Homeotermia.

5.- Presencia de una abertura craneal
anterior a la orbita ocular.

4.-Craneo con par de aberturas temporales

Amniotas

3.- Huesos tabular y supratemporal pequeiios o ausentes.
Centrum del atlas y el intercentrum del axis fusionados.

2.- Membranas que protegen el embrion {amnios,
alantoides, corion).

,,,,,,,,,,,,,,,,, Tetrapodos

1.- Par de extremidades pectorales y pélvicas.

Sarcopterygia

1.1.3. TAXONOMIA.

Los cocodrilianos (Crocodylia) aparecieron sobre la tierra, hace aproximadamente 220
millones de afios (MA) durante el Tridsico tardio (Pifa et al., 2004). Estan clasificados
dentro de la clase Reptilia junto a las tuataras (Sphenodontia), tortugas (Testudines),
lagartos y serpientes (Squamata) (Pough et al., 2004); y junto a las aves, son los tnicos
representantes vivientes de la subclase Archosauria (Seijas, 2011) (Figura 2).

El orden Crocodylia agrupa tres familias: Crocodilidae (cocodrilos verdaderos),
Alligatoridae (aligators y caimanes) y Gavialidae (Huchzermeyer, 2002; Seijas, 2011)
(Figura 3).



Figura 3. Filogenia de los Crocodylia. Propuesta por Norell (1989), a la izquierda y
Pough et al. (2004), a la derecha.
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1.1.4. LOS CROCODYLIA DE SUDAMERICA.

Suramérica puede ser considerada como el continente de los Crocodylia, debido a que
alberga la mayor diversidad de especies de este grupo. De las 28 especies de cocodrilianos
(Eaton, 2010; Hekkala et al., 2011; Shirley et al., 2014; Shirley et al., 2018) un tercio de
las especies habitan alli (Tabla 1). En la Republica Argentina estidn presentes dos
especies: Caiman yacare y Caiman latirostris, diferencidndose principalmente por sus
estructuras craneanas y patrones escutelares (Medem, 1983) (Figura 4). Ambas especies
se distribuyen en el centro-norte del pais, pero C. latirostris llega mas al sur que C. yacare

(Siroski et al., 2020).

Figura 4. Patrones escutelares y morfologia craneana de Caiman latirostris y Caiman

yacare.

Carman latirostris

Caimar vacare




Tabla 1. Especies de cocodrilianos presentes en Sudamérica.

Pais Especies de Cocodrilianos

Argentina Caiman latirostris; Caiman yacare

Brasil Caiman latirostris; Caiman yacare; Caiman crocodilus;
Melanosuchus niger; Paleosuchus palpebrosus; Paleosuchus
trigonatus

Bolivia Caiman yacare; Melanosuchus niger; Paleosuchus
palpebrosus; Paleosuchus trigonatus

Colombia Crocodylus intermedius; Crocodylus acutus; Caiman

crocodilus; Melanosuchus niger; Paleosuchus palpebrosus;
Paleosuchus trigonatus

Ecuador Crocodylus acutus; Caiman crocodilus; Melanosuchus niger;
Paleosuchus palpebrosus; Paleosuchus trigonatus

Guyana Caiman crocodilus; Melanosuchus niger; Paleosuchus
palpebrosus; Paleosuchus trigonatus

Guyana Francesa Caiman crocodilus; Melanosuchus niger; Paleosuchus
palpebrosus; Paleosuchus trigonatus

Paraguay Caiman latirostris; Caiman yacare; Paleosuchus palpebrosus

Pera Caiman crocodilus; Crocodylus acutus; Melanosuchus niger;
Paleosuchus palpebrosus; Paleosuchus trigonatus

Surinam Caiman crocodilus; Paleosuchus palpebrosus; Paleosuchus
trigonatus

Trinidad y Tobago | Caiman crocodilus; Paleosuchus palpebrosus

Uruguay Caiman latirostris

Venezuela Crocodylus intermedius; Crocodylus acutus; Caiman

crocodilus; Paleosuchus palpebrosus; Paleosuchus trigonatus

1.2. YACARE OVERO (Caiman latirostris).

Caiman latirostris también conocido como yacaré overo o fiato (Figura 5), es una especie
de cocodriliano que pertenece a la familia Alligatoridae. Su nombre comun deriva de la
distribucion de las manchas que lo caracteriza y su hocico robusto y corto, el cual es uno

de los mds anchos en proporcion de entre todos los cocodrilianos.

Como se menciond anteriormente, y al igual que otros cocodrilianos, C. latirostris cuenta
con un cuerpo comprimido en forma dorsoventral, con una cola fusiforme, bastante
musculosa y cénica (Medem, 1983). Su piel es practicamente impermeable y con
manchas de coloracion que le confiere una suerte de camuflaje (Larriera e Imhof, 2006).
Individuos adultos pueden medir 2.0 m de longitud y pesar 80 kg, aunque el registro
histérico menciona un animal de 3.5 m de longitud, no obstante, es raro encontrar

ejemplares de estas dimensiones (Verdade et al., 2010).



A causa de la dependencia de los yacarés a la temperatura del ambiente para el desarrollo
de sus actividades, durante las bajas temperaturas, los yacarés limitan su actividad a
asolearse y escasamente se movilizan para sumergirse. Llegadas las temperaturas mas
altas aumentan su actividad, movilizdindose constantemente del agua a la tierra y

viceversa (Larriera e Imhof, 2006).

Figura 5. Caiman latirostris. (Foto. Pablo Siroski).

5.4

1.2.1. REPRODUCCION.

El apareamiento ocurre dentro del agua, una vez el macho logra atrapar y cubrir a la
hembra. Luego de la fecundacién, las hembras se alejan hacia lugares apartados para
iniciar la construccién del nido (Yanosky, 1990). El nido con forma de monticulo se
constituye de tierra, materia vegetal y fecal, que actiia como incubadora natural, que a
través del calor generado por el sol y la fermentacion producen temperaturas interiores
casi constantes durante todo el ciclo, que dura unos 70 dias. Las posturas (entre 18 y 50
huevos) se producen entre los meses de diciembre y enero, donde la hembra puede
presentar comportamientos agresivos de defensa frente a cualquier intruso que se

aproxime al nido (Larriera, 1993; Montini et al., 2006; Verdade et al., 2010).



En condiciones naturales, la tasa de eclosion de los huevos varia entre el 30 y el 50%
aproximadamente. Esta baja supervivencia embrionaria estd relacionada a numerosos
factores, como la depredacion, presencia de animales domésticos, inundaciones, sequias
extremas e incendios, entre otros (Larriera e Imhof, 2006). Los neonatos de C. latirostris
en promedio pesan 40 g y miden 22 cm de longitud. Debido a su pequefia talla corporal
se convierten en presas faciles para algunos depredadores presentes en el hdbitat (Larriera
e Imhof, 2006). En el mismo sentido, las bajas temperaturas constituyen una amenaza
importante debido a su escasa masa corporal, por lo tanto, en el caso de no encontrar
refugios adecuados para evitar las heladas, dificilmente pueden superar los primeros

estadios de vida (Larriera et al., 2008).

1.2.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y HABITAT.

El yacaré overo habita en las regiones lacustres de los rios Parand, Paraguay, Uruguay y
San Francisco, que se extienden por el noreste de Argentina, sureste de Bolivia, Paraguay
y el norte de Uruguay. También incluye un gran nimero de humedales de la costa

atlantica en el extremo oriental de Brasil, hasta el noreste de Uruguay (Minucci y Waller,

1995; Verdade et al., 2010).

En Argentina, las poblaciones de C. latirostris poseen una amplia distribucion que abarca
el centro norte del pais, estando presente en Misiones, Salta, Santiago del Estero, Jujuy,
Chaco, Corrientes, Formosa, Entre Rios y Santa Fe (Waller y Minucci, 1993; Larriera e
Imhof, 2006) (Figura 6), habitando ambientes acudticos de escasa profundidad, con
abundante vegetacion, clima subtropical-templado y abundante de alimento. En algunos
casos estos lugares suelen ser de muy dificil acceso para la mayoria de los predadores
(incluso para las personas). Las poblaciones mds abundantes de la especie se encuentran
en los grandes esteros asociados a las planicies de inundacion de los rios de llanura, como
el rio Parand, el Uruguay y el Salado, aunque una fracciéon de las poblaciones suele
permanecer cerca de los canales o cavas de erosion hidrica dentro del bosque y alejados

de los espejos de aguas permanentes (Verdade et al., 2010).



Figura 6. Distribucion geografica de Caiman latirostris en Argentina. Tomado de

Siroski et al. (2022).
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1.2.3. DIETA.

El yacaré overo es un depredador oportunista con una dieta generalizada, en sus primeros
estadios de vida se alimenta principalmente de insectos y arafias (Santos et al., 1996;
Borteiro et al., 2009), mientras en los estadios subsiguientes consumen presas un poco
mds grandes como, pequefios peces e invertebrados (cangrejos, camarones y caracoles;
Melo, 2002). Por ultimo, los adultos de la especie se pueden alimentar de aves, grandes
peces y vertebrados terrestres, incluso individuos de su misma especie (Mussart et al.,

2006; Verdade et al., 2010).

1.2.4. ESTATUS POBLACIONAL.

Hasta mediados del siglo pasado, las poblaciones de cocodrilianos habian sido
disminuidas, principalmente a causa de la caza furtiva para abastecer el comercio ilegal
de sus pieles para la industria peletera. La sobreexplotacion conllevo a que descendieran
los niveles poblacionales criticamente, tanto que para la década de 1970 todas las especies

de cocodrilianos estaban en peligro de extincién (Jenkins, 1987).



En Argentina, al igual que el resto de las especies del grupo en todo el planeta, las
poblaciones de yacaré overo estaban diezmadas como consecuencia de la caza furtiva y
comercio ilegal (Gruss y Waller, 1998). El yacaré overo soport6 hasta la década de 1980
una presion de caza importante debido a la calidad de su piel (Siroski et al., 2020). En el
presente sus poblaciones se ven afectadas por otras tensiones ambientales, tales como, el
avance de la frontera agricola, la degradacién de sus ecosistemas, contaminacién
ambiental, modificaciones climdticas y la exposicién a organismos potencialmente

patdgenos, entre otros (Larriera e Imhof, 2006; Moleén et al., 2023).

No obstante, con la creacién de la Convencién sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) y la firma de sus tratados en
1973 y 1975, que regulan el comercio de pieles de especies en peligro de extincidn, se
han generado resultados positivos, logrando modificar el estatus de conservacion de las
poblaciones silvestres de cocodrilianos (Ross, 1998).

En la actualidad, més del 50% de estas poblaciones han mejorado o recuperado sus
densidades, debido a los incentivos para la conservacion creados a través del uso
sostenible (King, 1999) y a la disminucién progresiva del uso y el comercio ilegal (Hutton
y Webb, 2002). Sin embargo, las poblaciones de cocodrilianos del mundo todavia son
blanco de la caceria ilegal, ademads, ya no es la tinica razén por la cual son diezmadas, se
suman la pérdida y degradacion del habitat, la contaminacién del ambiente, y el

calentamiento global (Bassetti et al., 2021).

Uno de los mayores desafios que enfrenta la sociedad actual para el manejo de los
recursos naturales, y de la fauna silvestre en particular, es el desarrollo de sistemas de uso
sustentable que permitan el aprovechamiento econdémico de los recursos, sin poner en
riesgo su estado de conservacion para beneficio de las futuras generaciones (Larriera et
al., 2008). En la reptblica Argentina desde hace mds de 30 afios, se practican con éxito
programas de manejo sustentable con estas caracteristicas, mejorando sustancialmente el
estado de las poblaciones silvestres de yacarés en las provincias de Corrientes, Formosa

y Santa Fe (Prado, 2012; Larriera, 2022).



1.2.5. CONSERVACION Y USO SUSTENTABLE EN ARGENTINA,
“PROYECTO YACARE”.

En el afio 1990, se inicia en la provincia de Santa Fe, Argentina, un proyecto de manejo

del yacaré overo conocido con el nombre de “Programa de Monitoreo y Auto

repoblamiento de Caiman latirostris” (luego -Proyecto Yacare-PY- Convenio Gob. De

Santa Fe/MUPCN), para la preservacion de la especie y la explotacion racional de

productos de interés comercial (Larriera, 1990, 2022).

Dicho programa, se basa en el método de “rancheo” el cual consiste en la identificacion
y extraccion de nidos naturales. Los huevos son marcados en la parte superior de la
cascara, evitando alterar la posicion en la que fueron puestos y dafiar el embrién, ya que
este se fija en la parte superior de la membrana amnidtica. Luego son transportados junto
al material del nido en recipientes plésticos hasta la estacion de crianza (Larriera, 1990).
Alli culmina su incubacién a una temperatura controlada de 30 +1° C, con una humedad
del 95% (Larriera e Imhof, 2006). Al nacer, los animales son marcados a través del corte
de verticilos caudales (Seija, 2011) y alojados en piletones de 4,5 x 5 m con un sistema
de calefaccion por losa radiante, con la mitad de la superficie cubierta por agua. La dieta
es provista seis veces por semanas ad libitum y consiste en un 50% de cabezas de pollo y

un 50% de alimento balanceado con formulado para reptiles (Larriera, 1998).

Este método permite aprovechar el potencial reproductivo de las poblaciones naturales,
ademds evita las pérdidas de embriones y de neonatos durante los primeros estadios de
vida, y refuerza el reclutamiento poblacional mediante la reintroduccién de individuos en
una proporcion igual o mayor de animales de la que habrian sobrevivido en los mismos
lugares donde fueron recolectados los huevos (Larriera, 1990). El excedente es destinado
a la obtencién de cuero y carne con un enfoque de produccién ambientalmente sustentable

(Larriera, 2022).

Todas estas actividades son realizadas en colaboracién con los pobladores locales como
parte de las acciones de educacion ambiental y conservacion, ademds de ser compensadas
a través de incentivos econdmicos (Larriera e Imhof, 2006; Larriera et al., 2008). Lo que
representa un aporte a la economia regional, e incide positivamente sobre la
concientizacion y el compromiso de los pobladores locales en la preservacion del recurso

y del ecosistema que los contiene (Larriera, 2022).
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1.3. DIETAS PARA LA CONSERVACION DE LA FAUNA.

La industria de la alimentacién animal desarrolla pellets para animales de compaifiia y de
granja (Malagie et al., 1998). Ha incluido ingredientes como la glucosamina, la
condroitina, la L-carnitina, las fibras, los prebiéticos y los probidticos para mejorar la
formulacion de las dietas artificiales y ha introducido algunos cambios en los procesos de
molienda, mezcla, peletizaciéon y adicion de liquidos post-pellet (grasas, enzimas y/o
aromas) (Ravidran, 2010). Para reducir los costos de produccién de las dietas artificiales
especializadas, la industria de la alimentacion animal ha investigado la incorporacion de
materias primas procedentes de plantas, siendo las mds comunes: el maiz (Zea mays), el
trigo (Triticum sp) y la soja (Glycine max) (Luchini y Wicki, 2007), las cuales son
excelentes fuentes de fibras, carbohidratos, lipidos y proteinas, necesarias para satisfacer
las demandas nutricionales y metabdlicas de las especies objetivo. Estas materias primas
se utilizan en diferentes formas, como granos, harinas, aceites y proteinas aisladas (Rana

et al., 2009).

En el caso de las dietas artificiales especializadas para especies silvestres, desde el afio
2008 la demanda se ha incrementado en promedio un 11% anual y representa el 5% del
total de las ventas en el mundo (Bonessi, 2012; Toledo, 2012), lo que ha provocado que
la industria de alimentos para animales se enfoque en mejorar el rendimiento de las
materias primas, asi como mejorar los procesos y el desarrollo de nuevos productos con
la misma calidad nutricional. A pesar de que estos avances satisfacen los requerimientos
nutricionales de los animales, los pellets desarrollados siguen siendo costosos, abarcando
gran parte del presupuesto de los programas de manejo y conservacion (Caldwell, 2012;

Sweeting, 2012).

Los planes de manejo sustentable de cocodrilianos suelen incorporar tres categorias de
uso consuntivo: recoleccidon en vida silvestre, cria en cautividad y/o cria en granjas
(Velasco y De Sola, 1999; Larriera e Imhof, 2006). Al igual que en otras producciones,
la cria en cautividad de cocodrilianos contempla el mantenimiento y alimentacién de los
animales, hasta que estos alcanzan ciertas tallas corporales, lo que en algunos casos
representa una elevada proporcion de los costos de produccion, la cual llega a ser de entre
el 50 y 60% del costo total (Rodriguez et al., 1996; Pinheiro y Lavorenti, 2001; Reigh y
Willians, 2013, 2016).

11



Por esta razon, desde finales de los afios 80 se han estado llevando a cabo mas
investigaciones donde se desarrollan y formulan nuevos suplementos alimenticios que
complementan y enriquecen las dietas de diferentes especies de cocodrilianos, a través de
la incorporacion de materias primas y nutrientes vegetales (Staton et al., 1990a), con el
objetivo de aumentar la ganancia de peso y otras dimensiones corporales de los individuos
y a su vez, optimizar el balance econdmico-productivo de los planes de manejo

sustentable de cocodrilianos (Aleixo et al., 2002).

Para satisfacer las anteriores consignas, varios ingredientes vegetales han sido
considerados, sin embargo, dado sus caracteristicas ha sido la soja la que ha predominado
como la mejor opcién para suplir las necesidades alimenticias de los cocodrilianos criados

en cautiverio, mantener su estado de salud y conservar los costos de produccion bajos.

1.3.1. SOJA (Glycine max).

La soja (Glycine max), una especie de la familia Fabaceae, al ser uno de los cultivos
vegetales de mayor produccion y exportacion en la Argentina (Cuniberti et al., 2011;
Colletti et al., 2020), se perfila como buena alternativa de complemento alimenticio, ya
que sus semillas poseen ocho de los veinte aminodcidos esenciales (treonina, triptéfano,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina y fenilalanina) y se componen en peso
seco de: 40% proteina, 20% aceite, 35% carbohidratos y 5% ceniza (Blackman et al.,
1992; Colletti et al., 2020). Ademds, su cultivo favorece al agroecosistema cuando se
realiza por rotacién estacional, ya que fija el nitrégeno en los suelos agotados por otros
cultivos (Martellotto et al., 2001). El grano y los subproductos de la soja, como aceite y
harina han demostrado ser excelentes sustitutos o complementos nutricionales de la dieta
de otras especies criadas en cautiverio, debido a su bajo costo y polivalencia nutricional

(Wicki, et al., 2003; Ortiz, 2009).

Considerando las numerosas virtudes nutricionales mencionadas de la soja, su
disponibilidad en el pais y el bajo costo resulta de interés evaluar su implementacién
como complemento alimenticio en la dieta suministrada a especies sometidas a cria
intensiva tales como, peces, pollos, pavos, gansos, cerdos, ganado caprino y bovino.
Incluso también para especies mantenidas en cautiverio con fines de conservacién como

multiples especies de cocodrilianos.
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1.4. DEMANDA NUTRICIONAL DE LOS COCODRILIANOS.

Como ya se menciond anteriormente, los cocodrilos son animales que dependen de la
temperatura ambiental para la regulacion de su temperatura corporal y metabolismo. De
modo tal, que las bajas temperaturas reducen la tasa de digestiéon de los alimentos,
mientras que las altas temperaturas aceleran este proceso (Garnet y Murray, 1986),
considerando que temperaturas préximas a los 32°C podian ser 6ptimas para la digestion
y muchos otros procesos metabolicos (Coulson y Coulson, 1986; Richardson et al., 2002;

Huchzermeyer, 2003).

Los requerimientos nutricionales de los cocodrilianos no se conocen con tanta
profundidad como se conocen en otros taxones. No obstante, se ha observado que los
cocodrilianos presentan necesidades proteicas diferentes segin su estadio de vida, y que
los aminodcidos esenciales para la energia metabdlica, desarrollo y crecimiento de estos
reptiles son los mismos que requieren los mamiferos, exceptuando la alanina y la
glutamina (Coulson y Herndndez, 1974). Asimismo, se conoce que la cantidad minima
de proteina necesaria para el mantenimiento del organismo se ubica 0,5 y 0,875 g por kg
de peso corporal, con una digestibilidad media del 86,7% pudiendo variar con el
metabolismo intrinseco de cada individuo (Coulson et al., 1987; Richardson et al., 2002;

Huchzermeyer, 2003).

Histéricamente, se ha asumido que la energia necesaria para el crecimiento y
mantenimiento de los cocodrilianos proviene Unicamente de las proteinas. Sin embargo,
también son capaces de utilizar las grasas como fuente alternativa de energia (Coulson y
Herndndez, 1964). La digestién de las grasas requiere mds tiempo que la de otros
nutrientes, por lo que el paso del alimento a través del tracto digestivo se retrasa, dando
lugar a una digestibilidad superior de las proteinas, por lo tanto, un mayor crecimiento y
aumento de peso (Staton et al., 1990b). Para mejorar la digestibilidad proteica de la dieta
y evitar problemas de hipoglucemia, se estima que los cocodrilos necesitan ingerir entre
130 y 274 g de grasa por kg de peso corporal (Coulson et al., 1987; Staton et al., 1990a,
1990b; Read, 2000; Richardson et al., 2002; Huchzermeyer, 2003), entre ellos 4dcidos
grasos esenciales como el linoleico, el araquidénico y el docosahexaenoico, ya que un
déficit de estas moléculas dentro de las dietas de los cocodrilianos puede provocarles
enfermedades como dermatitis, esteatitis, higado graso, problemas de crecimiento e

infertilidad (Staton et al., 1990b).

13



Existe poca informacién acerca de las cantidades especificas de vitaminas y minerales
que necesitan los cocodrilos para su mantenimiento. Algunos estudios solo indican que
un exceso o una deficiencia de estos podria causar problemas (Isberg, 2007). Por otra
parte, Fernandez et al., (2013) afirman que la vitamina D es importante para el
crecimiento de los cocodrilos, ya que interviene en la metabolizacion del calcio y el
fosforo de la dieta en el organismo. No obstante, se ha argumentado que, con solo la
inclusion de hueso en la dieta, es suficiente para cubrir la demanda fisiolégica de calcio

y fésforo de los cocodrilianos (Richardson et al., 2002; Huchzermeyer, 2003).

Los cocodrilianos no pueden masticar su alimento, por lo que su principal mecanismo de
reduccién de tamafio se produce en el estomago mediante la accion del dcido géstrico y
las enzimas digestivas (Diefenbach, 1975). El pH estomacal de los cocodrilianos oscila
entre 1,0 y 2,5 similar al de algunas aves de presa y mamiferos, lo que convierte al 4cido
gdstrico en el principal agente de degradacién de plumas, exoesqueletos, huesos y otras
estructuras duras que forman parte de su dieta (Huchzermeyer, 2003). Asimismo, este
rango de pH propicia un ambiente excepcional que potencia la actividad enzimatica de
endoproteasas como la pepsina, gastrina y quimosina encargadas de la lisis de proteinas,
produciendo unidades mads pequefias (polipéptidos) que son mds facilmente degradadas
por las enzimas secretadas en el tubo digestivo (Coulson y Hernandez, 1964; Seah et al.,

2017).

A lo largo del tiempo, los cocodrilianos fueron considerados carnivoros "estrictos", por
lo tanto, su capacidad de degradar y asimilar los nutrientes provenientes de las plantas
seria limitada (Coulson y Herndndez, 1983). Sin embargo, la fuerte accién del 4cido
gdstrico y las enzimas estomacales, ademds del descubrimiento de enzimas amiloliticas
sugieren que algunas especies de cocodrilos pueden degradar carbohidratos provenientes
de las plantas y asi aumentar su peso y longitud (Richardson et al., 2002; Huchzermeyer,

2003).

Melstrom e Irmis (2019), en un estudio reciente compararon la morfologia dental entre
Crocodyliformes fésiles, Crocodyliformes actuales (caimanes, cocodrilos y gaviales),
mamiferos y lagartos. En sus andlisis concluyen que los Crocodyliformes mesozoicos
poseian una denticién "heterodonta", es decir, que sus piezas dentales diferian en tamaiio,

forma y funcién, permitiéndoles aprovechar una amplia variedad de items alimenticios y
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explotar dietas omnivoras, incluso dietas completamente herbivoras, lo que podia resultar
beneficioso en entornos hostiles. Otros estudios han informado la observacién de varias
especies de cocodrilianos consumiendo diferentes especies de plantas (Platt et al., 2013),
inclusive deliberadamente (Figura 7), enfatizando la capacidad por parte de estos
animales de poder digerir e incorporar nutrientes vegetales al torrente sanguineo y tejidos

(Brito et al., 2002).

Figura 7. Juveniles de Caiman latirostris alimentandose de Philodendron selloum.

Imagen tomada y modificada a partir de Brito et al., 2002.
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A lo largo del tiempo se ha recopilado informacién sobre la dieta y los hdabitos
alimenticios de 18 de las 28 especies vivas de cocodrilos y se ha informado de una amplia
variedad de especies vegetales consumidas, concretamente de 36 familias y 50 géneros
de plantas (Tabla 2) (Borteiro et al., 2009; Platt et al., 2013; Staniewicz et al., 2018).

En 14 de estas 18 especies (77,78%), se ha reportado que individuos neonatos, juveniles
y adultos consumen diferentes especies de plantas, sobre la base de restos encontrados en
los estdmagos u observaciones directas (Brito et al., 2002; Platt et al., 2013). Sin embargo,
esta informacién generalmente no se considera relevante y es relegada a secciones
cominmente llamadas "material vegetal", aunque en algunos estudios las plantas
representan mas del 80% de los componentes hallados (Neill, 1971; McNease y Joanen,
1977; Coulson y Hernandez, 1983; Leighton y Leighton, 1983; Thorbjarnarson, 1993;
Platt et al., 20006).
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Algunas hipétesis que podrian explicar el consumo de material vegetal por parte de
algunas especies de cocodrilos son: a) Ingestion como "gastrolitos" para ayudar en la
digestion mecénica de la dieta o a la flotacion del individuo (Diefenbach, 1979);

b) Ingestién de forma secundaria, es decir, plantas previamente consumidas por sus presas
(Webb y Manolis, 1989); ¢) Ingestion accidental durante el intento de captura de alguna
presa (Webb y Manolis, 1989); d) ingestiéon de material vegetal para la dispersion de
semillas o "saurocoria" (Traveset, 1990), o e) Ingestion de material vegetal para mejorar

la absorcion de nutrientes de la dieta (Hilevski y Siroski, 2021).

A partir de estas observaciones y a causa del aumento de la demanda y comercio de
productos derivados de cocodrilianos, la suplementacion de las dietas de algunas especies
de cocodrilianos con materias primas vegetales comenz6 a tener mayor relevancia dentro
de los planes de gestion de la conservacidon (Sweeting, 2012). En la actualidad, la
creciente crisis financiera mundial, el exceso de oferta de pieles, los cambios en las
fuerzas del mercado y las normas de clasificacion mas estrictas han hecho que la industria
de las granjas de cocodrilos se enfrenten a problemas econémicos (Velasco, 2017) y
aumente la necesidad de reducir costos y generar nuevos conocimientos sobre coémo
hacerlo (Rodriguez et al., 1996; Pérez, 2000; Pinheiro y Lavorenti, 2001; Aleixo et al.,
2002).

Debido a que la alimentacion de este grupo animal representa entre el 50% y el 60% del
valor total de su produccién, las investigaciones se enfocaron a mejorar la capacidad
productiva de las granjas de cria (Pérez y Escobedo, 2007; Pérez et al., 2009),
principalmente utilizando materias primas vegetales dentro de las formulaciones de los
alimentos a fin de reducir los costos de alimentacion de cocodrilidos y aligatéridos (Tracy

et al., 2015; DiGeronimo et al., 2017, Hilevski y Siroski, 2021).

El desarrollo de alimentos balanceados para cocodrilianos que incluyen materias primas
vegetales se produjo en la década de 1990. Esto mejor6 la dieta y el crecimiento de
Alligator mississippiensis a menor costo (Caldwell, 2012; Webb et al., 2013). Sin
embargo, a principios del afio 2000, el éxito en los aligatéridos no habia podido ser
emulada en los cocodrilidos. Debido a que los aligatéridos absorben mejor los nutrientes
de origen vegetal (Tracy et al., 2015) y a que los cocodrilidos no acepten las raciones

peletizadas, lo que llevé a que los estudios que evaluaban su uso fueran abandonados.
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Tabla 2. Familias y especies de plantas consumidas por cocodrilianos. Informacién

extraida de Borteiro et al. (2009), Platt et al. (2013) y Staniewicz et al. (2018).

Plantas . o
e : Especie de cocodriliano
Familia Especie
Anona glabra Caiman crocodilus.
Annonaceae " : . . -
Asimina triloba Alligator mississippiensis.
Araceae Philodendron selloum Caiman latirostris.
Arecaceac Sabal palmetto Alll:gator ml:ssz:ss%ppl:ensz:s.
Serenoa repens Alligator mississippiensis.
Azollaceae Azolla filiculoides Caiman latirostris.
Boraginaceae Heliotropium sp. Alligator mississippiensis.
Cabombaceae Brasenia schreberi Alligator mississippiensis.
Cactaceae Opuntia sp. Alligator mississippiensis.
Ceratophyllaceae Ceratophyllum sp. Caiman latirostris.
Chrysobalanaceae | Chrysobalanus icaco Caiman crocodilus.
Convolvulaceae Ipomoea sp. Alligator mississippiensis.
Citrullus lanatus Crocodylus siamensis.
Cucurbitaceae Cucurbita sp. Alll:gator n?ississippiensis.
Alligator sinensis.
Cupressaceae Juniperus virginiana Alligator mississippiensis.
Cladium jamaicense Alligator mississippiensis.
Cyperaceae Eleocharis sp. Alligator mississippiensis.
Cyperus papyrus Crocodylus niloticus.
Daubentonia sp. Alligator mississippiensis.
Phaseolus sp. Alligator mississippiensis.
Fabaceae Sesbania macrocarpa Alligator mississippiensis.
Vigna luteola Alligator mississippiensis.
Quercus laurifolia Alligator mississippiensis.
Humiriaceae Sacoglottis gabonensis Osteolaemus tetraspis.
Hydrocharitaceae | Limnobium spongia Alligator mississippiensis.
Juglandaceae Carya spP. Alll:gator I’I/Ll:SSl:SSl:ppl:el’lSl:S.
Juglans nigra Alligator mississippiensis.
Lauraceae Persea americana Crocodylus moreletii.
Malpighiaceae Byrsonima crassifolia Crocodylus acutus.
Malvaceae Gossypium spp. Alligator mississippiensis.
Meliaceae Melia azedarach Alligator mississippiensis.
Moraceae Ficus racemosa Crocodylus palustris.
Myricaceae Mpyrica sp. Alligator mississippiensis.
Nelumbonaceae Nelumbo lutea Alligator mississippiensis.
Nyssaceae Nyssa sp. Alligator mississippiensis.
Palmae NA Crocodylus cataphractus.
Passifloraceae Passiflora incarnata Alligator mississippiensis.
Echinochloa sp. Alligator mississippiensis.
Hydrochloa caroliniensis | Alligator mississippiensis.
Poaceae Oryza sativa Alligator mississippiensis.
Crocodylus palustris.
Zea mays Alligator mississippiensis.
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Tabla 2, continuacion. Familias y especies de plantas consumidas por cocodrilianos.
Informacién extraida de Borteiro et al. (2009), Platt et al. (2013) y Staniewicz et al.
(2018).

Plantas Especie de cocodriliano
Familia Familia

Poaceae NA Caiman latirostris.
Polygonaceae Polygonum spp. Alligator mississippiensis.
Ricciaceae Ricciocarpus natans Caiman latirostris.

Caiman crocodilus.

Rhizophoraceae | Rhizophora mangle Crocodylus acutus.

Rosaceae Rubus spp. Alligator mississippiensis
Rutaceae Citrus sp. Alligator mississippiensis
Vitaceae Vitis sp. Alligator mississippiensis
Taxodiaceae Taxodium distichum Alligator mississippiensis

Alligator mississippiensis.
Crocodylus moreletii.
Crocodylus porosus.
Osteolaemus tetrapis.
Paleosuchus trigonatus.
Tomistoma schlegelii.

Unidentified NA

En Estados Unidos y con A. mississippiensis criados en cautiverio se han llevado a cabo
la mayor cantidad de investigaciones donde se han testeado materias primas vegetales
para mejorar la dieta para cocodrilianos y reducir su costo (Coulson y Herndndez, 1964,
1974, 1983; Coulson y Coulson, 1983; Coulson et al., 1987; Staton et al., 1990a,b). En la
actualidad, entre el 20 y el 30% de la dieta de A. mississippiensis puede consistir en

proteinas de origen vegetal, principalmente en forma de concentrados y harinas.

Coulson et al. (1987) anadieron maiz, soja y trigo como complemento alimenticio de la
dieta de A. mississippiensis, con el objetivo de desarrollar una dieta que satisfaga la
demanda nutricional de esta especie. Los resultados y conclusiones obtenidos de esa
investigacion fueron que las proteinas vegetales como la edestina son poco digeribles,
pero pueden ayudar a complementar la dieta de estos animales. Otras proteinas vegetales
como la gliadina, aunque son bajas en aminodcidos y no aportan nutrientes, son capaces

de dar consistencia al alimento y promover una mejor digestion.

Staton et al. (1990b) evaluaron las respuestas de A. mississippiensis frente a grasas,
carbohidratos y proteinas vegetales, variando las proporciones de los componentes

dietéticos y frecuencia de alimentacion de los animales. Sus resultados indicaron que las
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dietas con 12% de grasa 'y 36% de maiz producian ganancias de peso igual o mayor que
las dietas con alto porcentaje de proteina, sin maiz ni grasa. También observaron que la
ganancia de peso neutra o negativa en algunos animales alimentados con niveles altos de
carbohidratos puede deberse a que las respuestas enzimadticas y de insulina de A.
mississippiensis son limitadas frente a altos niveles de carbohidratos dietarios afectando
la digestibilidad de toda la dieta. Sin embargo, un nivel significativo de grasa puede
revertir este efecto, promoviendo una digestion lenta de la dieta, pero aumentando la

digestibilidad.

Staton et al. (1990a) también evaluaron la respuesta de A. mississippiensis frente a la
inclusion de proteina vegetal en la dieta, afadiendo 40% de proteina concentrada de soja.
La digestibilidad del alimento super6 el 96%, resultado similar al obtenido con las dietas
que s6lo contenian proteina de origen animal. Sustentando la teoria de que las proteinas

vegetales si son digestibles para los cocodrilianos.

En México, especies como Crocodylus acutus, Crocodylus moreletii y Caiman crocodilus
han sido alimentados con maiz cocido y croquetas para perro (Canis familiaris), las cuales
poseen alto porcentaje de nutrientes de origen vegetal. Estos estudios han recomendado
la inclusién entre 5 - 20% de harinas vegetales, en funcién de la proteina animal usada en

el alimento y la especie de cocodriliano (Pefia-Bufiuelos, 2014; Pantoja-Zamora, 2017).

En Zimbabue, algunas grandes granjas de cocodrilos del Nilo (Crocodylus niloticus) han
utilizado harina de soja como parte del componente proteico del alimento para esta
especie de cocodrilo, pero esto ha dejado de hacerse recientemente debido a que la calidad
de la soja ha disminuido por problemas con la produccién comercial en el pais. Algunas
granjas siguen utilizando maiz cocido para proporcionar los carbohidratos y aceite de soja
para la fraccién lipidica necesarios en la dieta (Hilevski y Siroski, 2022). Mientras que,
en Papuda, Nueva Guinea, la granja mds grande del pais ha estado empleando material
vegetal (proteinas y carbohidratos) en el alimento para Crocodylus porosus 'y Crocodylus
novaeguineae recién nacidos y de un afio desde finales de la década de 1980 (Hilevski y

Siroski, 2022).
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En Cuba, Sosa et al. (2011) intentaron incluir pellets de soja en la dieta del cocodrilo
cubano (Crocodylus rhombifer), con el objetivo de mejorar la nutricién de esta especie.
Los alimentaron con tres dietas diferentes, una compuesta de sélo pescado, otra de sélo
pellets de soja y una mezcla de ambos. Los resultados de esta investigacion fueron que
los individuos alimentados con la dieta de solo pellets de soja logran crecer, pero pesaban
menos que los individuos alimentados con la dieta de pescado o la mezcla de pescado y
pellet de soja. A pesar de los resultados de Staton et al. (1990a), Sosa et al. (2011)
concluyen que la soja no es una fuente nutricional adecuada para complementar la dieta
de C. rhombifer, afirmando que los nutrientes extraidos de la soja se destinan al

mantenimiento del organismo, y se procesan como enzimas, anticuerpos y hormonas.

Las granjas de C. porosus en Australia, actualmente no utilizan materias primas vegetales
dentro de la dieta de los animales criados, en parte debido a que esta especie no acepta
facilmente pellets secos o semi-hiimedos, los cuales normalmente contienen harinas de
maiz y soja junto a otros productos carnicos (Read, 2000; Francis, 2014). Con el tiempo,
los pellets han sido refinados, especialmente en lo que respecta a los agentes aglutinantes
(véase Peucker et al., 2005; Webb et al., 2013; DiGeronimo et al., 2017). Sin embargo,
debido al bajo precio y a la variedad de fuentes de proteina animal disponibles en algunos
de los paises donde se encuentran estas especies, la investigacién no ha continuado

(Isberg, 2007; Francis et al., 2017).

Otros investigadores han evaluado el efecto de la inclusién de materia prima vegetal en
la salud del cocodrilo. DiGeronimo et al. (2017) alimentaron a dos grupos de A.
mississippiensis. Un grupo fue alimentado con una dieta compuesta por un 47% de
proteina aislada de soja y gluten de trigo (una formulacién con requerimientos
nutricionales similares a los convencionales para cocodrilianos). El otro grupo de
animales fue alimentado con una dieta compuesta por un 56% de proteina de origen
animal. Al final del tiempo experimental, realizaron perfiles bioquimicos de la sangre y
sacrificaron algunos animales para examinar el higado y los rifiones. Ninguna de las
variables evaluadas result6 significativamente diferente entre las dietas probadas. De
modo tal, DiGeronimo et al. (2017) coinciden con Staton et al. (1990a; 1990b) y afirman
que la asimilacion de la proteina vegetal es efectiva y suficiente para cubrir los

requerimientos nutricionales de A. mississippiensis.
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En la actualidad, las materias primas vegetales no s6lo son empleadas como complemento
o suplemento nutricional dentro de la dieta de cocodrilianos mantenidos en cautividad.
También son empleadas como aglutinante y/o aditivo de la dieta artificial para enriquecer
y mejorar los perfiles nutricionales y sabor. Este es el caso del alginato, el cual es una sal
derivada del 4cido alginico que se encuentra en la pared celular de algunas variedades de
algas (Avendafio et al., 2013). El alginato se utiliza en la industria alimenticia como
espesante o emulsionante. Francis et al. (2017) utilizaron alginato dentro de la
alimentacion de C. porosus criados en cautividad con el fin de aumentar la estabilidad del
alimento (pellets) frente al agua y mantener su digestibilidad, determinando la cantidad
de alginato y calcio necesaria para mantener la estabilidad del pellet en el agua, sin
interferir con la digestibilidad de este. Los resultados obtenidos afirmaron que el alginato
afiadido mejoré notablemente la digestibilidad de los nutrientes y la integridad del
alimento, manteniéndose intactos mds tiempo en el agua que cuando son tratados solo
con cloruro de calcio. Concluyen que la adicién de alginato podria reducir la pérdida de
alimento por contacto con el agua y, por tanto, disminuir los costos de produccién en las

granjas de cocodrilianos.

Otra materia prima vegetal que se ha utilizado son las semillas de lino (Linum
usitatissimum). Pina et al. (2016), anadieron estas semillas ricas en dcidos grasos
insaturados al alimento de C. latirostris criados en cautiverio con el objetivo de mejorar
la calidad de la carne producida en términos de perfiles lipidicos. Hallaron que la
inclusion de lino en la dieta reduce las cantidades de dcidos grasos saturados y aumenta
los 4cidos insaturados en el musculo (principalmente dcidos grasos palmitoleico, oleico
y alfa-linoleico). Estos dcidos grasos insaturados favorecen la reduccion del colesterol en
la sangre, disminuyendo el riesgo de enfermedades coronarias, cardiovasculares e
infartos. Por ello, recomendaron la adicién de semillas de lino para mejorar los parametros
de 4cidos grasos en la carne de yacaré y generar un producto beneficioso para la salud

humana.

Como se ha mencionado anteriormente, se han implementado diferentes materias primas
de origen vegetal para el desarrollo y formulacién de dietas artificiales especificas para
diferentes especies de cocodrilianos, aunque las mas usadas han sido el maiz (gluten y
grasa), la soja (harina y proteina concentrada) y el trigo (gluten y harina) (Coulson et al.,

1987; Staton et al., 1990a; Webb et al., 2013, Peucker y Jack, 2006), confirmandose que,
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a pesar de necesitar varias horas para digerirlas, los cocodrilianos son capaces de
aprovechar sus nutrientes. Esto basado en los resultados positivos de digestibilidad del
alimento, la condicién corporal, ganancia de peso y longitud de los animales (Staton et
al., 1990b; Sosa et al., 2011).

Se ha estimado que la inclusién de estas materias primas dentro de la dieta de estos
animales debe estar entre un 20 y 45% para garantizar su 6ptimo desarrollo en cautividad.
Si se supera el maximo indicado es probable que disminuya la digestibilidad de las dietas
y se perjudique el crecimiento, desarrollo y salud de los animales (Staton et al., 1990b;

Hilevski y Siroski, 2021).

Es importante sefalar que puede haber diferencias entre el consumo de material vegetal
“entero” en la naturaleza y los ensayos de laboratorio, en los cuales el material vegetal es
"modificado", con paredes celulares rotas que permiten el acceso a las proteinas, los
carbohidratos y los lipidos (Hilevski y Siroski, 2021). También se han evaluado los
efectos de la inclusién de los nutrientes vegetales sobre la morfoanatomia intestinal y la
salud de los cocodrilianos. Los resultados muestran que este tipo de dieta no perjudica la
salud de los individuos. Por el contrario, aportan aminodcidos esenciales y aumentan la
superficie intestinal y su tasa de absorcion (Tracy et al., 2015; DiGeronimo et al., 2017;

Hernandez et al., 2018; Hilevski y Siroski, 2021).
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1.5. HIPOTESIS

La inclusién de soja dentro de la dieta suministrada a individuos de Caiman latirostris
criados en cautiverio mejora su desarrollo, ganancia de peso y longitud en los diferentes
estadios de vida sin interferir con la salud del animal, reduciendo ademas los costos de su
produccion. Dicha hipdtesis se corrobord a través de los siguientes objetivos de

investigacion:

1.6. OBJETIVOS

1.6.1. GENERAL

Implementar una dieta alternativa a base de harina de soja para alimento de Caiman

latirostris de diferentes estadios etarios con fines de aprovechamiento comercial.

1.6.2. ESPECIFICOS

e Determinar la digestibilidad de la soja en los ejemplares de C. latirostris.

e Fijar los porcentajes adecuados de harina soja para el desarrollo 6ptimo de C.

latirostris en cautiverio.
e Monitorear el efecto de la nueva dieta propuesta para C. latirostris a través de la toma
de indicadores nutricionales, histol6gicos, bioquimicos, medidas morfométricas y de

peso.

e Constituir la suplementaciéon de enzimas digestivas exdgenas como aditivo del

alimento para yacarés a base de harina de soja.

e Establecer la influencia de la dieta a base de soja en los neonatos y juveniles de C.

latirostris.

e (Caracterizacion bioinformatica y filogenética de la pepsina y progastricina de

C. latirostris.
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2. METODOLOGIA

Para el desarrollo de esta investigacion, se emplearon individuos de yacaré overo que
provenian de huevos cosechados en la naturaleza, los cuales fueron incubados
artificialmente y criados en cautiverio en las instalaciones de "Proyecto Yacaré” (PY-
Laboratorio de Zoologia Aplicada-Anexo — Vertebrados — UNL/Gob. Santa Fe).

Dentro del Laboratorio de Zoologia Aplicada se encuentran las instalaciones del PY en
el que existe la poblacion permanente de aproximadamente 1500 animales de diferentes
edades y tamafios en ambientes acondicionados para la crianza y realizacion de ensayos

experimentales.

Los protocolos descritos y desarrollados en este estudio fueron evaluados y aprobados
por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina (resolucién "FCV 0966480-19").
Ademads, se contempld la manipulacién de los individuos minimizando el estrés y
sufrimiento de los individuos, siguiendo las recomendaciones de la Guia para el cuidado

y uso de animales de laboratorio (NRC, 2011).

2.1. DIGESTIBILIDAD DE LA HARINA DE SOJA POR PARTE DE LOS
EJEMPLARES DE Caiman latirostris EN CAUTIVIDAD.

2.1.1. ANIMALES Y ALOJAMIENTO.

Para esta primera instancia experimental, se seleccionaron un total de 24 individuos
juveniles de C. latirostris de 18 meses de edad, con una media de peso corporal (PC) de
2662,5 g + 236,72 DE (desviacion estandar); y de longitud desde el extremo de la narina
hasta la punta de la cola (Longitud Total - LT) igual a 835,54 mm + 50,1 DE. Estos fueron
distribuidos al azar, por parejas dentro bateas pldsticas de 55 cm de ancho, 95 cm de largo
y de 0,5 m de altura. La superficie de vivienda de estas bateas fue dividida en un drea seca
(33%) y una con agua (67%; 6-10 cm de profundidad) (Figura 8). La temperatura del aire
y del agua fue mantenida a 31 + 1°C, asi mismo, las bateas fueron aseadas diariamente

antes de alimentar a los animales y luego se agreg6 agua a temperatura entre 27-30°C.
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Figura 8. Bateas y condiciones de alojamiento de los individuos Caiman latirostris

bajo tratamientos de digestibilidad.

2.1.2. LAXADO DEL TRACTO DIGESTIVO

Previo al inicio del ensayo de digestibilidad, cada yacaré fue sometido a un tratamiento
laxante, garantizdndose que el tracto digestivo estuviese libre de contenido. Tipicamente,
los animales son mantenidos en ayunas entre 5 y 7 dias para lograrlo. Sin embargo, esto
puede no ser 100% efectivo para purgar el sistema digestivo, lo cual es requerido para
asegurar confiabilidad en los resultados de digestibilidad (Hilevski y Siroski, 2021). Los
animales fueron fisicamente inmovilizados y se les colocé un tubo de PVC en la boca
para mantenerla abierta (Ayarzaguena, 1983) y asi poder introducir una sonda
bucofaringea hasta el estomago (Figura 9). A través de la sonda fue proporcionado un
laxante comercial a base de lactulosa (Lactulon®; 0.65 g de lactulosa por mL), un isémero
de lactosa que promueve la acumulacién de agua y la disminucién del pH en el lumen del
colon, lo que a su vez fomenta los movimientos peristdlticos del este (Plumb, 2010).
Lactulon® fue suministrado una vez al dia, durante dos dias, en dosis de 1,5 mL por kg

de peso del animal (Hilevski y Siroski, 2021).
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Figura 9. Inmovilizacion de los individuos de Caiman latirostris e introducciéon de

sondas bucofaringeas.

2.1.3. DIETAS Y FRECUENCIA DE ALIMENTACION.

Veinticuatro horas después de la segunda dosis de Lactulon®, se procedio a iniciar con
las pruebas de digestibilidad. Los animales eran inmovilizados (como se explico
anteriormente; Figura 9) y alimentados de manera forzada a través de una sonda
bucofaringea (Ayarzaguena, 1983), tomando todas las precauciones para evitar heridas al

esofago debido al didametro de la sonda.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos experimentales. Los yacarés sometidos
al tratamiento control (OHS) fueron alimentados con un suplemento comercial que
contenia un 100% de proteina bruta derivada de la albimina de huevo. Los animales
sometidos a los tratamientos 20HS, 40HS y 60HS fueron alimentados con dietas
experimentales que contenian proteina bruta derivada de la albimina de huevo y 20%,
40% o 60% de harina de soja (HS). Se afiadi6é 6xido crémico (Cr203) al 0,1%, el cual
funciona como marcador indigestible de la dieta (Bolin et al., 1952; Scott y Boldaji,
1997). Los porcentajes de cada componente en cada dieta son mostrados en la Tabla 3.
Los animales eran alimentados diariamente a razén del 1% de su peso corporal (de
acuerdo con lo propuesto por Tracy et al., 2015; Francis et al., 2017) con la dieta

correspondiente durante 7 dias continuos.

Tabla 3. Composicion de las dietas experimentales.

Componente OHS | 20HS | 40HS | 60HS
Proteina cruda de albiimina de huevo (%) 99,9 79,9 59,9 39,9
Harina de soja (%) 0 20 40 60
Marcador indigestible (Cr203) 0,1 0,1 0,1 0,1
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2.1.4. DETERMINACION DE LA DIGESTIBILIDAD DE LAS DIETAS.

Pasadas veinticuatro horas desde la dltima alimentacion forzada, los animales fueron
sacrificados usando el método recomendado por el Grupo de Especialistas en Cocodrilos
de la Comision de Supervivencia de Especies de la Unién Mundial para la Conservacion
(CSG/SSC/UICN) el cual consta del corte de 1a médula espinal a través de la region post-
occipital del craneo, seguido inmediatamente del descerebrado y desmedulacién del
individuo (Martelli et al., 2020). Este método estd disefiado en base a las normas
internacionales de trato humanitario a los animales y ha sido validado por el Servicio

Nacional de Sanidad Animal (SENASA).

Se realiz6 la necropsia correspondiente a cada yacaré, extrayéndose el sistema digestivo
de los animales, y colectando los intestinos. Siguiendo el método de Tracy et al. (2015),
el intestino grueso fue separado del intestino delgado y este tltimo fue medido (longitud)
y dividido en tres segmentos iguales. Los residuos fecales de cada segmento de intestino
fueron colectados, pesados e inmediatamente almacenados en freezer a -10 °C hasta su
andlisis, para minimizar la lixiviacién y contaminacién de la muestra (Lawrence and

Loveridge, 1988).

La digestibilidad de las dietas se pudo conocer a través de la determinacién del marcador
dietético (6xido cromico) en los residuos fecales de cada individuo (Brisson, 1956)
mediante la técnica de digestion dcida (Furukawa y Tsukahara, 1966). Se pesaron 100 mg
de heces en un beaker y adicionaron 5 ml de 4cido nitrico (HNO3), dejdndose reposar
unos minutos. Dentro de una cdmara de extraccién se transfirié la solucién a un balén
aforado y se colocé sobre una plancha con calor, agitando con frecuencia durante 20
minutos aproximadamente, hasta que se percibié un viraje de color de las muestras (de
amarillo a verde claro). Se dej6 enfriar durante 15 minutos y se adicionaron 3 ml de 4cido
perclérico (HC1Og), virando a un tono marrén y decolordndose poco a poco. Nuevamente
se colocé el balén aforado sobre la plancha con calor, agitando con frecuencia durante 10
minutos aproximadamente, hasta lograr un cambio de color (de verde a amarillo limén).
Luego se retir6 el balén aforado del calor y se dej6 enfriar, observandose la formacién de
un anillo rojizo en el borde del liquido, entonces se adicion6 agua destilada (H20) a la

solucidn hasta aforar y se agit6 en el vortex (Figura 10).
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Figura 10. Digestion acida de muestras de heces de Caiman latirostris. Se aprecian
dos balones aforados sobre un plancha de calor durante el primer viraje de color de las

muestras (de amarillo a verde claro).

Las absorbancias (ABS) de las muestras se midieron en un espectrofotémetro a 350 nm.
Estas lecturas se sustituyeron dentro de la férmula de regresion lineal (Ecuacién 1) que
se obtuvo mediante la curva de calibracion (Apéndice 1), para determinar las

concentraciones de Cr;Os tanto en las dietas, como en heces.
Ecuacion 1.
y=ax+b

y: Concentracién de Cr20Os3; a: Pendiente de la curva; x: ABS; b: Ordenada en el origen.

Asimismo, la digestibilidad de la harina de soja se determiné empleando la Ecuacién 2

(NRC, 1983):

Ecuacion 2.

%Cr203Heces> (%Harina de soja Heces)}
X

% de Digestibilidad = 100 — [100 X(‘VCr 0.Dieta
0LI2V3

%Harina de soja Dieta
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2.1.5. ANALISIS ESTADISTICO.

La distribucién de los datos fue determinada a través de la prueba de Shapiro-Wilk. Las
diferencias en la digestibilidad total de la harina de soja entre las dietas tratamientos
fueron determinadas a través de las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney, mientras
que la presencia/ausencia de alimento en el tracto digestivo se evalu6 con un test de
Fisher. Estos andlisis se realizaron con el programa estadistico SPSS (version 25, IBM
Corporation, Armonk, Nueva York 10504, EE.UU.), y la significacién estadistica se fijé
en alfa 0,05.

2.2. EFECTO SOBRE LA SALUD Y TASA DE CRECIMIENTO A
DIFERENTES PORCENTAJES DE HARINA DE SOJA EN LA DIETA DE
NEONATOS DE Caiman latirostris EN CAUTIVIDAD.

A partir de los resultados obtenidos en el experimento anteriormente expuesto, se evalu6

el porcentaje adecuado de inclusion de harina de soja dentro de la dieta de yacaré overo.

2.2.1. ANIMALES Y ALOJAMIENTO.

En esta segunda etapa experimental, fueron seleccionados 48 individuos neonatos de C.
latirostris de 6 meses de edad, con un peso medio de 62,51 g £ 7,40 DE y LT media de
274,8 mm + 11,52 DE. Los yacarés se mantuvieron alojados bajo las condiciones
descritas anteriormente en el punto 2.1.1. Los animales provinieron de 4 nidos diferentes
(12 individuos por nido), y fueron distribuidos equitativa y homogéneamente en 3
tratamientos (cada uno por duplicado) de 8 individuos cada uno (4 yacarés de cada nido
en cada tratamiento) a fin de controlar el denominado “efecto nido” el cual se define como
la influencia de la carga genética transmitida por los parentales al embrién asociado

también a la influencia del entorno de incubacién de los huevos (Bagatto et al., 2012).

2.2.2. DIETAS Y FRECUENCIA DE ALIMENTACION.

Las dietas experimentales empleadas en esta instancia consistieron en carcasas de pollo
molido mezcladas con harina de soja, diferencidndose entre ellas en funcién de las
proporciones de pollo y soja (Tabla 4; ver en la Tabla S la informacién nutricional de

los ingredientes de la dieta).
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Tabla 4. Composicion de las dietas experimentales.

Componente Dieta

OHS | 25HS | 40HS
Soja (%) 0 25 40
Carcasa de pollo (%) 100 75 60

Los yacarés fueron alimentados con la dieta experimental correspondiente tres veces por
semana durante 90 dias, con raciones iguales al 1% de su peso corporal (de acuerdo con

lo propuesto por Tracy et al., 2015; Francis et al., 2017).

Tabla 5. Informacion nutricional de los componentes de las dietas experimentales.

Tomado de Ibafez et al., 2020.

Composicion Harina de soja | Carcasa de pollo
Materia seca (%) 84,1 32,8
Humedad (%) 12,1 65,1
Proteina cruda (%) 44.0 56,7
Extracto etéreo (%) 1,9 23,3
Fibra cruda (%) 5,9 0
Ceniza (%) 6,2 20,0
Fibra detergente dcida (%) 7,2 -
Fibra detergente neutra (%) 12,8 -
Lipidos (%) 1,33 -
Carbohidratos (%) 7,1 -
Acido fitico (%) 0,40 -
Energia metabolizable (kcal/kg) 2240 28
Fosforo (P) (%) 0,61 33
Calcio (Ca) (%) 0,29 32,8

2.2.3. CALCULO DE CONSUMO Y TASA DE CONVERSION DE LAS DIETAS.
Para cada una de las dietas experimentales se calcul$ la tasa de consumo de alimento
(TCA) y el respectivo indice de conversion (ICA), para lo cual una racion de cada dieta
experimental fue puesta a secar en estufa a 65 °C durante 24 h, a fin de conocer el peso
seco de las mismas. Asimismo, el alimento no consumido de las diferentes dietas fue
retirado de las bateas y puesto a secar bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Esto se hizo para evitar los posibles errores en donde el peso de las
muestras puedan contener diferentes cantidades de agua y generar valores erroneos en los

célculos de la TCA y ICA.
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Los primeros 30 dias del experimento se consideraron como un periodo de adaptacion a
las dietas, por lo que los datos de alimento no consumido se colectaron desde el dia 31
hasta el dia 60. El calculo del TCA de cada dieta experimental se realizé restando de la
racion inicial otorgada y la cantidad de alimento no consumido. Del mismo modo, el ICA

se calcul6 dividiendo el peso ganado de cada animal entre la TCA de la dieta.

2.2.4. GANANCIA DE PESO Y LONGITUD EN FUNCION DE LA CANTIDAD
DE HARINA DE SOJA.

En los dias 0, 30, 60 y 90 del experimento los animales fueron pesados y medidos (LT) a
fin de determinar la eficacia de las dietas.

A fin de determinar el valor 6ptimo de inclusién de harina de soja en el alimento se
realizaron modelos matematicos empleando los valores promedios obtenidos para la
ganancia de peso (GPC) y ganancia longitud total (GLT) (eje de las ordenadas). También
se usaron los valores de inclusién de harina de soja en el alimento (eje de las abscisas).
Estos valores permitieron generar ecuaciones parabdlicas (y = ax? + bx + c), las cuales
se utilizaron para estimar los valores médximos de GP y GLT en funcidn del porcentaje de

HS presente en el alimento.

2.2.5. MUESTRAS DE SANGRE Y PROCESAMIENTO

En esta instancia experimental, a cada yacaré le fue extraido 1000 uL. de sangre entera,
mediante venopuncidn del seno venoso espinal, detrds del hueso post-occipital del craneo
(Figura 11; Martelli et al., 2020). La sangre fue centrifugada a 3500 rpm durante 15 min,
luego se separé el suero y se almacend a -20 °C hasta la determinacion de los niveles
séricos de proteinas totales (PT), albumina (AL), glucosa (GL), colesterol (CH) y
triglicéridos (TG). Estos andlisis se realizaron siguiendo el protocolo de microtécnica
propuesta por Santiago et al. (2021) y realizada en C. latirostris por Moleon et al. (2023)
utilizando los kits colorimétricos de Wiener lab (Rosario, Argentina) y leidos en el lector

de microplacas "nano - CLARIOstar (BMG LABTECH)".

La aplicacion de la microtécnica ha demostrado ser eficaz para determinar diferentes
pardmetros de la bioquimica sanguinea de C. latirostris. La posibilidad de utilizar
pequeios volimenes de muestra para llevar a cabo estas determinaciones en individuos
de menor porte ofrece la ventaja de complejizar los estudios y aumentar la informacién a

generar para la comprension de la fisiologia de la especie.
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En la Tabla 6 se muestran las condiciones bajo las cuales fueron realizadas las
determinaciones bioquimicas (los volimenes de muestra y reactivos empleados, el tiempo
y temperatura de incubacién, asi como, el rango de absorbancia (ABS) a la cual se
midieron las muestras) al suero sanguineo de los yacarés alimentados con las diferentes

dietas experimentales (ver Tabla 4).

Figura 11. Ubicacion del seno venoso espinal en cocodrilianos. Vista dorsal de la
region post-occipital del craneo de Crocodylus niloticus. Los puntos de referencia son la
linea media dorsal y los bordes craneales (linea) de los primeros osteodermos dorsales
(flechas). El hueso triangular situado cranealmente (flecha 1) y los huesos laterales del
atlas (flechas 2) cubren parcialmente el canal intravertebral. La abertura entre el atlas y
el axis a través de la cual se accede al seno venoso post-occipital, se indica con la flecha

3. (Tomada de de Myburgh et al., 2014).

LR Py T F

Tabla 6. Condiciones para las determinaciones de los perfiles bioquimicos del suero

sanguineo de Caiman latirostris.

Parametros sanguineos

Condiciones Glucosa | Proteinas | Albimina | Colesterol | Triglicéridos

Totales
Cantidad de suero 2 2,5 1 2 10
(uL)
Cantidad de 200 175 350 200 100
reactivo (uL.)
Tiempo de 10 10 10 10 10
incubacion (min)
Temperatura  de 37 37 25 37 37
incubacion (°C)
ABS (nm) 505 540 625 505 505
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2.2.6. MUESTRAS DE TEJIDOS Y PROCESAMIENTO.

Veinticuatro horas después de la dltima alimentacion, los animales fueron sacrificados
usando el método antes descrito en el punto 2.1.4. Luego se realizd la necropsia
correspondiente a cada yacaré, extrayéndosele los intestinos y el higado. El intestino
delgado se separ6 del intestino grueso y fue dividido en tres segmentos iguales (Tracy et
al., 2015). Secciones del higado e intestino fueron sumergidas en formol bufferado 4%

v/v, durante 12 horas a fin de fijar las estructuras celulares.

Seguido de esto, las secciones de tejido se lavaron por 10 min en agua y 10 min en buffer
PBS para eliminar posibles restos de formol y se conservaron en alcohol etilico 70°.
Posteriormente, los tejidos fueron deshidratados en una serie ascendente de etanol,
aclarados con xileno e incrustados en bloques de parafina. Por dltimo, mediante el uso de
un microtomo los bloques fueron cortados en secciones de 4 pum de grosor, las cuales
fueron montadas en portaobjetos y tefiidas con hematoxilina y eosina (Sigma-Aldrich)

(Tabla 7) para observar todas las estructuras intestinales y hepaticas.

Tabla 7. Reactivos y tiempos de pasajes para el procesado muestras histologicas.

Paso Reactivo Tiempo | Paso Reactivo Tiempo
1 Alcohol 96° 2h 19 Alcohol 96° 2 min
2 Alcohol 96° l1h 20 Alcohol 96° 2 min
3 Alcohol 96° l1h 21 Alcohol 70° 2 min
4 Alcohol 100° lh 22 Agua destilada 5 min
5 Alcohol 100° 1h 23 Hematoxilina 1-2 min
6 Alcohol 100° 24 h 24 Agua destilada 1 min
7 Xileno lh 25 Agua corriente —

8 Xileno lh 26 Agua destilada 1 min
9 Xileno l1h 27 Eosina 1-2 min
10 Parafina 2h 28 Agua destilada 15s
11 Parafina 1,5h 29 Alcohol 70° 30s
12 Parafina 1,5h 30 Alcohol 96° 1 min
13 Entacado — 31 Alcohol 96° 1 min
14 Montaje — 32 Alcohol 100° 1 min
15 Xilol 15min | 33 Alcohol 100° 1 min
16 Xilol 10 min | 34 Xilol 3 min
17 Alcohol 100° 2min |35 Xilol 5 min
18 Alcohol 100° 2min | 36 Observacion —
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2.2.7. ANALISIS DE LA MORFOMETRIA INTESTINAL Y HEPATICA.

Una vez realizados los montajes de las diferentes secciones histoldgicas, estas fueron
evaluadas mediante la digitalizacién de imdgenes microscépicas, tomadas con una
camara fotografica Nikon DS-Fi2 montada en un microscopio de luz convencional Nikon
Eclipse Ci-L Ni (Tokio, Japén), con un aumento objetivo de 40X. Una vez tomadas las
imdgenes, fueron analizadas con el software Image Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics,

Silver Spring, MD, USA).

Para el estudio morfométrico del intestino proximal, medio, distal y grueso, se midio el
crecimiento de la vellosidad intestinal, definido como la superficie epitelial sobre la base
de la capa muscular circular interna del intestino hasta la punta de la vellosidad. Por
individuo, al azar se seleccionaron un total de cinco vellosidades que estuviesen
completas desde su base hasta la punta.

Las mediciones de largo se realizaron trazando una linea recta desde la base de la capa
muscular circular interna hasta la punta de las vellosidades, mientras que el ancho se
midié en la mitad de la vellosidad, trazando una linea recta del extremo izquierdo al

derecho (Figura 12).

Figura 12. de Corte transversal del intestino de Caiman latirostris (40X). Linea L1

indica la longitud y L2 indica el ancho de la vellosidad intestinal.
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Asimismo, para el andlisis hepético, para cada individuo se estimé el porcentaje de lipidos
presentes en un campo de visién por corte histoldgico siguiendo el protocolo propuesto
por Boursier et al. (2014) con ligeras modificaciones. Primero se marcé positivamente un
adipocito (vacuola lipidica de color blanco) y luego se marco el total de células presentes
en el campo de vision. Por ultimo, la imagen fue transformada a blanco y negro para asi

determinar el porcentaje de adipocitos (blanco) (Figura 13).

Figura 13. Corte transversal del higado de Caiman latirostris (40X). En la Figura 12A

se observa el corte hepético sin marcar. En la Figura 12B se aprecia marcado de blanco

2.2.8. RENDIMIENTO ECONOMICO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES.

Se realizaron entrevistas no estructuradas a multiples granjas de cria y proyectos de uso
sustentable de cocodrilianos como: Caimanes de Formosa S.R.L, Yacaré Pora S.R.L,
Yacarés Santafesino (Argentina), Caimasul (Brasil), y Fundo Pecuario Masaguaral
(Venezuela), asi como a proveedores de materias primas [(Agroservicios Humbold S.A)
Argentina], acerca de los factores [materias primas (cantidades y tipos), transporte,
almacenamiento y manejo (preparacion del alimento)] y costos de los mismos que
influyen sobre el precio final de las dietas de estos animales. Los valores se obtuvieron
promediando el consumo mensual de alimento a y bajo la premisa de que el alimento es
el mismo en todos los estadios de la especie. Los valores de cada uno de los rubros fueron
obtenidos en las monedas del pais correspondientes y transformados a délares

estadounidenses (US$).
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2.2.9. ANALISIS ESTADISTICO.

La distribucién de los datos fue determinada a través de las pruebas de Shapiro-Wilk,
Levene y esfericidad de Mauchly. Se aplicaron pruebas de ANOVA de una via, Kruskal-
Wallis, Tukey, y Mann-Whitney para identificar diferencias en el peso y la longitud entre
los animales provenientes de los distintos nidos, asi como para la TCA, el ICA, las
diferentes determinaciones de la bioquimica sanguinea, y la morfometria del higado de

los animales de los distintos tratamientos experimentales.

A fin de detectar variaciones en la ganancia de peso, longitud, bioquimica sanguinea y
morfometria del intestino de los animales tratados se emplearon pruebas de ANOVA de
dos vias, ANOVA de medidas repetidas y test de Tukey. Estos andlisis se realizaron con
un programa informético comercial (SPSS version 25, IBM Corporation, Armonk, Nueva

York 10504, EE.UU.), y la significacion estadistica se fij6 en alfa 0,05.

2.3. EFECTO DE LA INCLUSION DE ENZIMAS DIGESTIVAS EXOGENAS
EN LA DIETA DE Caiman latirostris.

En conexién con los resultados obtenidos del ensayo anterior, fue evaluada la inclusién

de enzimas digestivas en suplementacién con la harina de soja dentro de la dieta de

neonatos y juveniles de Caiman latirostris criados en cautiverio. Este experimento se

desarrollé6 bajo el supuesto de que enzimas digestivas exdgenas mejorarian la

disponibilidad y absorcién de nutrientes provenientes de la harina de soja, y en

consecuencia aumentaria la ganancia de peso y de longitud de los yacarés.

2.3.1. ANIMALES Y ALOJAMIENTO.

Fue seleccionado un primer grupo de 54 individuos neonatos de C. latirostris de 6 meses
de edad, con una media de peso igual a 53,45 g + 1,37 DE; y LT media de 253,7 mm +
3,3 DE. Estos fueron alojados en bateas pldsticas bajo las condiciones descritas
anteriormente en el punto 2.1.1. Los animales provinieron de 3 nidos diferentes (18
individuos por nido), y fueron distribuidos equitativa y homogéneamente en 3
tratamientos (cada uno por duplicado) de 9 individuos cada uno (tres yacarés de cada nido

en cada tratamiento) a fin de controlar el “efecto nido” (Bagatto et al., 2012).
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Un segundo grupo de animales fue seleccionado, 55 individuos juveniles de C. latirostris
de 18 meses de edad, con una media de peso igual a 3003,22 g + 504,34 DE; y LT media
de 866 mm + 57,7 DE. Se distribuyeron al azar en dos tratamientos (22 y 23 individuos
respectivamente). Fueron alojados en tanques de concreto de 4,50 m de ancho, 4,70 m de
largo y de 1 m de alto. La superficie de vivienda de estos tanques fue dividida en un drea
seca (33%) y una con agua (67%; 25 cm de profundidad) (Figura 14). La temperatura del
aire y del agua fue mantenida a 29 + 2°C, asi mismo, los tanques eran aseados diariamente

antes de alimentar a los animales y vueltas a llenar con agua a temperatura entre 25-28°C.

Figura 14. Tanques y condiciones de alojamiento de los individuos juveniles de

Caiman latirostris. (Foto de Pablo Siroski).

El diseio experimental de esta segunda etapa, donde se evalu6 el desempefio de animales
juveniles, se desarrollé de la manera antes explicada debido a caracteristicas propias de
la biologia y comportamiento de la especie. En el caso especifico de este experimento se
debe principalmente a una limitante de espacio, ya que el tamafio de las bateas plasticas
usadas en los experimentales previos (punto 2.1.1), solo aceptan un maximo de dos
individuos juveniles de C. latirostris.

La densidad de individuos es un factor limitante dentro de la cria de C. latirostris, actda
como un estresor de los individuos, lo que a su vez incide sobre el apetito de los yacarés
e interfiere directamente con la evaluacion y prueba de las dietas (Poletta et al., 2008;

Parachid-Marco et al., 2009)
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2.3.2. DIETAS Y FRECUENCIA DE ALIMENTACION.

Los yacarés empleados durante este experimento fueron alimentados con la dieta
correspondiente tres veces por semana durante 60 dias, con raciones iguales al 1% de su
peso corporal (de acuerdo con lo propuesto por Tracy et al., 2015; Francis et al., 2017).
La dietas experimentales consistieron en carcasas de pollo molido mezcladas con harina
de soja. Las dietas experimentales diferian entre ellas, en funcién de la enzima contenida
(Tabla 8), la cual era afiadida en una proporcién de 150 g de enzima por tonelada de
alimento. Las enzimas empleadas fueron AXTRA® XAP y AXTRA®PHY. La primera es
una mezcla comercial de enzimas del tipo xilanasas, amilasas y proteasas, las cuales
tienen como sustratos arabinoxilanos (fibra vegetal), amilasas (almidén) y proteinas (de
origen vegetal). La segunda contiene enzimas del tipo fitasas, las cuales hidrolizan el
acido fitico, un antinutriente presente en la soja que es secuestrante de fosforo, calcio y

otros nutrientes (Martinez et al., 2013).

Table 8. Composicion de las dietas experimentales.

Componente Dieta

Control | XAP | PHY | XAP+PHY
Harina de soja (%) 25 25 25 25
Carcasa de pollo (%) 75 75 75 75
Enzima (AXTRA®) - XAP | PHY | XAP+PHY

2.3.3. GANANCIA DE PESO Y LONGITUD DE YACARE OVERO EN
FUNCION DE LA ENZIMA EXOGENA SUPLEMENTADA.
Durante los dias 0, 30 y 60 de este experimento, los neonatos de yacarés overos
alimentados con las distintas dietas (Tabla 8) fueron pesados y medidos (LT) a fin de
determinar la eficacia de las enzimas dentro de las dietas en términos de ganancia de peso
y longitud. Del mismo modo, se colectaron los datos de crecimiento de los individuos
juveniles, aunque esto se realiz6 solo antes de iniciar el experimento y al momento de su
finalizacion. Esto a fin de evitar la manipulacién excesiva de los animales, ya que los
individuos juveniles de C. latirostris se estresan facilmente (Poletta et al., 2008) y esto
puede incidir sobre el apetito de los yacarés e interferir directamente con la evaluacion de

las dietas.
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2.3.4. ANALISIS ESTADISTICO.

La distribucion de los datos fue determinada a través de las pruebas de Shapiro-Wilk,
Levene y esfericidad de Mauchly. Se aplicaron pruebas de ANOVA de una via, Kruskal-
Wallis, Tukey, y Mann-Whitney para identificar diferencias en el peso y la longitud entre
los animales provenientes de los distintos nidos, pruebas de ANOVA de medidas
repetidas y Tukey para detectar variaciones en la ganancia de peso y longitud en el
tiempo. Estos andlisis se realizaron con un programa informdtico comercial (SPSS
version 25, IBM Corporation, Armonk, Nueva York 10504, EE.UU.), y la significacién

estadistica se fijo en alfa 0,05.

2.4. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA PEPSINA Y PROGASTRICINA
DE Caiman latirostris.
La bioinformética es una herramienta que ayuda a comprender como funcionan los
sistemas bioldgicos a nivel molecular y celular a gran escala. En particular, la genémica
y protedmica son dareas donde esta herramienta es particularmente ttil para identificar
mutaciones y variaciones. La bioinformatica junto a la filogenética pueden facilitar el
entendimiento de los procesos evolutivos de distintas especies y de como han resuelto
ciertos procesos bioldgicos, tales como la digestion de materia vegetal en el caso

particular de C. latirostris.

24.1. FILOGENIA DE LA PEPSINA Y PROGASTRICINA DE Caiman latirostris.
Para el estudio, caracterizacion y andlisis filogenético de las enzimas digestivas de C.
latirostris y otros cocodrilianos se practicé un BLAST con las secuencias genéticas de la
pepsina y progastricina de A. mississippiensis y C. latirostris, obteniéndose secuencias
correspondientes con la pepsina y progastricina de otras especies segun las bases de datos
CoGe (Comparative Genomics; https:/genomevolution.org/coge/) y NCBI/GenBank
(National Center for Biotechnology Information/GenBank;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Las secuencias de pepsina de A. sinensis, C. yacare, C. latirostris, C. porosus, C.
rhombifer, se obtuvieron de la base de datos CoGe, mientras que las secuencias de pepsina
pertenecientes a Salmo salar (GenBank ID: XM_045692911.1), Xenopus laevis
(GenBank ID: XM_041586392.1), Xenopus tropicalis (GenBank ID: XM_031895194.1),
Crotalus tigris (GenBank ID: XM_039344276.1), Protobothrops mucrosquamatus
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(GenBank ID: XM_015821752.1), Gallus gallus (GenBank ID: NM_204878.1), A.
mississippiensis (GenBank ID: XM_019485280.1) se obtuvieron del GenBank.

Del mismo modo, las secuencias de progastricina de C. yacare, C. latirostris, y C.
rhombifer se obtuvieron de CoGe, mientras que las secuencias de progastricina
pertenecientes a G. gallus (GenBank ID: NM_204877.2), Gavialis gangeticus (GenBank
ID: XM_019514231.1), A. mississippiensis (GenBank ID: KYO034227.1), A. sinensis
(GenBank ID: KY799383.1), C. porosus (GenBank ID:XM_019546661.1 ), X. laevis
(GenBank ID: XM_018248725.2), X. tropicalis (GenBank ID: NM_001015682.1),
Chelonia mydas (GenBank ID: XM_043533440.1) se obtuvieron del GenBank.

Todas las secuencias estudiadas se alinearon mediante software en linea MAFFT
(Multiple Alignment using Fast Fourier Transform; Katoh et al., 2019) y se editaron
mediante el software MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis across
computing platforms; Kumar et al., 2018). Los modelos de sustitucién de nucleétidos
mejor ajustados para el andlisis de las secuencias de pepsina (TPM3uf+I+G) y
progastricina (HKY+G) fueron obtenidos usando el programa JModelTest 2.1.7 (Darriba
et al., 2012) considerando el Criterio de Informacién de Akaike (AIC) (Akaike, 1974).

Para establecer el marco temporal en el que los cocodrilos pueden haber adquirido las
proteinas pepsina, progastricina o una secuencia ancestral similar, se estimaron los
tiempos de divergencia (tiempo hasta el ancestro comiin mas reciente, TMRCA) entre las
secuencias analizadas. El andlisis de pepsina y progastricina se realizé utilizando
Constant Size como prioridad del drbol y una datacién de reloj estricta implementada en
el software BEAST 1.8.2 (Drummond et al., 2012), que permitié estimar los tiempos de
divergencia incorporando simultdneamente la heterogeneidad de la tasa y la
incertidumbre de los pardmetros de sustitucion, la topologia del arbol y las edades de
calibracién considerando un marco bayesiano (Drummond et al., 2006; Brandley et al.,
2010). La secuencia de pepsina y progastricina de G. gallus fue seleccionada como raiz

de los arboles generados.
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Se utilizaron haplotipos unicos, tanto para el anélisis de la pepsina, como para el de la
progastricina; incorporando los mismos puntos de calibracién, divisién entre 1) grupo
externo (G. gallus), cocodrilianos, tortugas, lagartos, serpientes y aves; 2) cocodrilianos,
tortugas, lagartos, serpientes y aves; 3) cocodrilianos, lagartos, serpientes y aves; 4)
cocodrilianos, tortugas, serpientes y aves; 5) cocodrilianos, tortugas, lagartos, y aves; 6)

cocodrilianos, tortugas, lagartos, y serpientes.

La calibracion de los tiempos de divergencia se realiz6 tomando como referencia la
divergencia entre las aves y los cocodrilianos, datada aproximadamente 240 millones de
afios (Green et al., 2014). En base a esta referencia, se estimé el TMRCA mediante la
distribucién normal y una media de 240 MA con una desviacion estandar de 5,0 MA. La
estimacion final para la pepsina y progastricina incluyé 10 millones de generaciones
muestreadas.

La convergencia y la estacionalidad fueron evaluadas con el software Tracer v.1.6
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) (Rambaut et al., 2018). Por dltimo, el 10% de
las generaciones se descartd como burn-in y se resumié la distribucién posterior
utilizando un drbol consenso de regla mayoritaria y arboles de probabilidades posteriores.

Los cladogramas se visualizaron utilizando el programa FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2009).

2.4.2. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE PEPSINA Y
PROGASTRICINA DE Caiman latirostris.

A fin de generar las estructuras tridimensionales de las enzimas digestivas de C.
latiorstris, se tradujo la secuencia genética de la pepsina de A. mississippiensis (GenBank
ID: XM_019485280.1) a aminodcidos y se realiz6 un BLAST en UniProt (repositorio
donde se preservan y organizan las estructuras tridimensionales de un gran nimero de
proteinas). Esto con el objetivo de hallar la estructura tridimensional de la pepsina de esta
especie (UniProt ID: AF-AOA151NXZ1-F1).

La secuencia genética de la pepsina de C. latirostris (proveniente de CoGe) también fue
traducida a aminodcidos y se introdujo en el servidor automatizado de modelizacién
homoldégica de estructuras proteicas SWISS-MODEL a fin de generar una aproximacion
a la estructura tridimensional de la pepsina de C. latirostris, tomando como “molde” el
modelo tridimensional de la pepsina de A. mississippiensis (UniProt ID: AF-

AOA15INXZ1-F1)
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Para la obtencidn de la estructura tridimensional de la progastricina se realizaron los pasos
anteriormente descritos. En este caso se empled la secuencia aminoacidica de la
prograstricina de C. latiorstris y como “molde” la estructura tridimensional de la
progastricina de A. mississippiensis (UniProt ID: AF-AOA151NBRS5-F1).

A través PyMol, el cual es un visor molecular de cddigo abierto, se realizaron diferentes
alineamientos estructurales entre las enzimas (pepsina y progastricina) de C. latirostris y
especies de peces, anfibios, serpientes, tortugas y cocodrilianos antes mencionadas,
obtenidas a partir de UniProt y SWISS-MODEL. Dado la gran similitud estructural
observada entre la pepsina y progastricina de las diferentes especies analizadas, solo se
consideraron los alineamientos estructurales de la pepsina entre C. latirostris/S. salar
(UniProt ID: AF-AOA1S3LFZ3-F1) y C. latirostris/X. tropicalis (modelo tridimensional
construido en SWISS-MODEL).

Del mismo modo, para la progastricina se consideraron los alineamientos entre C.
latirostris/C. mydas (modelo tridimensional construido en SWISS-MODEL) y C.
latirostris/X. tropicalis (UniProt ID: AF-F7ADN3-F1). De los alineamientos
estructurales fue extraido el valor de la desviacién cuadratica media de las posiciones
atomicas (RMSD, expresado en Angstroms). Esta es la métrica cominmente usada
cuando se comparan dos estructuras proteicas, cuanto menor fue el valor del RMSD,

mejor fue la alineacion entre el par de estructuras.
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3. RESULTADOS

3.1. DIGESTIBILIDAD DE LA HARINA DE SOJA POR PARTE DE LOS
EJEMPLARES DE Caiman latirostris EN CAUTIVIDAD.

Se evaluaron los valores iniciales de las variables peso y longitud total de los animales

pertenecientes a los diferentes grupos tratamientos (Tabla 3) y no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en estas variables de interés entre los diferentes

tratamientos.

La digestibilidad de la harina de soja por parte de C. latirostris fue evaluada en cada uno
de los segmentos del intestino tanto dentro, como entre cada una de las dietas tratamiento
(Tabla 9). La digestibilidad total fue calculada promediando los coeficientes de
digestibilidad obtenidos de cada seccion del intestino delgado, ubicdndose entre 89-95 %
y siendo diferente entre las dietas tratamientos (K = 8; p = 0,018; N = 18). La
digestibilidad total de la dieta 20HS fue ligeramente menor a la digestibilidad de las dietas
40HS y 60HS (U = 3; p =0,0202; N = 18).

Tabla 9. Coeficiente de digestibilidad de la harina de soja en cada segmento de
intestino de Caiman latirostris. IDP: Intestino Delgado Proximal; IDM: Intestino
Delgado Medio; IDD: Intestino Delgado Distal; IG: Intestino Grueso. Valores expresados
como la media + desviacion estandar (DE). Numerales (#) sefalan diferencias entre dietas

y letras entre segmentos de intestino (p < 0,05).

Dieta Segmento de intestino

IDP IDM IDD 1G Total
20HS | 94,29 +6,72% | 90,82 +8,77 | 84,37 +8,96 | 28,34 +3893 | 89,94 + 2 87*
40HS | 98,73 +0,51% | 96,68 +2,14% | 90,90 + 3,78 | 74,65+17,54 | 95,44 + 1,85
60HS 04,83 +4,82 | 95,63+363 | 95,60+3,03% | 87,11 +13,02 | 95,52+ 1,73

No se encontraron diferencias significativas entre los coeficientes de digestibilidad de la
harina de soja de las dietas 20HS, 40HS, y 60HS en el segmento de intestino IDP,
observandose resultados similares en los segmentos IDM e IG. Sin embargo, en el
segmento intestinal IDD de la dieta 60HS, el coeficiente de digestibilidad de la harina fue
igual a 95,602 % siendo mayor a los obtenidos en el mismo segmento intestinal de las

dietas 20HS (U =2; p =0,0224; N = 17) y 40HS (U =4; p =0,0306; N = 17) (Tabla 9).
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Los coeficientes de digestibilidad de la soja dentro de la dieta 20HS fueron diferentes en
al menos uno de los segmentos de intestino (K = 10,85; p = 0,0125; N = 20). No se
encontraron diferencias en los coeficientes de digestibilidad de la dieta 20HS entre los
segmentos de intestino IDP e IDM. Sin embargo, el coeficiente de digestibilidad del IDP
fue significativamente mayor al del IDD (U = 3; p =0,0357; N =20) y al del IG (U =0;
p = 0,0281; N = 20), mientras que los coeficientes de digestibilidad de los segmentos

IDM, IDD e IG fueron similares entre ellos (Tabla 9).

Un comportamiento parecido fue hallado dentro de la dieta 40HS. Los coeficientes de
digestibilidad de la soja dentro de esta dieta fueron diferentes entre al menos uno de los
segmentos de intestino (K = 15,28; p = 0,0016; N = 21). El coeficiente de digestibilidad
del segmento IDP fue de 98,731% siendo superior a los coeficientes obtenidos en los
segmentos IDM (U = 5; p =0,0453; N =21), IDD (U=0; p=0,0050; N=21) e IG (U =
0; p = 0,0281; N = 21). Asimismo, la digestibilidad del segmento IDM fue igual a
96,683% siendo mayor a los coeficientes de los segmentos IDD e IG (U = 2; p = 0,0130;
N =21), mientras que los coeficientes de digestibilidad del IDD e IG no difirieron entre
si. Por su parte, la dieta 60HS no exhibi6 diferencias significativas entre los coeficientes

de digestibilidad hallados en los segmentos de intestino evaluados (Tabla 9).

Del mismo modo, fue evaluada la digestibilidad de la dieta completa (ovoalbimina +
harina de soja; Tabla 3) otorgada a los animales durante el experimento. Como se explico
anteriormente, la digestibilidad total de la dieta fue calculada promediando los
coeficientes de digestibilidad obtenidos de cada seccion del intestino delgado, ubicdndose
el promedio entre 97-99 % y siendo diferente la digestibilidad de al menos una de las
dietas tratamientos (K = 17,3; p = 0,0006; N = 24). En este caso, la dieta OHS fue 2%
menor al resto de las dietas (U = 0; p = 0,0050; N = 24) (Tabla 10).

De manera similar ocurre con la digestibilidad de las dietas en los diferentes segmentos
intestinales. En el segmento de intestino IDP el coeficiente de digestibilidad fue diferente
entre las dietas (K = 15,07; p = 0,0017; N = 24). El coeficiente de la dieta OHS fue de
97,658% siendo significativamente menor que el de las dietas 20HS (U = 0; p = 0,0082;
N =24); 40HS (U = 1; p = 0,0050; N = 24) y 60HS (U = 0; p = 0,0081; N = 24) (Tabla
10).
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Tabla 10. Coeficientes de digestibilidad de las dietas en cada segmento de intestino
de Caiman latirostris. IDP: Intestino Delgado Proximal; IDM: Intestino Delgado Medio;
IDD: Intestino Delgado Distal; IG: Intestino Grueso. Valores expresados como la media
+ desviacion estdndar (DE). Numerales (#) sefialan diferencias entre dietas y letras entre

segmentos de intestino (p < 0,05).

Dieta Segmento de intestino

IDP IDM IDD 1G Total
OHS 97,65+ 1,534 | 97,75+ 1,61 | 95,82 £ 1,39 | 53,11 £3527 | 97,07 £0,76"
20HS | 99,77+0,29 | 99,41 £0,75 | 98,37+1,56 | 59,630 +2298 | 99,22 +0,44
40HS | 99,96+0,03 | 99,79+0,21 | 9996 +0,57 | 78,88+3272 | 99,57+0,24
60HS | 99,78+0,18 | 99,80+0,17 | 99,71 £ 0,23 93,31 £ 8,17 99,77 £ 0,10

El coeficiente de digestibilidad en el segmento IDM también fue diferente entre las dietas
(K =11,85; p=0,0079; N = 22), siendo el coeficiente de digestibilidad de la dieta OHS
igual al 97,750% y menor que el de las dietas 20HS (U = 4; p = 0,0306; N = 22), 40HS
(U=0; p=0,0050; N =22) y 60HS (U =0; p=0,0142; N = 22) (Tabla 10).

Los coeficientes de digestibilidad del segmento de intestino IDD también difirieron entre
las dietas tratamientos (K = 16,05; p = 0,0011; N = 22), siendo el coeficiente de la dieta
OHS igual a 95,827% y menor al de las dietas 20HS (U = 3; p =0,0357; N =22), 40HS y
60HS (U = 0; p = 0,0050; N = 22). Asimismo, el coeficiente de digestibilidad del
segmento de intestino IDD de la dieta 60HS fue igual a 99,718% siendo superior al de las
dietas 20HS (U = 0; p = 0,0224; N = 22) y 40HS (U = 0; p = 0,0202; N = 22). Por otra
parte, los coeficientes de digestibilidad del intestino grueso no fueron diferentes entre las

dietas tratamiento (Tabla 10).

La digestibilidad de la dieta OHS fue diferente entre los segmentos de intestino (K = 14,99;
p =0,0018; n =24). La digestibilidad de esta dieta en el IG es de 53,113% siendo menor
a la de los segmentos IDP (U = 0; p = 0,0050; N = 24), IDM e IDD (U =1, p = 0.0082,
N =24). A su vez, la digestibilidad del segmento IDP fue significativamente mayor a la

digestibilidad del segmento IDD (U = 5; p = 0,0453; N = 24) (Tabla 10).

Respecto a la digestibilidad de la dieta 20HS, también fue diferente entre los segmentos
intestinales (K = 14,57; p = 0,0022; N = 22). La digestibilidad de esta dieta en el IG fue
de 59,630% vy significativamente menor a la digestibilidad obtenida para los segmentos

IDP, IDM (U =0, p =0.0050, N =22) e IDD (U =0, p =0.0121, N = 22).
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La digestibilidad de la dieta 20HS en el segmento de intestino IDP fue igual a 99,774%,
siendo similar a la digestibilidad en el IDM, pero significativamente superior a la del
segmento IDD (U =0, p =0,0357; N = 22), mientras que entre los segmentos IDM e IDD

no se hallaron diferencias (Tabla 10).

La digestibilidad de la dieta 40HS también fue diferente entre los segmentos de intestino
(K =16,29; p = 0,0009; N = 22), donde la digestibilidad en el intestino grueso fue de
78,884% e 1gual estadisticamente a la del segmento de intestino IDD y significativamente
menor a la de los segmentos IDP (U =0; p =0,0142; N=22) e IDM (U = 1; p =0,0251;
N =22). Similarmente, la digestibilidad de la dieta 40HS en el segmento IDD fue igual a
99,965% y menor que en los segmentos IDP (U = 0; p = 0,0056; N =22) e IDM (U = 1;
p=0,0082; N =22). Asimismo, los segmentos de intestino IDP e IDM obtuvieron valores
de digestibilidad similares entre ellos. Por ultimo, la digestibilidad de la dieta tratamiento

60HS no varié entre ninguno de los segmentos de intestino (Tabla 10).

La Tabla 11 muestra los datos correspondientes a la presencia o ausencia de restos de
alimento en el tracto digestivo (estomago, segmentos de intestino delgado e intestino
grueso) de C. latirostris tratados con las diferentes dietas (Tabla 3). Se encontraron restos
de alimento en todos los segmentos del intestino en cada animal bajo los tratamientos
dietarios, pero s6lo los animales alimentados con la dieta 60HS mantenian restos de

alimento en el estémago, siendo esta diferencia significativa (p < 0,0001; g/ = 3).

Tabla 11. Presencia de residuos de digestion en el tracto digestivo. +: Presencia de
residuos de alimento; -: Ausencia de residuos de alimento. IDP: Intestino Delgado
Proximal; IDM: Intestino Delgado Medio; IDD: Intestino Delgado Distal; IG: Intestino

Grueso. Numerales (#) sefialan diferencias entre dietas (p < 0,05).

Dieta Segmento del Sistema Digestivo
Estomago | IDP | IDM | IDD | IG
0HS - + + + +
20HS - + + + +
40HS - + + + +
60HS + + + + +
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3.2. EFECTO SOBRE LA SALUD Y TASA DE CRECIMIENTO DE NEONATOS
DE Caiman latirostris ALIMENTADOS CON DIFERENTES PORCENTAJES
DE HARINA DE SOJA.
Se realizaron pruebas indagatorias entre los valores iniciales de las variables peso y
longitud total de los animales pertenecientes a los diferentes nidos empleados y los grupos
tratamientos (Tabla 4). No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos tratamientos, asi como tampoco entre los diferentes nidos empleados, por lo que
se descarto la influencia del “efecto nido” sobre los resultados obtenidos relativos a la
ganancia de peso y longitud de C. latirostris alimentados con dietas enriquecidas con

harina de soja.

3.2.1. CONSUMO Y TASA DE CONVERSION DIETARIA.

El promedio de la tasa de consumo de alimento (TCA) fue de 37,86 g/dia + 10,93 DE
(desviacion estandar), siendo igual entre las dietas experimentales (Tabla 12). Sin
embargo, la TCA de los animales alimentados con las dietas 25HS y 40HS tendi6 a ser

ligeramente superior a la TCA de la dieta OHS.

El promedio del indice de conversién de alimento (ICA) fue igual a 45,69%. Sin embargo,
el ICA no fue distinto entre los animales tratados con las diferentes dietas tratamientos
(Tabla 12). Los yacarés overos alimentados con la dieta 25HS, obtuvieron un ICA
23,72% y 13,14% maés eficiente que la de los yacarés alimentados con las dietas OHS y
40HS respectivamente. Del mismo modo, el ICA de los animales alimentados con la dieta
40HS fue un 10,38% mas eficiente que la ICA de los animales alimentados con la dieta
OHS (Tabla 12). El grupo de animales de la dieta OHS necesito mds alimento en
comparacion a los alimentados con 25HS y 40HS. Los yacarés overo alimentado con la
dieta OHS debieron comer 6950 g de alimento para ganar 1000 g de peso, mientras que
los animales de los grupos 25HS y 40HS debieron comer 2890 g y 3270 g,

respectivamente, para ganar 1000 g de peso.
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Tabla 12. Tasa de consumo de alimento (TCA) e indice de conversion de alimento
(ICA) de Caiman latirostris alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja.

Valores expresados como la media + desviacion estandar (DE).

Dieta experimental TCA (g/dia) ICA (%)

OHS 34,98 + 2,08 34,30 + 34,99
25HS 38,49 +2 97 58,02 + 34,91
40HS 40,11 + 3,85 44,68 + 22,99

3.2.2. GANANCIA DE PESO Y LONGITUD EN FUNCION DE LA CANTIDAD
DE HARINA DE SOJA.

Los datos de crecimiento de los grupos tratados con las diferentes dietas durante el tiempo
experimental con relacion a las variables LT (W = 0,022; df =5; p < 0,0001; N =44)y
PC (W=0,028; df=5; p <0,0001; N =44) no cumplen con el principio de esfericidad de
Mauchly, por lo que los resultados fueron analizados con pruebas estadisticas
univariadas.

La ganancia de peso y crecimiento de los animales fue determinada a través de la
evaluacion de dietas enriquecidas con diferentes cantidades de harina de soja (Tabla 4),
en funcidn de estas dietas experimentales (Figura 15 y 16) se logré establecer la cantidad

Optima de soja a incluir en la alimentacion de C. latirostris criados en cautiverio

Al principio del estudio (0 dias), no se encontraron diferencias entre las LT de los
animales pertenecientes a los distintos grupos tratamientos. Asimismo, durante el tiempo
experimental, los animales tratados mostraron un aumento significativo de la LT (df =
1,159; p <0,0001). De esta manera, en el dia 30 la LT (285,787 mm + 2,134) fue mayor
que en el dia 0 (273,805 mm £ 1,674); en el dia 60 1a LT (307,256 mm + 3,349) fue mayor
que en los dias 0 y 30. Por dltimo, en el dia 90 la LT (326,979 mm + 4,563) fue mayor
que en los dias 0, 30 y 60 (p < 0,0001) (Figura 15).

Las dietas tratamientos no fueron diferentes entre si a través del tiempo en funcién de la
variable LT. El tratamiento OHS tuvo una GLT de 2,73%; 6,41% y 8,23% en los dias 0O-
30; 31-60 y 61-90 respectivamente. El tratamiento 25HS tuvo una GLT en los dias 0-30
y 31-60 igual a 5,93% y 8,32% respectivamente, mientras que en los dias 61-90 su GLT
fue igual a 4,81%. Por ultimo, el tratamiento 40HS tuvo una GLT de 4,52%; 7,78% y
6,21% en los dias 0-30; 30-60 y 60-90 respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Ganancia de longitud total de Caiman latirostris alimentados con dietas

enriquecidas con harina de soja.

3130 Dieta

10

10

Longitud total {mom)
g

150

0 30 &0 a0

Tiempa (Thaz)

En cuanto al PC, al inicio del estudio (0 dias), no se encontraron diferencias entre los
animales pertenecientes a los distintos grupos tratamientos, aunque a través del tiempo
experimental, los animales tratados mostraron un aumento significativo de PC (df =
1,204; p < 0,0001). El PC de los animales en el dia 30 (72,611 g £ 1,949) fue mayor que
enel dia0 (62,517 g+ 1,085); en el dia 60 el PC (87,459 g + 3,551) fue mayor que en los
dias 0 y 30. Por tltimo, en el dia 90 el PC (104,433 g + 5,353) fue mayor que en los dias
0,30y 60 (p <0,0001) (Figura 16).

El tratamiento OHS tuvo una GPC de 12,06%; 14,98% y 26,64% en los dias 0-30; 31-60
y 61-90 respectivamente. Mientras que el tratamiento 25HS tuvo una GPC en los dias 0-
30y 31-60 de 20,24% y 24,70% respectivamente, mientras que en los dias 61-90 la GPC
fue igual a 16,40%. Por ultimo, el tratamiento 40HS tuvo una GPC de 15,95%, 21,12% y
16,13% en los dias 0-30, 30-60 y 60-90 respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Ganancia de peso de Caiman latirostris alimentados con dietas

enriquecidas con harina de soja.
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Se puede observar en las Figuras 15 y 16 que la LT y el PC mostraron formas similares
entre los animales alimentados con las diferentes dietas. Los animales alimentados con la
dieta tratamiento 25HS muestran una tendencia de GLT y GPC superiores a la de los

animales alimentados con las dietas 40HS y OHS en los dias 30 y 60.

La Figura 17 muestra los valores estimados de GLT y GPC a diferentes porcentajes de
inclusion de harina de soja en el alimento después de tres meses de alimentacién. Se
pueden observar las ecuaciones parabdlicas que se utilizaron para estimar el resto de los
valores que construyen la curva. El valor maximo esperado de GPC fue de 48,9 g al 20%
de inclusién de harina de soja. Mientras que el valor maximo previsto de GLT fue de 48,4
mm al 30% de inclusién de harina de soja. Ambas curvas se interceptan al 25%, lo que
sugiere que es el valor 6ptimo de inclusiéon de harina de soja dentro de la dieta,

coincidiendo con los resultados de este estudio (Figura 15 y 16; Tabla 10 y 12).
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Figura 17. Inclusion éptima de harina de soja en el alimento de Caiman latirostris.
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3.2.3. DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS.

La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos en los andlisis del suero sanguineo de C.
latirostris alimentados con las diferentes dietas. Es posible apreciar que los valores de
Proteinas Totales, Albimina y Colesterol no se ven alterados por el contenido de harina
de soja de las diferentes dietas. Sin embargo, los niveles de Glucosa (F = 37,2889; gl =
2; p <0,0001; N = 44;) y Triglicéridos (F = 12,61; gl =2; p <0,0018; N = 44) fueron
diferentes entre los animales alimentados con las diferentes dietas.

Los niveles de glucosa presentes en el suero sanguineo de los yacarés alimentados con
las dietas OHS y 25HS eran similares entre si. Sin embargo, los animales alimentados con
la dieta 40HS presentaron niveles de glucosa iguales a 0,6294 g/L, siendo
significativamente inferiores a los hallados en los animales alimentados con las dietas

OHS (p <0,001) y 25HS (p < 0,001) (Tabla 13).

Del mismo modo, las concentraciones de triglicéridos en el suero sanguineo de los
yacarés alimentados con las dietas OHS y 25HS no presentaron diferencias entre ellas. No
obstante, los animales alimentados con la dieta 40HS obtuvieron una concentracion de
triglicéridos en sangre igual a 0,1458 g/L, siendo menor a las concentraciones de los
animales alimentados con las dietas OHS (U = 33; p < 0,0010) y 25HS (U = 47; p <
0,0120) (Tabla 13).
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Tabla 13. Perfiles bioquimicos del suero sanguineo de Caiman latirostris alimentados
con dietas enriquecidas con harina de soja. Los valores son expresados como la media
+ desviacion estandar (DE). Numerales (#) indican diferencias significativas entre las

cantidades de harina de soja en el alimento (p < 0.05).

Parametros bioquimicos
del Suero sanguineo

Dieta

OHS

25HS

40HS

Proteinas Totales (g/dL)

3,6407 £ 0,7994

4,2021 £ 0,9507

3,8347 + 0,6806

Albtminas (g/dL)

1,8353 £0,1016

1,8629 + 0,1934

1,8227 +0,1652

Glucosa (g/L)

1,2677 £ 0,1720

1,2517 £ 0,2633

0,6294 + 0,24601#

Colesterol (g/L)

2,1420 + 0,5259

2,0586 + 0,5604

1,8865 + 0,7356

0,4101 +0,4286

0,2333 +0,0842

0,1458 + 0,0783*

Triglicéridos (g/L)

3.2.4. ANALISIS DE LA MORFOMETRIA INTESTINAL Y HEPATICA.

La longitud de las vellosidades intestinales de C. latirostris variaron en funcién de la dieta
suministrada a los animales (F = 18,651; p <0,0001; N = 93), el segmento de intestino
(F: 171,880; p <0,0001; N =93) y la interaccion entre estas dos variables (F = 5,353; p
=0,002; N =93) (Tabla 14). La longitud de las vellosidades de los animales alimentados
con las dieta OHS y 40HS no variaron significativamente entre ellas. Sin embargo, los

animales alimentados con la dieta 25HS obtuvieron vellosidades més largas que las de

los yacarés alimentados con las dietas OHS (p = 0.005) y 40HS (p <0.0001).

En funcién de los segmentos intestinales, el largo de las vellosidades no fue diferente
entre los segmentos IDP (86,99 um) e IDM (81,29 um). Sin embargo, ambas fueron més
largas que las de los segmentos IDD e IG (p < 0,0001) (Tabla 14).

Del mismo modo, la longitud de las vellosidades varié con el segmento intestinal y la
dieta con la que fueron alimentados los animales. En el segmento IDP, la longitud de las
vellosidades de los yacarés alimentados con las dietas OHS y 40HS no fueron diferentes
entre ellas, mientras que las de los animales alimentados con la dieta 25HS fueron mas
largas que las de los animales de las dietas OHS y 40HS (p < 0,0001). En los segmentos
IDM e IDD la longitud de las vellosidades de los animales alimentados con la dieta OHS
no fueron diferentes a las de los yacarés alimentados con las dietas 25HS y 40HS. Sin
embargo, la longitud de las vellosidades de los animales de la dieta 25HS fue mayor que
la de los animales de la dieta 40HS (p = 0,022 y p = 0,046 respectivamente). Por dltimo,

la longitud de las vellosidades del IG fue igual entre todas las dietas.
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Tabla 14. Longitud y ancho de las vellosidades intestinales de Caiman latirostris
alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja. IDP: Intestino Delgado
Proximal; IDM: Intestino Delgado Medio; IDD: Intestino Delgado Distal; IG: Intestino
Grueso; Promedio total: Promedio de los 4 segmentos. Los valores son expresados como
la media + desviacion estandar (DE). Numerales (#) sefialan diferencias entre dietas y

letras entre segmentos de intestino (p < 0,05).

Dieta | Segmento Intestinal Medide}s morfométricas de la vellosidad
Longitud (um) Ancho (um)
IDP 81,4433 £ 6,4365* 15,5724 + 1,5945
IDM 82,7778 £ 14,2205 | 12,1611 +£2,0241
0HS IDD 52,4888 £ 11,9990 9,7489 + 2,0959
1G 15,8966 + 4,4420 11,0171 £ 3,5375
Promedio total 57,3572 £ 29,3003 12,1237 +£3,2186
IDP 104,8897 +9,3603* | 15,8654 +1,7680
IDM 87,6048 + 5,9799% 12,5252 +1,9893
25HS | IDD 64,9156 £ 15,5185 11,1333 £0,7662
1G 11,7683 + 4,9853 9,3591+ 4,0638
Promedio total 66,0819 +36,7398* | 12,1032 + 3,3388
IDP 76,8798 £ 11,1810 12,5886 +2,3288
IDM 72,5908 + 15,5023 11,3913+ 1,8478
40HS | IDD 51,8036 + 13,4342 10,0757 £ 11,9258
IG 16,0006 + 5,1525 8,6534 +2,5154
Promedio total 53,7293 £ 27,0563 10,6542 + 2,5635%
IDP 86,9918 + 15,0717 | 14,6237 +2,38974
IDM 81,2917 + 13,3983 12,0485 + 1,9235%
Total | IDD 56,4027 £ 14,4891 10,3193 +1,7345
IG 14,5551 +5,0698 9,6765 + 3,4329
Promedio total 59,0561 + 31,4004 11,6270 + 3,1040

En tanto al ancho de las vellosidades intestinales vari6 en funcién de la cantidad de soja
en el alimento (F =4,108, p = 0,020, N = 93) (Tabla 14). El ancho de las vellosidades no
vari6 significativamente entre los yacarés alimentados con las dietas OHS y 25HS, aunque
las vellosidades de estos fueron mds anchas que las de los animales alimentados con la

dieta 40HS (p = 0,044 y p = 0,048 respectivamente).
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De manera similar, el ancho de las vellosidades varié en funcién del segmento intestinal
(F: 20,666, p < 0,0001, N = 93), siendo las del segmento IDP significativamente mas
anchas que las de los segmentos IDM, IDD, e IG (p < 0.003). Las vellosidades del
segmento IDM no variaron significativamente de las del IDD, pero si fueron mas anchas
que las del IG (p = 0.006). Por ultimo, el ancho de las vellosidades intestinales no vari6

entre los segmentos IDD e IG (Tabla 14).

El ancho de las vellosidades también vari6 en funcion de las dietas y el segmento
intestinal. En el segmento IDP, las vellosidades de los animales alimentados con los
tratamientos OHS y 25HS no variaron significativamente entre ellas, pero ambas fueron
mds anchas que las de los yacarés alimentados con la dieta 40HS (p = 0,042 y p = 0,028
respectivamente).

En la Figura 18 se muestra un corte transversal del intestino delgado de C. latirostris, en
el cual se observa la mucosa intestinal diferencidndose claramente las vellosidades
intestinales (1) y algunas criptas de Lieberkiihn (2). También se distingue la capa
muscular externa (3) y la submucosa (4). En el recuadro inferior derecho se destaca la

presencia de abundante cantidad de enterocitos dentro del epitelio de las vellosidades.
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Por otra parte, en la Figura 19 son presentados algunos de los cortes transversales de
intestinos de C. latirostris obtenidos durante el desarrollo y testeo de las dietas
experimentales (Tabla 4). En tal sentido, las imédgenes estin dispuestas en filas y
columnas. Las filas corresponden a cada una de las secciones intestinales [Intestino
Delgado Proximal (IDP), Intestino Delgado Medio (IDM), Intestino Delgado Distal
(IDD), e Intestino Grueso (IG)]; y las columna indican las diferentes dietas con las que

fueron tratados los animales (OHS, 25HS, y 40HS).

Figura 19. Cortes transversales de intestinos de Caiman latirostris alimentados con

dietas enriquecidas con harina de soja.

OHS 25HS

40HS
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En la Figura 20 se puede observar el porcentaje de lipidos presentes en el higado de C.
latirostris de acuerdo con la cantidad de harina de soja contenida dentro de las dietas
tratamiento (F = 9,032; g/ 2; p = 0,001; N = 24). Los yacarés alimentados con las dietas
OHS y 25HS contenian cantidades similares de lipidos en el higado. Sin embargo, los
yacarés alimentados con la dieta 40HS presentaron menor cantidad de lipidos en el higado

que los animales alimentados con las dietas OHS (p = 0.003) y 25HS (p = 0.005).

Figura 20. Porcentaje de lipidos presente en el higado de Caiman latirostris

alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja.
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Por otra parte, en la Figura 21 se muestran algunos de los cortes transversales de higados
de C. latirostris obtenidos al final de los testeos de las dietas experimentales (Tabla 4).
En la Figura 21A se puede observar un corte de higado con la presencia de hepatocitos
(3), una arteria hepatica (2) y dos conductos biliares (1). También se pueden apreciar
cantidades moderadas de hemosiderina (4) y multiples espacios claros discretos [macro y
micro vacuola lipidicas (5)] que representan una lipidosis severa en el higado. La Figura
21B pertenece al higado de un animal tratado con la dieta OHS, mientras las Figuras 21C
y Figura 21D corresponden a los higados de animales tratados con las dietas 25HS y

40HS respectivamente.
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Figura 21. Cortes transversales de higados de Caiman latirostris alimentados con

de soja (100X).
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consumido por los animales criados en cautiverio en el Proyecto Yacaré, el cual es de una

tonelada mensual en promedio. Se compararon los costos de dos tipos de alimento, uno

sin harina de soja (100% carcasas de pollo) y otra con harina de soja (75% carcasas de

pollo y 25% de harina de soja), siendo el valor de la materia prima para elaborar la dieta

sin harina de soja 24% mads alto que el valor de la dieta con harina de soja.

Otro de los costos asociados son el del transporte de la materia prima desde el distribuidor

hasta las instalaciones de cria. Los valores asociados a este son variables segin sea la

distancia entre ambas instalaciones. En Argentina, representa el costo mds alto dentro de

la elaboracién de ambas dietas. Sin embargo, el transporte de las materias primas para
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primas para preparar la dieta sin harina.
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Tabla 15. Costos de dietas enriquecidas con y sin harina de soja en Argentina.

Valores para preparar una tonelada de alimento.

Dietas

Costos Sin harina de soja Con harina de soja

Carcasas de pollo | Carcasas de pollo | Harina de soja
Materia prima 1000 US$ 750 US$ 10,05 US$
Transporte 100 US$ 50 US$ 25 US$
Almacenaje 22 US$ 22 US$ 0 US$
Manejo 11,22 US$ 8,22 US$ 0,35 US$
Total 1133,22 US$ 865,62 US$

Por otra parte, el almacenamiento y refrigeracion de las materias primas para preparar
ambas dietas acarrean el mismo costo. Asimismo, la preparaciéon de las dietas, la
alimentacion de los animales y el exceso de alimento brindado a los animales conlleva
pérdidas econdmicas asociadas a la manipulacién de los ingredientes y a factores
humanos, los cuales representan aproximadamente el 1% de la sumatoria de los costos de
la materia prima, el transporte y almacenamiento, siendo hasta un 23,62% menor este
valor en la dieta con harina de soja. Finalmente, la dieta con harina de soja es hasta un

23, 61% mdés econdmica que la dieta compuesta solo de carcasas de pollo.

3.3. EFECTO DE LA INCLUSION DE ENZIMAS DIGESTIVAS EXOGENAS,
SOBRE LA DIGESTIBILIDAD DE LA DIETA Y LA TASA DE
CRECIMIENTO EN NEONATOS Y JUVENILES DE Caiman latirostris.

Los valores iniciales de las variables peso y longitud total de los animales pertenecientes

a los diferentes nidos y grupos de tratamiento (Tabla 8) se sometieron a pruebas

indagatorias. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento

ni entre los nidos utilizados, lo que sugiere que el "efecto nido" tampoco fue influyente
en los resultados obtenidos en relacién con la ganancia de peso y longitud de C. latirostris

alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas digestivas.
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3.3.1. EFECTO DE LA INCLUSION DE ENZIMAS DIGESTIVAS EXOGENAS,
SOBRE LA TASA DE CRECIMIENTO EN NEONATOS DE Caiman
latirostris.

Los datos de crecimiento de los grupos tratados con las diferentes dietas durante el tiempo

experimental con relacion a las variables LT (W = 0,273; df =2; p < 0,0001; N=72) y

PC (W=0,118; df=2; p <0,0001; N =72) no cumplen con el principio de esfericidad de

Mauchly, por lo que los resultados fueron analizados con pruebas estadisticas

univariadas.

La inclusiéon de enzimas digestivas exdgenos dentro de la dieta para yacarés overos
criados en cautiverio fue establecida mediante una dietas a base de carcasas de pollo
suplementadas con 25% de harina de soja y enzimas digestivas AXTRA® XAP y
AXTRA®PHY (Tabla 8), evaluando la ganancia de peso y longitud total de los animales

en funcién de estas dietas experimentales (Figura 22 y 23).

En el inicio del estudio (dia 0), no se observaron diferencias en la LT de los animales
pertenecientes a los diferentes grupos de tratamiento. Sin embargo, a medida que avanzé
el tiempo experimental, los animales tratados mostraron un aumento significativo en su
LT (df=1,158; p <0,0001). En el dia 30, la LT (279,720 mm + 2,480) fue mayor que en
el dia 0 (253,760 mm + 1,610). Asimismo, la LT (304,860 mm =+ 3,420) en el dia 60 fue
mayor que en los dias 0y 30 (p < 0,0001) (Figura 22).

No se observaron diferencias en la variable LT entre las dietas de tratamiento a lo largo
del tiempo. Durante los dias 0-30 y 31-60, el tratamiento control tuvo una tasa de
crecimiento de LT (GLT) del 9,24% y 8,98%, respectivamente. El tratamiento que
incluy6 la enzima AXTRA® XAP tuvo una GLT del 9,68% en los dias 0-30 y 9,04% en
los dias 31-60, mientras que la dieta con la enzima AXTRA® PHY mostré una GLT del
11,45% en los dias 0-30 y 8,83% en los dias 31-60. Finalmente, la dieta que contenia la
mezcla de ambas enzimas tuvo una GLT del 10,53% y 8,33% en los dias 0-30 y 31-60,

respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Ganancia de longitud total de neonatos de Caiman latirostris alimentados

con dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas digestivas.
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Por otra parte, el PC al dia 0 (53,390 g + 0,699), no fue diferente entre los animales
pertenecientes a los distintos tratamientos. Sin embargo, todos los individuos
experimentaron una GPC significativa a lo largo del tiempo experimental (30 y 60 dias)
(df = 1,063; p < 0,0001). En el dia 30, el PC (63,063 g + 1,240) fue mayor que en el dia
0 (253,760 mm + 1,610). Asimismo, el PC (88,458 g +2,676) en el dia 60, fue mayor que
en los dias 0 y 30 (Bonferroni: p < 0,0001) (Figura 23).

No se encontraron diferencias en la variable de peso entre las dietas de tratamiento a lo
largo del tiempo. Durante los dias 0-30 y 31-60, la dieta control registr6 una GPC del
13,42% y 43,51%, respectivamente. La dieta que incluy6 la enzima AXTRA® XAP
mostré una GPC del 18,85% en los dias 0-30 y 37,26% en los dias 31-60, mientras que
la dieta con la enzima AXTRA® PHY tuvo una GPC del 21,30% en los dias 0-30 y
40,12% en los dias 31-60. Por ultimo, la dieta que contenia la mezcla de ambas enzimas

registré una GPC del 18,90% en los dias 0-30 y 40,26% en los dias 31-60 (Figura 23).
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Figura 23. Ganancia de peso de neonatos de Caiman latirostris alimentados con

dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas digestivas.
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3.3.2. EFECTO DE LA INCLUSION DE FITASAS SOBRE LA TASA DE
CRECIMIENTO EN JUVENILES DE Caiman latirostris.

Del mismo modo que en el estudio de enzimas digestivas en las dietas para neonatos de

C. latirostris, también se incluyeron enzimas digestivas dentro de la dieta para individuos

juveniles de la especie criados en cautiverio. En este caso, la dieta se compuso de 75%

carcasas de pollo molidas; 25% de harina de soja y la enzima digestiva AXTRA® PHY.

Esto debido a que previamente, esta fue la dieta que genero mejores resultados respecto

a la ganancia de peso y de longitud total en los individuos de 6 meses de edad (Figura 22

y 23).

Transcurrido el periodo experimental, la GLT y el GPC de los juveniles de C. latirostris
tratados con las dietas con y sin enzimas no fueron diferentes entre los grupos. La GLT
de los animales alimentados con la dieta con la enzima AXTRA® PHY fue de 79 mm +
39,26; mientras que la GPC fue de 737,08 g + 350,79. Por otra parte, la GLT de los
animales alimentados con la dieta sin enzimas fue de 85 mm + 24,38; mientras que la

GPC fue de 700,67 g + 264,74 (Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Ganancia de longitud total de juveniles de Caiman latirostris alimentados

con dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas del tipo fitasas.
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Figura 25. Ganancia de peso de juveniles de Caiman latirostris alimentados con

dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas del tipo fitasas.
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A pesar de que la GLT y GPC de los animales neonatos y juveniles alimentados con la
dieta con 25% de soja + enzimas AXTRA PHY no fueron estadisticamente significativa
en ninguno de los casos, igualmente se decidi6 comparar los porcentajes de ganancia de
GLT y GPC entre ambas clases etarias del yacaré overo alimentados con dicha dieta. Esto
con el objetivo de determinar en cual etapa del ciclo de vida de C. latirostris es mejor
implementar dietas con 25% de soja + enzimas AXTRA PHY a fin de optimizar la

nutricién de la especie en cautiverio (Figuras 26 y 27).

La ganancia de longitud de los individuos fue diferente segun la clase etaria (F = 31,08;
P <0,0001; n =29), siendo significativamente mayor el 22,05% de GLT obtenido por los
individuos neonatos al 9,27% obtenido por los individuos juveniles (Figura 26). Del
mismo modo, la ganancia de peso también fue diferente segun la clase etaria (F = 20,57,
p <0,0001; N =29). La GPC de los individuos neonatos fue igual a un 73,29%, siendo

significativamente superior al 27,34% obtenido por los individuos juveniles (Figura 27).

Figura 26. Ganancia de longitud de neonatos y juveniles de Caiman latirostris

alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas del tipo fitasas.
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Figura 27. Ganancia de peso de neonatos y juveniles de Caiman latirostris

alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja y enzimas del tipo fitasas.
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3.4. ANALISIS BIOINFORMATICO Y FILOGENETICO DE ENZIMAS
DIGESTIVAS DE Caiman latirostris.

3.4.1. ANALISIS BIOINFORMATICO Y FILOGENETICO DE LA PEPSINA DE
Caiman latirostris.

La secuencia de ADN de la pepsina de C. latirostris es caracteristicamente lineal y de
doble cadena con una longitud de 1146 bp. La composicion general de la cadena L es
24,3% A;27,3% C; 22,9% G; 'y 25,5% T. En relacion con otras especies de cocodrilianos,
la longitud de la secuencia de ADN de la pepsina de C. latirostris es: igual a la de C.
yacare, mayor a la de C. porosus (1136 pb) y mds corta que la de A. mississippiensis y A.
sinensis (1268 pb). El alineamiento entre estas secuencias de cocodrilianos muestra un
90,5% de igualdad entre pares de bases (pb) y un 82,1% de identidad entre secuencias.

En la Figura 28 se presenta el alineamiento multiple de secuencias (MSA) de ADN de
pepsina entre las diferentes especies de cocodrilianos. En éste se observé la presencia de
GAPs; en C. porosus, desde 524-530 pb; y en las secuencias de C. latirostris, C. yacare
y C. porosus se encontraron regiones donde no ocurri6 correspondencia de bases, desde

297-417 pb, con el resto de las secuencia evaluadas.
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Figura 28. MSA de ADN de pepsina de Caiman latirostris y otros cocodrilianos.

Alligator sinensis ACATCCCTGGTATCATCAATGAGGATGCCACTGAGCCCATGAAAMACAGTCTCGATCTTC 260
Caiman yacare ACATCCCTGGRTATCATCAACGAGGATGCCACTGAGCCCATGAAAAACAGTCTCGAT---- 296
Caiman latirostris ACATCCCTGRTATCATCAACGAGGATGCCACTGAGCCCATGAAAMACAGTCTCGAT---- 296
Crocodylus Porosus ACATCCCTGGRTATCATCAACGAGGATGCCACTGAGCCCATGACAMACAGTCTGRGAT---- 284
Alligator mississsippiensis ACATCCCTGGTATCATCAACGAGGATGCCACTGAGCCCATGAAAAACAGTCTCGATCTTC 280
Alligator sinensis AGTATTTTGGGACCATCTCCATCGGCACCCCAGCCCAGGAGTTCACCGTCCTCTTTGACA 3608
Caiman yacare = @—o-----oo--o--—-- A-mm e 297
Caiman latirostris = = -------oomoomoooo A 297
Crocodylus Porosus 0 —--eemmmmemoooooo et ettt e 295
Alligator mississsippiensis AGTATTTTGGGACCATCTCCATTGGCACCCCAGCCCAGGAGTTCACCGTCCTCTTTGACA 368
Alligator sinensis CTGGRCTCCTCCAACCTGTGGRETGCCCTCTATGTACTGCTCCAGCCCAGCCTRCAAAAACC 420
Caiman yacare = = =0 coceemmmmmm o L e iy AACC 382
Caiman latirostris = = & —cccommmmm - Ao - AACC 382
Crocodylus POrosus 0 —ememm e Ao - AACC  36e
Alligator mississsippiensis CCGGCTCCTCCAACCTGTGGGTGCCCTCTGTGTACTGCTCCAGCCCAGCCTGCAAAMACC 420
Alligator sinensis ACCACAGCTTCAACCCAAAGAAGTCATCCACCTACCAGGCCACCAATGAGAGCATCTCCA 4808
Caiman yacare ACCACAGCTTCAACCCAAAGAAGTCGTCCACCTACCAGGCCACCAATGAGAGCATCTCCA 362
Caiman latirostris ACCACAGCTTCAACCCAAAGAAGTCGTCCACCTACCAGGCCACCAATGAGAGCATCTCCA 362
Crocodylus Porosus ACCACACCTTCAACCCAAAGATGTCGTCCACCTACCAGGCCACCAATGAGAACATCTCCA 2608
Alligator mississsippiensis ACCACAGCTTCAACCCAAAGAAGTCGTCCACCTACCAGGCCACCAATGAGAGCATCTCCA 488
Alligator sinensis TCCAGTACGRCACTGGCAGCATGACTGGATTCCTGGCTTATGACATCATCCATGTTGRAG 548
Caiman yacare TCCAGTACGGRCACTGGRCAGCATGACTGGATTCCTGGCTTATGACATCATCCATGTTGGAG 422
Caiman latirostris TCCAGTACGGCACTGGCAGCATGACTGGATTCCTGGCTTATGACATCATCCATGTTGGAG 422
Crocodylus Porosus TCCAGTACGRCACTGRCAGCATGACTGGATTCCTGGCTTATGA - ------ CATGTTGGAA 413
Alligator mississsippiensis TCCAGTACGGCACTGGCAGCATGACTGGATTCCTGGCTTATGACATCATCCATGTTGGAG 548

Por otra parte, en la Figura 29 se presenta la aproximacion de la estructura tridimensional
de la pepsina de C. latirostris, la cual no presenta una arquitectura caracterizada. Esta
posee, en los fragmentos aminoacidicos: 1-16 una secuencia sefial, 17-382 una cadena en
la que se encuentra anidado el dominio “Peptidasa A1” (residuos 71-379), en los residuos

102-107 y 262-266 multiples enlaces disulfuro.

Respecto a los alineamientos estructurales entre la pepsina de yacaré overo y otras
especies, en la Figura 30 se puede observar el alineamiento correspondiente a la pepsina
de C. latirostris y S. salar, mientras que en la Figura 31 se aprecia el alineamiento entre
la pepsina de C. latirostris y X. tropicalis. También debajo de cada figura, se pueden
detallar los alineamientos secuenciales, donde se aprecia con mayor facilidad las regiones
donde hubo o no correspondencia entre los aminodcidos de cada enzima.

El valor RMSD obtenido para el alineamiento estructural entre las pepsinas de C.
latirostris y S. salar fue de 0,576 (268-268 atomos alineados). Por otra parte, el valor
RMSD hallado para el alineamiento estructural entre las pepsinas de C. latirostris y X.

tropicalis fue de 0,214 (291-291 atomos alineados).

65



Figura 29. Aproximacion de la estructura tridimensional de la pepsina de Caiman
latirostris, visualizada en PyMol, de acuerdo con su estructura secundaria: o hélices rojas,

3 hojas amarillas, y bucles verdes

La Figura 32 muestra el arbol filogenético mas probable, resultante del anédlisis de las
secuencias de ADN de pepsina de cocodrilianos y el resto de los grupos. El arbol obtenido
a través de BEAST se organizé en una topologia de cuatro clados o ramas: el clado
superior corresponde a las serpientes (P. mucrosquamatus y C. tigris), le sigue el clado
de los cocodrilianos (A. sinensis, A. mississippiensis, C. latirostris, C. yacare, y C.
porosus), luego el clado de las ranas (X. tropicalis y X. laevis), y por dltimo los peces (S.
salar). También se puede apreciar que el ancestro comin mds cercano entre cocodrilianos
y serpientes es diferente al de ranas y peces. Del mismo modo, la divergencia entre los

cocodrilianos y el ancestro comtn en serpientes y ranas ocurrid en un tiempo reciente.

Con relacion al clado de los cocodrilianos en el arbol filogenético de la pepsina, éste se
separa en dos ramas, que corresponden a las especies que pertenecen a la familia
Alligatoridae (A. sinensis, A. mississippiensis, C. latirostris, C. yacare) y la familia
Crocodilidae (C. porosus). Es importante sefialar que la tasa de sustitucién de nucleétidos
del arbol es de 0.04. Siendo en los clados de peces y ranas donde se acumulan mayor
cantidad de cambios nucleotidicos en comparacion a serpientes y cocodrilianos.

Por altimo, los numeros que se observan en la base de cada rama del arbol se refiere a las
probabilidades posteriores, las cuales indican que el arbol esta adecuadamente sustentado

debido a que los valores de las ramas son superiores a 0.97 (Figura 32).
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Figura 30. Alineamiento estructural de las pepsinas de Caiman latirostris y Salmo

salar. Pepsina de C. latirostris (verde); pepsina de S. salar (verde cian).
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Figura 31. Alineamiento estructural de las pepsinas de Caiman latirostris y Xenopus

tropicalis. Pepsina de C. latirostris (verde); de pepsina X. tropicalis (magenta).
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Figura 32. Arbol filogenético de la pepsina. Incluye secuencias de serpientes, cocodrilianos, ranas, y peces; utilizando Gallus. gallus como
outgroup. La barra inferior muestra el tiempo de divergencia en una escala temporal (MA)
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3.4.2. ANALISIS BIOINFORMATICO Y FILOGENETICO DE LA
PROGASTRICINA DE Caiman latirostris
La secuencia ADN de la progastricina del yacaré overo posee una longitud genémica de
1578 pb. La composicion general de la cadena L es 23.4% A, 28.2% C, 23.2% G, y 25.3%
T. La secuencia de ADN de la progastricina de C. latirostris posee la misma longitud que
la secuencia de la misma enzima en A. mississippiensis, C. yacare, y C. rhombifer (1576
pb). Igualmente, es mds larga que la secuencia de G. gangeticus (1508 pb) y C. porosus
(1483 pb) y un par de bases mds corta que la secuencia en A. sinensis (1583 pb). El
alineamiento entre estas secuencias de cocodrilianos mostré un 91,6% de igualdad entre

pares de bases y un 80,7 % de identidad entre las secuencias.

En la Figura 33 se presenta el MSA de ADN de progastricina entre las diferentes especies
de cocodrilianos. Es posible apreciar la presencia de una region variable desde el pb 1100
hasta 1106 en todas las especies analizadas. También presentan una cola poli T desde el
pb 1396 hasta el 1430, ademas de multiples GAPs (de pequefias longitudes) en todas las
secuencias evaluadas: C. rhombifer (pb 33-134; 403-404; 483-524; 726-727; 978-991; y
1074-1077), C. porosus (pb 482-497), A. sinensis (pb 567-570 y 1084-1088), A.
mississippiensis (pb 567-570; 843-846; y 1084-1088), C. latirostris (pb 567-570; 843-
846; y 1084-1088), C. yacare (pb 567-570 y 1084-1088), y G. gangeticus (pb 567-570).

Figura 33. MSA de ADN de progastricina de Caiman latirostris y otros cocodrilianos.

Alligator mississippiensis ----- TTTCAGCCCCGTGTCCAGGACTGAACTGCAGTGACCGGAGGACCCTTTGERAACT 55
Alligator sinensis TGTGTTTTCAGCCCCATATCCAGGACTGAACTGCGGTGACCAGAGRACCCTTTGGREAACT 60
Caiman latirostris ----- TTTCAGCCCCGTGTCCAGGACTGAACTGCAGTGACCGGAGGACCCTTTGERAACT 55
Caiman yacare = ----- TTTCAGCCCCGTGTCCAGGACTGAACTGCAGTGACCGGAGGACCCTTTGGRAACT 55
Crocodylus porosus TCCCATGTCAGCCCCGTGTCCAGGACTGAACTGCAGTGACCGGAGGACCCTTTGGRGAACC 68
Crocodylus rhombifer ------- TCAGCCCCATGTCCAGGACTGAACTGCAGTGACCGGAGGACCCTTTGGRAACE 53
Gavialis gangeticus TCCCATGTCAGCCCCGTETCCAGGACTGAACTGCAGTGACCCGAGRACCCTTTGREAACT 60
Alligator mississippiensis TGAGGGGGTGGTGAGAGTTCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCGLRGAGGTGATGAGGRA 175
Alligator sinensis TGAGGGRGATGGTGAGAGTTCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCGGGAGGTGATGAGGGA 188
Caiman latirostris TGAGGGGGTGETGAGAGTTCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCGAGAGGTGATGAGGRA 175
Caiman yacare TGAGGGGGTGATGAGAGT TCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCGAGAGGTGATGAGGRA 175
Crocodylus porosus TGAGGGGATAGTGGGAGTTCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCAGGAGGTGATGAGGGA 188
Crocodylus rhombifer TGAGGGGCTAGT - -GAGTTCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCAGGAGGTGATGAGGRA 171
Gavialis gangeticus TGAGGGGATAGTGAGAGTTCCCTTGAAAAGATTCAAGTCCATGCAGGAGGTGATGAGGGA 188
Alligator mississippiensis CAATCAGTTCGCTGTTGTTTCCGAACCCCTGGCTAACTACATAGATATGTCCTACTATGG — 295
Alligator sinensis CAATCAGTTCGCTGTTGTTTCCGAACCCCTGGCTAACTACATAGATATGTCCTACTATGG 388
Caiman latirostris CAATCAGTTCGCTGTTGTTTCCGAACCCCTRGCTAACTACATAGATATGTCCTACTATGG 295
Caiman yacare CGATCAGTTCGCTGTTGTTTCCGAGCCCCTGGCTAACTACATAGATATGTCCTACTATGG 295
Crocodylus porosus CAATCAGTTCTCTGTTGCTTCTGAACCCCTOGCTAACTACATAGATGTGTCCTACTATGG 388
Crocodylus rhombifer CAATCAGCTCTCTGTTGCTTCTGAACCCCTRGCTAACTACGTAGAT-TGTCCTACTATGG 298
Gavialis gangeticus CAATCAGTTCTCTGTTGTTTCTGAACCCCTGGCTAACTACGTAGATATGTCCTACTATGG 388
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Figura 33. MSA de ADN de progastricina de Caiman latirostris y otros cocodrilianos.
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CAATCTGTGGGTGCCTTCCGTGTACTGCCAGAGCGAGGCCTGCACCAACCACCCACTGTT
CAACCTGTGGGTGCCTTCCGTGTACTGCCAGAGCGAGGCCTGCACCAACCACCCACTGTT
CAATCTGTGGGTGCCTTCCGTGTACTGCCAGAGCGAGGCCTGCACCAACCACCCACTGTT
CAATCTGTGGGTGCCTTCCGTGTACTGCCAGAGCGAGGCCTGCACCAACCACCCACTGTT
CAACCTGGGGETGCCTTCCAGGTACTGCCCGAGCGAGGCCTGTACCAACCCCCCGETATT
CAACCTGGGGRGTGCCTTCCAGGTACTGCCAGAGCGAGGCCTG--CCAACCCCCCRETRTT
CAACCTGCGRGEECCTTCCGTGTACTGCTAGAGCGAGGCCTGCACCAACCACCTGETETT

GACTGGCAGCCTCNCAGGAATCTTTGGCTATGACACCGTCACCATCCAGAACGTTGCCAT
GACTGGCAGCCTCACAGGAATCTTTGGCTACGACACCGTCACCATCCAGAACGTTGCCAT
GACTGGCAGCCTCACAGGAATCTTTGGCTATGACACCGTCACCATCCAGAACGTTGCCAT
GACTGGCAGCCTCACAGGAATCTTTGGCTATGACACCGTCACCATCCAGAACGTTGCCAT
G-----mmmmmm oo GGAATCTTCGGCTACGACACCGTCGCTATCCAGACCATAGCCAT
GA-----mmm e ATCCAGACCATAGCCAT
GACTGGCAGCCTTACAGGAATCTTCGGCTACGACACCGTCACCATCCAGACCATTGCCAT

CTCAGACCAGGAGTTTGGCCTGAGCG- - - -AGACGGAGCCTGRCACCAACTTTGTCTATG
CTCAGACCAGGAGTTTGGCCTGAGCG- - - -AGACGGAGCCTGRCACCAACTTTGTCTATG
CTCAGACCAGGAGTTTGGCCTGAGCG- - - -AGACGGAGCCTGGCACCAACTTTGTCTATG
CTCAGACCAGGAGTTTGGCCTGAGCG- - - -AGACGGAGCCTGRCACCAACTTTGTCTATG
CTCAGACCGGGAGTTTGGCCTGAGTGAG -CAGACAGAGCCTGRCACTAACTTCGTCTATG
CTCAGACCGGRAGTTTGECCTGAGTGAGACAGACAGAGCCTGRCACTAACTTTGTCTATG
CTCAGACCAGGAGTTTGGCCCGAGTG- - - -AGACGRAGCCTGGCACTAACTTCGTCTACG

TT----GTTTCTCCATCGRTGGACAGACCACTAECTGATGTAGCAGTGGETGCCAAGGCA
TTGAGGGTTTCTCCATCAGTGGACAGACCACTGECTGGTGTAGCAATGGCTGCCAAGGCA
TT----GTTTCTCCATCGATGGACAGACCACTGGCTGGTGTAGCAGTGGCTGCCAAGGCA
TTGA--GTTTCTCCATCGRTGGACAGACCACTGECTGGTGTAGCAGTGGCTGCCAAGGCA
TCGRAGAGTTTCTCCATTGATGGACAGACCGCTAECTGATGTAACAATGGCTGCCAAGGCA
TCGAG-GTTTCTCCATCGATGGACAGACCGCTAECTGATGTAACAATGGCTGCCAAGGCA
TTGAGAGTTTCTCCATCAATGGACAGACCACTGGCTGGTGTAACAATGGCTGCCAAGCCA

GAGTCTATTGGAGCTGAGGAAGACAGCAACGLCCAGTACGTTGTTAGCTGTGACAGCATT
GAGTCTATTGGAGCTGAGCANGACAGTGACGGCCAGTACGTTGTTAGCTGTGACAGCATT
GAGTCTATTGGAGCTGAGGANGACAGCAACGGCCAGTACGTTGTTAGCTGTGACAGCATT
GAGTCTATTGGAGCTGAGGAAGACAGCAACGLCCAGTACGTTGTTAGCTGTGACAGCATT
GAGTCTATTGGAGCTGAGCCAAGCAGCAACGLCCAGTACGTTGTTGGCTGTGACAGCACC
GAGTCTATTGGAGCTGA-------------- GCCAGTACGTTGTTGGCTGTGACAGCACC
GAGTCTATTGGAGCTGAGCAAAGCGGCAACGLRCCAGTACGTTGTTGGCTGTGACAGCATT

GATAGCCTGCCAACCATCTCCTTTGTCATCGGTGGAACCAGCCTCCCTCTGCCTCCCTCT
GATAGTCTGCCAACCATCTCCTTTGTCATCGGTGGAACCAGCCTCCCTCTGCCTCCCTCT
GATAGCCTGCCAACCATCTCCTTTGTCATCGETGGAACCAGCCTCCCTCTGCCTCCCTCT
GATAGCCTGCCAGCCATCTCCTTTGTCATCGGTGGAACCAGCCTCCCTCTGCCTCCCTCT
GATAGCCTGCCAACCATCTCCTTTGTCATCGGTGGAACCAGCCTCCCCCTGCCTACATCA
GATAGCCTGCCAACCATCTCCTTTGTCATCGETGGAACCAGCCTCCCCCTGCC----TCA
GATAGCCTGCCAACCATCTCCTTTGTGATCAGTGGAACCAGCCTCCCTCTGCCTACGTCA

GCC----- TACGTCATCCA--G-AG-CACAGATGGTAGCTGCGTGGTTGGCATTGGGCCC
GCC----- TACGTCATCCA--G-AG-CACAGATGGTAGCTGCATGGTTGGCATTGGGCCC
GCC----- TACGTCATCCA--G-AG-CACAGATGGTAGCTGCGTGGTTGGCATTGGGCCC
GCC----- TACGTCATCCA--G-AG-CACAGATGGTAGCTGCGTGGTTGGCATTGGGCCC
TCCAGGTATGCGTTTCTCATTGCACCCACAGAGGGCAGCTGCGTTGTTGGCATTGGGCCC
G- AG-CACAGAGGGCAGCTGCGTTATTGGCATTGGGCCC
TCCAGGTATGCATTTCTCATT - -AG-CACAGATGGCAGCTGCGTTGTTGGCATTGGGCCT

TGAACTCTGCTGACCTTTITITTTITITTITTITITITTTITITTITTTITITITITITTITTARAGCGT
TGAACTTTGATTTTTTITITITTTITITITITI I ITIITITITITTITITITITITITGTTGAAGCCT
TGAACTCTGCTGACCTTTITITTTITTTITTTITTITTTITITITTITITITITITITGTTARAGCGT
TGAACTCTGCTGACCTTTITITTTITITTITTTITITIITTITITTITTITITITITITITGTTARAGCGT
TGAACTCTGCC - - - —mmmmmm e TTTTTTTTGTTGAAGCCT
TGAACTCTGCCTTTTTITITITTTIITTITITIITITIITTIITITTITITITITITITITTGAAGCCT
TGAACTCTGCC------- - - oo oo - TTTTTTTGTTGTTGTTGTTGAAGCCT

CTCTCTCTTGTACAATTAGTGGTATGAAATTCCGGRCTCTCTTCCAARAGGTGACTGCAAA
CTCTTTTTTGTACAATTAGTGGTATGAAATTCCGGGCTTTCTTCCAAAGGGGACTGCAAR
CTCTCTCTTGTACAATTAGTGGTATGAAATTCCGGGCTCTCTTCCAAAGGTGACTGCAAA
CTCTCTCTTGTACAATTAGTGGTATGAAATTCCGGRCTCTCTTCCAAAGGTGACTGCAAA
CTCTCTCTTGTACGATTGGTGGCATGAAATTCTGGGTTCTCAT - - - - - - - - - - -
CTCTCTCTTGTACAATTGGTGGTATGAAATTCTGGGTTCTCATCCAMAGGTGACTGCAAA
CTCTCTCTTGTACAATTGGTGGTATGAAATTCTGGGTTCTCATCCARAGGTGACTGCAAA
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La Figura 34 muestra la aproximacion estructural de la progastricina de C. latirostris, la
cual tampoco presenta una arquitectura definida. Esta posee, desde el residuo
aminoacidico: 1-16 una secuencia sefal, 17-393 una cadena en la que se encuentra
anidado el dominio “Peptidasa A1” (residuos 72-390) y en los residuos 103-108 y 314-

348 enlaces disulfuro.

Figura 34. Aproximacion de la estructura tridimensional de la progastricina de
Caiman latirostris. Visualizada en PyMol, de acuerdo con su estructura secundaria: o

Hélices verdes cian, B hojas rojas, y bucles magenta.

En cuanto a los alineamientos estructurales entre la progastricina de yacaré overo y otras
especies, en la Figura 35 se puede observar el alineamiento correspondiente a la
progastricina de C. latirostris y C. mydas, mientras que en la Figura 36 se observa el
alineamiento entre la progastricina de C. latirostris y X. tropicalis. Del mismo modo,
debajo de cada figura se pueden observar los alineamientos secuenciales, donde se aprecia
con mayor facilidad las regiones donde hubo o no correspondencia entre los aminoécidos
de cada enzima. El valor RMSD obtenido para el alineamiento estructural entre las
progastricinas de C. latirostris y C. mydas fue de 0,357 (275-275 atomos alineados). Por
otra parte, el valor RMSD hallado para el alineamiento estructural entre las progastricinas

de C. latirostris y X. tropicalis fue igual a 0,845 (298-298 atomos alineados).
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Figura 35. Alineamiento estructural de las progastricinas de Caiman latirostris y

Chelonia mydas. Progastricina de C. latirostris (verde); Progastricina C. mydas (verde

cian)
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Figura 36. Alineamiento estructural de la progastricina de Caiman latirostris y

Xenopus tropicalis. Progastricina de C. latorostris (verde), Progastricina de X. tropicalis

(magenta).
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La Figura 37 muestra el arbol filogenético mds probable, obtenido en el anélisis BEAST
de las secuencias de ADN de progastricina de cocodrilianos y el resto de los grupos. El
arbol se separ6 en tres clados: el superior corresponde a las tortugas (C. mydas), seguido
por el clado de los cocodrilianos (G. gangeticus, C. rhombifer, C. porosus, A. sinensis, A.
mississippiensis, C. latirostris, y C. yacare) y luego el clado de las ranas (X. tropicalis y
X. laevis). Cocodrilianos y tortugas difieren a las ranas respecto al ancestro comtin més
cercano. En este drbol, el clado de los cocodrilianos también se separa en ramas
correspondientes a las especies que pertenecen a la familias Alligatoridae (A. sinensis, A.
mississippiensis, C. latirostris y C. yacare); Crocodilidae (C. rhombifer y C. porosus) 'y
Gavialidae (G. gangeticus). Es de notar que la tasa de sustitucion de nucleétidos del arbol
es de 0.03. Siendo el clado de las ranas donde se acumulan mayor cantidad de cambios

nucleotidicos en comparacion a tortugas y cocodrilianos.
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Figura 37. Arbol filogenético de la progastricina. Incluye secuencias de tortugas, cocodrilianos, y ranas; utilizando Gallus gallus como outgroup.

La barra inferior muestra el tiempo de divergencia en una escala temporal (MA)
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4. DISCUSION

4.1. DIGESTIBILIDAD DE LA HARINA DE SOJA POR PARTE DE LOS
EJEMPLARES DE Caiman latirostris EN CAUTIVIDAD.
La digestibilidad es la base de la evaluacion de la produccién de alimentos, y se define
como la fraccién de alimento consumido y absorbido en el tracto gastrointestinal (Stein
et al., 2007). Sirve como medida para determinar la calidad de las materias primas
empleadas, la disponibilidad y desempeifio de los nutrientes que las constituyen (Harmon,
2007). La harina de soja es generalmente la fuente de proteina mds usada y rentable para
incluir en la alimentacién de peces, camarones, aves, cerdos y vacas (Lin y Dominy, 1990;
Peres y Lim, 2008; Dei, 2011), debido a su alto contenido proteico, el perfil aminoacidico

equilibrado y su alta digestibilidad (Davis y Arnold, 2000; Amaya et al., 2007a,b).

Los resultados obtenidos en este estudio (Tabla 9), fueron similares a los coeficientes de
digestibilidad obtenidos por Staton et al. (1990b) para A. mississippiensis. Ellos
reportaron coeficientes de digestibilidad iguales a 96-97% para proteinas y carbohidratos
provenientes de la soja. Esto permitiria suponer que existe un aprovechamiento de los
nutrientes provenientes de la soja por parte de los individuos de C. latirostris y otras
especies pertenecientes a la familia Alligatoridae.

A su vez, el aumento de hasta un 2,45% de la digestibilidad de la dieta, pone en evidencia
que la adicién de una fuente proteica vegetal como la harina de soja a la dieta de una
supuesta especie carnivora “estricta” como C. latirostris, impacta positivamente (Tabla
10), mejorando la extraccion de los macronutrientes (Zhang et al, 2013). Estos resultados
concuerdan con los reportes de aumento de la digestibilidad de la dieta en presencia de
proteinas de origen vegetal (entre ellas, soja) reportada por Coulson et al. (1987) para A.

mississippiensis.

Existen registros que indican que, durante la era Mesozoica, existié una amplia diversidad
de cocodriliformes, y dada la amplia disponibilidad de presas y nichos ecoldgicos, estos
podia ser depredadores oceanicos, carnivoros terrestres, herbivoros u omnivoros (Godoy,
2020). Recientes estudios sobre la forma de los dientes (Melstrom e Irmis, 2019) y el
craneo (Stubbs et al., 2021) de fésiles de crocodiliformes mesozoicos, han ampliado la
informacion que describe la gama de nichos y estrategias alimenticias que estos

desarrollaron a través del tiempo y su evolucion (Stubbs et al., 2021).
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El grupo de los cocodriliformes mesozoicos se separ6 en dos grandes grupos: los “long-
snouted” (de craneos alargados y delgados) y los “short-snouted” (de craneos cortos y
anchos; Busbey, 1995). La morfologia craneana de los cocodriliformes short-snouted es
distintiva de los cocodriliformes basales (Osi, 2014) y de aligatéridos extintos, ademas es
semejante a la morfologia craneana de especies con hdbitos alimenticios generalistas
(Salas-Gismondi et al., 2015). Estos también poseian denticién heterodonta, similar en
forma y funcién, a los de herbivoros y omnivoros actuales (O’Connor, et al., 2010; Osi,
2014; Melstrom e Irmis, 2019). Algunas de estas caracteristicas alin estdn presentes en

los cocodrilianos actuales como A. mississippiensis y C. latirostris (Ginac et al., 2016).

La aparicion de habitos herbivoros en los cocodriliformes mesozoicos también indica,
que estos animales debian de poseer metabolismos y respuestas fisioldgicas adaptadas
para aprovechar la materia vegetal y sus nutrientes (Marinho y Carvalho, 2009; Osi, 2014;
Cubo et al., 2020). Los resultados del estudio de Stubbs et al. (2021), junto a los resultados
de la digestibilidad de la harina de soja (Tablas 9 y 10), indican que las especies de
cocodrilos actuales, en especial los aligatéridos, podrian mantener estas capacidades y

explicar parcialmente los mecanismos de absorcidn de nutrientes vegetales.

La digestibilidad de la harina de soja fue mds alta en la seccién proximal del intestino
delgado de C. latirostris. Estos valores disminuyeron ligeramente en la seccion media y
distal del intestino delgado, siendo la digestibilidad en el intestino grueso menor a la del
resto de los segmentos (Tablas 9 y 10). En los reptiles, estos resultados suelen asociarse
a la alta actividad metabdlica que posee el sistema digestivo, en particular el intestino
delgado (Holmberg et al., 2002), siendo la seccion proximal del intestino delgado de los
cocodrilianos donde se ha reportado una mayor funcién y actividad enzimética para la

digestion de las proteina, glucdgeno y grasas (Huchzermeyer; 2003; Tracy et al., 2015).

Se ha detectado la presencia y actividad de diferentes enzimas digestivas, capaces de
degradar nutrientes de origen vegetal en el intestino delgado de diferentes especies de
cocodrilianos. Martinez del Rio y Stevens (1988) detectaron en A. mississippiensis
actividad de enzimas como la maltasa, isomaltasa y trehalasa. Mientras que Read (2000)
aislo6 de C. porosus las enzimas tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa-A,
carboxipeptidasa-B, aminopeptidasa y una enzima amilolitica (probablemente o-

amilasa). Todas las enzimas antes mencionadas tienen una importancia funcional en la
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capacidad de absorcion del intestino delgado y para la utilizacién de los nutrientes
vegetales de la dieta; lo cual podria explicar por qué C. latirostris digiere eficazmente los
nutrientes provenientes de la harina de soja. Mientras que la baja digestibilidad de la
harina de soja encontrada en el intestino grueso del yacaré overo se debe, a que como en
otros taxones animales, esta seccion de intestino cumple funciones de reabsorcion de agua

y excrecion de productos de desecho (Richardson et al., 2002).

A pesar de que el jugo géstrico de los cocodrilianos posee un bajo pH, permitiendo a estos
animales disolver incluso huesos (Coulson et al., 1989; Read, 2000), fue posible encontrar
restos de dieta en el estdmago de los individuos tratados con la dieta 60HS, mientras que
los animales tratados con las dietas OHS, 20HS y 40HS s6lo mantenian residuos en los
diferentes segmentos de intestinos (Tabla 11). Asi como en otros animales
monogdstricos, esto podria estar relacionado a los altos niveles de fibra contenidos en la
dieta, factor comtinmente conocido por enlentecer el transito gastrointestinal, reducir la
digestion en el intestino y disminuir el movimiento de nutrientes hacia la superficie de la
mucosa (Leeds, 1982; Coulson et al., 1987). También puede deberse a la limitada
produccion de enzimas del tipo amilasas en la digestion de los cocodrilianos (Shimenos

et al., 1977; Spannofl y Plantikowh, 1983; Reigh y Williams, 2013).

Leary y Lovell (1975) reportan en una especie omnivora de bagre (Ictalurus punctatus),
alimentados con altos niveles de celulosa en su dieta mostraban tasas de crecimiento
reducidas. En especies carnivoras, han sido obtenidos resultados similares, en un estudio
realizado con lubinas negras (Micropterus salmoides) alimentadas con dietas que
contenian un 8,5% de fibra, tenian tasas de ganancia de peso y transformacion alimenticia
significativamente inferiores a las lubinas alimentadas con otras dietas con menor
contenido de fibra (Zhong et al., 2020). De acuerdo con los antecedentes mencionados y
a los resultados obtenidos en este estudio, se considera que el valor 6ptimo de inclusién
de harina de soja dentro de un alimento formulado para C. latirostris a fin de estimular
una buena absorcidn de los nutrientes y promover un mejor crecimiento estaria en el rango
del 20 al 40% (Tabla 10, Figuras 15 y 16). En el caso de que se superen estos valores
aparece el riesgo de ocasionar retrasos en el tiempo de pasaje de la dieta a través del tracto

digestivo y disminuir el performance digestivo de la especie.
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En la naturaleza, las especies de cocodrilianos, de diferentes clases de tamafio han sido
observadas consumiendo distintos tipos de plantas y frutos (Tabla 16). Muchas veces,
esta clase de informacién no se considera importante y se coloca en secciones
comunmente llamadas "material vegetal", que en algunos de los casos representan mas
del 80% de los componentes dietéticos encontrados en el estdmago de los animales (Brito
et al., 2002; Platt et al., 2013). Generalmente se ha asumido que el consumo de plantas
por parte de los cocodrilianos puede deberse a la ingestion continua de "gastrolitos"
(Diefenbach, 1979) o favoreciendo la dispersion de semillas o "saurocoria" (Traveset,
1990). De manera similar, otros autores afirman que la ingestién de material vegetal por
parte de los cocodrilianos no es deliberada, sino mds bien accidental tratando de capturar
a sus presas, o previamente consumidas por sus presas (consumidores secundarios)

(Webb y Manolis, 1989; Brito et al., 2002).

Los resultados obtenidos (Tablas 9, 10 y 11), indican que la ingestion de material vegetal
por parte de cocodrilianos de vida libre podria ser de manera deliberada, no solo para
mantener por mas tiempo el alimento en el sistema digestivo, mejorando asi la digestion
y absorcion de los nutrientes de la dieta, sino también como un item alimenticio mas

dentro de su dieta.

4.2. TASA DE CRECIMIENTO A DIFERENTES PORCENTAJES DE HARINA
DE SOJA EN LA DIETA DE NEONATOS DE Caiman latirostris EN
CAUTIVIDAD.

Una vez determinada la capacidad de absorcion del sistema digestivo del yacaré overo en

presencia de nutrientes provenientes de soja, se procedid a estimar la tasas de crecimiento

de la especie cuando es alimentada con dietas enriquecidas con soja. Siguiendo la linea

de lo resultados obtenidos, fueron testeadas dietas con contenidos de soja de entre un 25

y 40% (Tabla 5)

En los reptiles (animales ectotermos), la temperatura ambiental desempefia un papel
fundamental, fungiendo como modulador del metabolismo y regulando el consumo de
alimento por parte de estos individuos (Parachid-Marco et al., 2009). En nuestro estudio
la temperatura se mantuvo constante a 31 + 1°C. De igual forma, el consumo de las dietas
fue similar entre los grupos experimentales, sin importar la cantidad de harina de soja

presente en estas (Tabla 12).
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En algunas especies de interés comercial, por ejemplo, para Sciaenops ocellatus y
Lutjanus campechanus, ha sido evaluada la palatabilidad de la soja, obteniéndose una
disminucién del consumo de la dieta como consecuencia de una baja palatabilidad de este

ingrediente (McGoogan y Gatlin, 1997; Allen et al., 2005).

A diferencia de los resultados antes citados, la presencia de harina de soja en la dieta de
C. latirostris aumenta ligeramente la TCA en las dietas 25HS y 40HS (Tabla 12), lo cual
es deseable para la alimentacion de los cocodrilianos, dado que estos presentan una alta
demanda de alimento, especialmente en cuanto a nutrientes se refiere, principalmente
proteinas y grasas (Hilevski et al., 2022). Un aumento en la TCA puede llevar a un mayor
suministro de energia, lo que resulta en un mayor crecimiento y desarrollo del organismo,
manteniendo un estado nutricional adecuado para la salud y longevidad de estos animales

(Garnett y Murray, 1986; Moleon et al., 2023).

Las tasas de conversion de alimento estimadas para juveniles cautivos de C. porosus bajo
diversas pautas de alimentacién oscilan entre el 17-37%, mientras que para A.
mississippiensis cautivos menores de dos afios son de entre 25-40% (Coulson et al., 1973;
Joanen and McNease, 1987). Estos resultados son bastante similares a las TCA de C.
latirostris alimentados con dietas con contenido de soja (Tabla 12), permitiendo sugerir
que la harina de soja es un ingrediente que no interfiere con la palatabilidad de la dieta de
estos reptiles y que incluso puede promover el consumo de dietas enriquecidas con él
(McGoogan y Gatlin, 1997; Allen et al., 2005) y que nutrientes y fibras vegetales
aportados por la harina de soja no afectan el metabolismo de C. latirostris (Staton, 1990a;

Tracy et al., 2015; Reigh, 2018).

El ICA, aunque no es significativo, fue mas alto en los yacarés overos alimentados con
dietas que contenian 25 y 40% de harina soja (Tabla 10). La temperatura tiene claramente
efectos importantes en la dindmica de la digestion y la asimilacion de nutrientes en los
cocodrilianos (Coulson y Herndndez, 1983; Coulson et al., 1987; Huchzermeyer, 2003),
ya que el aumento de la temperatura corporal tras la alimentacién aumenta la produccion
de jugos gastricos y acelera la digestion, permitiendo a los animales volver a alimentarse
(Lang, 1979). Esto se traduce en mayor crecimiento y cantidad de energia extraida del

alimento, aumentando la ICA de los animales (Parachi-Marco et al., 2009)
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Se ha estudiado cémo promover una mayor ganancia de peso y longitud de los individuos
de C. latirostris criados en cautiverio, variando ciertas condiciones de cria, tales como, la
densidad de individuos, la temperatura, origen y tiempo de exposicion a radiacién UV y
el origen de las fuentes de proteina animal (Pinheiro y Lavorenti, 2001; Poletta et al.,
2008; Parachd-Marco et al., 2009; Siroski et al., 2012). Sin embargo, la inclusién de
proteina vegetal en la dieta a fin de optimizar el crecimiento de C. latirostris, no habia
sido probado hasta este estudio. La mayoria de los estudios donde se incluyen nutrientes
vegetales en la dieta de cocodrilianos se han realizado con A. mississippiensis (Coulson
y Herndndez, 1964, 1974, 1983; Coulson y Coulson, 1986; Coulson et al., 1987; Staton
et al., 1990a, 1990b; Reigh y Williams, 2013, 2014, 2016, 2018) y Crocodylus porosus
(Webb et al., 2013).

Historicamente se asumia que los cocodrilos son carnivoros "estrictos", por lo tanto,
incapaces de degradar y asimilar los nutrientes provenientes de las plantas (Coulson y
Hernandez, 1983). Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio indican hipdtesis
diferentes. Se puede observar como la ganancia de peso y longitud de C. latirostris
tratados con dietas enriquecidas con soja tuvieron un performance igual al de la dieta sin
suplemento (Figuras 15 y 16) que de acuerdo con Urbaityte et al. (2009), esto podria
atribuirse al origen de la soja, al proceso de obtencién de la harina, o la presentacion de
esta (grados de molienda de la harina).

Datos similares fueron obtenidos por Staton et al. (1990a), quienes afirman que la
inclusion de hasta 12% de grasas y 36% de maiz en la dieta, produce ganancias de peso
en A. mississippiensis similares a las dietas con alto porcentaje de proteina animal, libres
de maiz y grasa. De manera similar Reigh y Williams (2013, 2016, 2018) han probado
dietas compuestas por harina de pescado, soja y otros ingredientes vegetales en la dieta
de A. mississippiensis, determinando que promueven un desarrollo 6ptimo de los
animales, siendo el componente vegetal un excelente complemento para la dieta de esta

especie.

Contrariamente, Sosa et al. (2011) incluyeron pellets de soja dentro de la dieta de C.
rhombifer y obtuvieron que el crecimiento de los individuos alimentados con dietas
enriquecidas con soja fue neutro. Concluyeron que, C. rhombifer digiere parcialmente la
soja y que sus nutrientes son destinados al mantenimiento corporal, por lo que la

consideran una fuente nutricional poco apropiada para complementar la dieta de esta
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especie. En otra especie de la familia Crocodilidae, C. porosus también se evaluaron
dietas enriquecidas con nutrientes vegetales. Los resultados de esta investigacion ratifican
que la inclusién de materia prima vegetal (gluten de trigo, soja y altramuz) dentro de la
dieta cocodrilos, no favorece su crecimiento (Webb et al., 2013). En el estudio realizado
por Tracy et al., (2015) se mencionan las razones de las diferencias antes mencionadas.
Se detallan que especies pertenecientes a la familia Alligatoridae, como A.
mississippiensis 'y C. latirostris poseen una excelente absorcion de los nutrientes de
origen vegetal, a diferencia de las especies pertenecientes a la familia Crocodilidae, como
C. porosus 'y C. rhombifer que poseen una absorcidn neutra o negativa. Este fendmeno se
debe a que en la superficie de la membrana intestinal de los aligatéridos existe una mayor
actividad de las enzimas tipo N-aminopeptidasa, maltasa y sacarasa, lo que se traduce en

una mayor eficacia en la absorcion de los carbohidratos presentes en la dieta.

Es importante aclarar que pueden existir ciertas diferencias en la absorcién de los
nutrientes provenientes de plantas entre los yacarés overos que consumen material vegetal
“entero” en la naturaleza y los yacarés de este estudio. Los ultimos se encontraban bajo
condiciones ambientales controladas y fueron alimentados con material vegetal
"modificado", con una pared celular rota que permite el acceso a las proteinas, los

carbohidratos y los lipidos.

La cantidad de harina de soja a incluir dentro del alimento de C. latirostris para optimizar
la ganancia de peso y longitud, fue estimada entre un 20 y 30% (Figura 17). Este intervalo
es consistente con lo reportado por Staton et al. (1990a) para A. mississippiensis y lo
obtenido para C. latirostris en este estudio (Figuras 15 y 16). El cdlculo y optimizacién
de ingredientes a incluir dentro de una dieta, es un método que considera los
requerimientos fisioldgicos de la especie en cuestién y el valor nutricional de los
ingredientes empleados. Su aplicacion dentro de la acuicultura es un aspecto relevante
para el disefio y elaboracion de alimentos balanceados, permitiendo minimizar los costos

de alimentacién y produccion (Martinez-Llorens et al., 2009).

En la actualidad, la formulacién de los piensos para cocodrilos estd cambiando y la
disponibilidad y diversidad de los ingredientes utilizados influyen de forma importante
en el costo de los alimentos fabricados, aunado a ello esta el costo de su transporte, el

almacenaje y refrigeracion, ademas de la mezcla y preparacion (Peuker y Jack, 20006).
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El costo de las dietas sin soja es de 1,13 ddlares por kg, frente a los 0,86 ddlares por kg
de la dieta 25HS. Maés alld de que las dietas con soja sean mds econdmicas que las
compuestas solamente de carcasas de pollo, la rentabilidad de las primeras radica en su
mayor rendimiento respecto a la ganancia de longitud, peso, TCA y ICA (Figuras 15, 16
y Tabla 12). Para producir un yacaré overo de talla comercial (al menos 3 kg de peso), si
es alimentado con la dieta 25HS es necesario que consuma cerca de 5,17 kg de esta,
mientras que si es alimentado con la dieta OHS debe consumir 8,76 kg (Tabla 12). Esto
se traduce en que para llevar a término un animal alimentado con la dieta 25HS se

necesitan 4,45 US$ frente a 8,90 US$ necesarios con la dieta OHS.

Otro elemento importante para destacar es la aceptacion total del pienso, lo que puede
verse en su TCA (Tabla 12). La dieta 25HS al ser mds compacta (la mezcla de sus
ingredientes forman una masa), reduce la pérdida de alimento y puede ser garantia de la
reduccién del trabajo requerido para la limpieza de los corrales y la generacion de
residuos contaminantes, permitiendo una mejor gestiéon del agua y disminuyendo su

contaminacion y la del ambiente.

Debido al rendimiento de la dieta 25HS (Figuras 15, 16 y Tabla 12), su implementacion
ademds de reducir directamente los costos de alimentacién también influird
indirectamente disminuyendo los costos de mantenimiento y produccion al reducir el
tiempo para que los animales alcancen el peso y la longitud requerida comercialmente.
Todo para disminuir los costos de produccion de pieles de yacaré overo, poder competir
en el mercado internacional y mantener el financiamiento del programa de conservacion

de la especie y las investigaciones asociadas a esta.

43.EFECTO DE LA HARINA DE SOJA SOBRE PARAMENTROS
BIOQUIMICOS Y MORFOMETRIA INTESTINAL Y HEPATICA DE
Caiman latirostris.

El perfil bioquimico de la sangre es un método minimamente invasivo que puede acceder

al estado de salud y fisioldgico de los animales, tanto silvestres, como cautivos (Diethelm

y Stein, 2006; Wu et al., 2014; Arguedas et al., 2018; Moleon et al., 2023). Algunos

autores mencionan que variaciones en los valores de la bioquimica sanguinea de especies

de cocodrilianos no necesariamente significan una diferencia real entre estos, debido a la

falta de valores estindares y de referencia necesarios para la profilaxis de enfermedades
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y monitoreo nutricional en las granjas de cocodrilianos (Millan et al., 1997). Asimismo,
la evaluacion histolégica de érganos como los intestinos o el higado es importante, debido
a su participacioén en el metabolismo, homeostasis, desintoxicacién y la excreciéon de
compuestos endégenos. Ejemplos de la funcién intestinal y hepética son la absorcién de
nutrientes, defensa del organismo, sintesis de albiimina, factores de coagulacidn, el

almacenamiento de glucosa o el metabolismo de hormonas (Aulbach y Amuzie, 2017).

Las alteraciones en los valores de la bioquimica sanguinea pueden indicar la existencia
de problemas hepaticos, renales, intestinales, hemorragias o inflamaciones (Quiroz-
Rocha y Bouda, 2007). Por todo lo anterior, la evaluacion histoldgica y de los pardmetros
bioquimicos sanguineos establecen herramientas importantes para la interpretacion de la
capacidad nutricional de las dietas y su efecto sobre el estado fisiolégico de los animales
(Hidalgo-Vila et al., 2007; Thrall et al., 2012).

Para lograr un manejo adecuado de las dietas, es necesario conocer los valores
referenciales de la bioquimica sanguinea para poder detectar y evitar posibles efectos
adversos de las dietas sobre la salud de los animales (Campbell, 1996, 2004). Aunque se
han reportado los valores de referencia para muchas especies de reptiles (Alleman et al.,
1999; Dickinson et al., 2002; Casal y Oros, 2007), incluyendo varias especies de
cocodrilianos (Tabla 16), estos valores reportados estdn relacionados a comparaciones
entre individuos silvestres y de cautiverio (Peng et al., 2018). Asimismo, los reportes para

C. latirostris son escasos o relacionados con su respuesta a factores ambientales (Zayas

et al., 2011; Moleén et al., 2023).

Nuestra investigacion se centra en tomar los valores de ciertos pardmetros bioquimicos
en sangre (Tabla 14) como indicadores del estado de salud y la respuesta fisioldgica de

C. latirostris frente a nutrientes provenientes de la soja.

La concentracion de lipidos en sangre suele ser uno de los pardmetros a monitorear
atentamente cuando se trata del estado de nutricion y salud de cualquier especie animal.
Respecto a la concentracion de colesterol de los individuos de C. latirostris tratados con
las diferentes dietas, se puede apreciar que este pardmetro es similar a lo reportado para
esta y otras especies de cocodrilianos (Tabla 16). Asimismo, la concentraciéon de
triglicéridos en sangre de los individuos tratados con las dietas OHS y 25HS fueron

semejantes a las reportados para C. latirostris, C. niloticus y G. gangeticus; pero menores
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a los reportes para A. sinensis, A. mississippiensis, C. palustris, y C. mindorensis (Sigler,
1990; Stacy y Whitaker, 2000; Lance et al., 2001; Mora-Rivera, 2003; Lovely et al., 2007;
Zayas et al., 2011; Amin y Shrivastav, 2014; Peng et al., 2018; Regaza et al., 2021).
Mientras que los valores de triglicéridos de los individuos tratados con la dieta 40HS

fueron menores respecto a los reportados para las especies de la Tabla 16.

Tabla 16. Valores reportados de la bioquimica sanguinea de diferentes
cocodrilianos. Datos extraidos de: Sigler (1990); Stacy y Whitaker (2000); Lance et al.
(2001); Mora-Rivera (2003); Lovely et al. (2007); Padilla et al. (2011); Zayas et al.
(2011); Amin y Shrivastav (2014); Peng et al. (2018); Regaza et al. (2021).

Parametros bioquimicos del Suero sanguineo

Especie de
Cocodriliano Glucosa P;z‘gg‘sls Albimina | Colesterol | Triglicéridos

(g/L) (g/dL) (g/dL) (g/L) (g/L)
C. latirostris 1,24 4,76 2,38 1,594 0,152
A. sinensis 1,24 7,38 2,648 2,401 1,515
C. palustris 0,68 3,15 1,11 2,959 3,238
C. moreletti 0,696 - - 2,501 -
A. mississippiensis 0,98 5,45 - 0,144 0,753
C. niloticus 0,684 4,12 1,47 2,123 0,376
C. mindorensis 0,657 9,55 1,99 1,59 1,021
G. gangeticus - 4,33 1,17 1,983 0,536

Las concentraciones de lipidos en sangre de los cocodrilianos pueden variar entre
individuos de diferentes sexos o clases de tamafio (Padilla et al., 2011; Peng et al., 2018).
Estas concentraciones estdn directamente relacionadas con la dieta que consumen
(Girling et al., 2015), que en cautividad suele ser rica en grasas saturadas. Por lo tanto, no
es sorprendente encontrar valores elevados de lipidos en sangre, lo cual puede ser el
resultado de una baja actividad fisica general en los cocodrilianos y un consumo adicional
de alimento para reservas nutricionales (Lance et al., 2001; Padilla et al., 2011). Los
triglicéridos son una fuente importante de energia para los cocodrilianos, y aunque no
suelen experimentar problemas con el catabolismo de estos lipidos, concentraciones
elevadas en sangre pueden causar obesidad, pancreatitis y enfermedades cardiovasculares

(Coulson y Herbert, 1981).
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En nuestra investigacion, las concentraciones de triglicéridos en sangre de los animales
alimentados con las dietas OHS y 25HS no difirieron significativamente entre si (Tabla
14). Esto sugiere que las dietas con al menos un 25% de soja en su contenido proporcionan
la cantidad de triglicéridos que aportan las dietas con 100% proteina animal. Por otro
lado, la ligeramente baja concentracién de triglicéridos encontrada en los individuos
alimentados con la dieta 40HS (Tabla 14) podria ser un indicador de malnutricién o
alguna otra patologia en otros reptiles (Campbell, 2006; Thrall et al., 2004). Sin embargo,
es importante tener en cuenta que niveles bajos de triglicéridos no siempre estdn asociados
a la presencia de una enfermedad, en este caso, ya que los valores de triglicéridos
reportados son similares a los reportados para la especie (Zayas et al., 2011) y cercanos a

los valores reportados para otras especies de cocodrilianos en cautiverio (Tabla 16).

La concentracion de proteinas totales y albumina en sangre de C. latirostris durante la
alimentacidn con dietas enriquecidas con harina de soja no mostré diferencias entre los
diferentes tratamientos (Tabla 14). Por lo que se puede asumir que el catabolismo
proteico no fue afectado por la cantidad de soja presente en el alimento y que la cantidad
de proteina (animal + vegetal) presente en el alimento suministrado es suficiente para
satisfacer la demanda nutricional de los yacarés. Algunos de los valores obtenidos en este
estudio (Tabla 14) no difieren en gran magnitud a los reportados para otras especies de

cocodrilianos (Tabla 16).

Las variaciones en los valores del proteinograma se pueden asociar a problemas
nutricionales y patoldgicos (Campbell, 1996). Por ejemplo, altas concentraciones de
proteinas totales pueden indicar procesos inflamatorios, inmunes e incluso parasitismo en
los individuos, mientras que bajas concentraciones de albimina se relacionan mds
estrechamente con el estado nutricional (Adelakun et al.,, 2019), sugiriendo
hipoproteinemias como consecuencia de una desnutricién crénica, o una mala absorcion
y digestion (Moleodn et al., 2023). Sin embargo, ya que los niveles de albumina en sangre
reportados en este estudio para C. latirostris son iguales o mayores a los que se han
reportado esta y otras especies de cocodrilianos (Tabla 16), es posible descartar la
posibilidad de que los yacarés alimentados con dietas enriquecidas con harina de soja

padecieran de hipoproteinemia o estuvieran mal absorbiendo la dieta.
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La concentraciones tipicas de glucosa en sangre en la mayoria de los reptiles van de 0,6
g/l al g/L (Campbell, 1996), aunque los niveles “normales” para cocodrilianos se ubican
entre 1 y 2 g/L. La concentracién de glucosa en sangre en los reptiles suele estar
relacionada con la edad del individuo, su nivel de actividad, la presencia de afecciones
metabdlicas, patologias y estrés (Thrall et al., 2004; Campbell, 2006; Mole6n et al., 2023),
aunque en cocodrilianos este pardmetro en la mayoria de los casos suele ser influenciado

por la dieta y el periodo de ingesta de alimento (Botha, 2011).

El metabolismo tnico de los cocodrilianos mantiene estables las concentraciones de
glucosa en sangre, incluso tras periodos prolongados de ayuno. La dieta también afecta
los niveles de glucosa: después de la ingestion de alimento, aumentan debido a la
digestion y absorcion de nutrientes. Con el tiempo, los valores disminuyen para conservar
la energia. Estudios en C. latirostris reportaron valores més altos 24 h después de la
ingesta (Zayas et al., 2011), en comparacion con anélisis realizados en C. palustris por
Stacy y Whitaker (2000) 48 h después.

Los valores de glucosa en sangre obtenidos en los animales alimentados con las dietas
OHS y 25HS fueron similares a los previamente reportados para C. latirostris (Zayas et
al.,, 2011). Por otro lado, los animales alimentados con la dieta 40HS presentaron
concentraciones ligeramente inferiores, aunque similares a las registradas en C. palustris
y otras especies relacionadas (ver Tabla 16). Estos resultados sugieren una adaptacion del
metabolismo de C. latirostris en respuesta a los nutrientes derivados de la soja, y al mismo
tiempo descartan efectos negativos en la salud de la especie debido a las dietas con harina

de soja (Botha, 2011).

La interaccién "intestino-nutriente” es una relaciéon compleja, donde la presencia o
ausencia de nutrientes en la luz intestinal puede inducir atrofia o hipertrofia de la mucosa
(Caruso y Demonte, 2005). Esto ha llevado a establecer que el estado de las vellosidades
intestinales como un indicador de la absorcién de nutrientes de la dieta (Yamauchi et al.,
2006). De este modo es posible modular la absorcion de nutrientes mediante la
composicion de la dieta, por ejemplo, variando las materias primas o las cantidades de
macronutrientes presentes (Tamura y Suzuki, 1998), sin embargo, los resultados pueden

diferir entre especies y estadio etario de las mismas (Lee et al., 2003).
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Se ha establecido que los animales con habitos alimenticios omnivoros o carnivoros
tipicamente presentan vellosidades intestinales altas y delgadas, esto para permitir un
transporte rapido del quimo adecuadamente preparado (a partir de la digestion géstrica y
enzimdtica) para la absorcién intestinal, manteniendo al mismo tiempo una mayor
superficie de la mucosa. Por su parte, animales con habitos alimenticios herbivoros
presentan vellosidades cortas y anchas, capaces de disminuir la velocidad de pasaje del
alimento y, por ende, favorecer la accion digestiva sobre el quimo altamente celuldsico

(Barry, 1976).

Al evaluar la morfometria de las vellosidades intestinales de C. latirostris en funcién de
la cantidad de soja presente en las dietas, la longitud de las vellosidades de los animales
alimentados con la dieta 25HS fueron mds largas que las del resto, mientras que los
animales alimentados con la dieta 40HS presentaron vellosidades menos anchas que el
resto de los animales (Tabla 15). Estos datos permiten aseverar que la dieta 25HS es el
tratamiento que mds estimulé una respuesta morfofisiolégica, promoviendo mayor
crecimiento de las vellosidades, y por lo tanto una mayor superficie de absorcion.
Resultados similares han sido encontrados en otras especies monogdstricas alimentadas
con dietas enriquecidas con materias primas vegetales (Tapia et al., 2000; Rodriguez et
al., 2006; Gonzélez et al., 2007; Teng et al., 2017). Los estudios de Macari (1998) y Teng
et al. (2017) sugieren que los nutrientes de la soja no interfieren o limitan la proliferacion
celular de la mucosa intestinal, por lo que el crecimiento de las vellosidades no se ve
afectado. Ademads, las investigaciones de Veldsquez et al. (2003) y Bakare y Chimonyo
(2017) han propuesto que el crecimiento de las vellosidades intestinales podria ser el
resultado de una mayor produccion de enzimas digestivas, promovida por el alto

contenido de fibra en los alimentos.

Del mismo modo, el largo y ancho de las vellosidades de los yacarés overos alimentados
con las diferentes dietas tratamientos, disminuy$ progresivamente desde el segmento
proximal del intestino delgado hasta el intestino grueso (Tabla 15), siendo un
comportamiento fisioldgico frecuente en la mayoria de las especies (Bakare y Chimonyo,
2017). Mayhew y Middleton (1985) explican que los factores que aumentan el tamaiio de
las vellosidades, como la cantidad y el tipo de nutrientes, asi como ciertas hormonas,
tienen mayor concentracion al principio del intestino delgado, y se reduce en la porcion

final de este 6rgano.
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Es posible observar como la presencia de harina de soja en el alimento suscité cambios
en la morfoanatomia de las vellosidades intestinales del yacaré overo (Tabla 15),
reflejdndose caracteristicas intermedias a ambos fenotipos antes descritos, es decir,
vellosidades largas y anchas. La expresion de estos cambios pueden ser producto de una
lenta tasa evolutiva de C. latirostris (Green et al., 2014), entendiéndose que las
transiciones en los hdbitos alimenticios en los cocodrilianos han sido recientes (Barry,

1976; Melstrom y Irmis, 2019).

Por su parte, el higado en un 6érgano importante y a considerar dentro del monitoreo del
efecto de las dietas sobre la salud de los animales, ya que participa activamente, tanto en
la digestion y absorcion de los lipidos, como en la sintesis de los dcidos grasos (Leveille
et al., 1968; Malheiros et al., 2003). Aunque en algunas especies de reptiles se almacenan
la mayoria de los lipidos en un Organo especializado, denominado cuerpo graso
(Huchzermeyer; 2003), también se acumulan en el higado (Price, 2017). En Caiman
latirostris este Ultimo normalmente presenta grandes cantidad de lipidos dentro de los
hepatocitos (Figura 19 y 21; Stark et al., 2007). Sin embargo, una acumulacién excesiva
de lipidos puede afectar la absorcion de otros nutrientes, causar inflamacion e infecciones
del tejido adiposo de los animales, conduciendo a enfermedades cardiovasculares y

elevando su mortalidad (Wang et al., 2017).

Por ende, se puede considerar positivo el hecho de que la cantidad de lipidos presentes en
el higado de C. latirostris en relacion con la cantidad de soja presente en las dietas, fuesen
iguales o menores en los individuos alimentados con la dietas 25HS y 40HS que en los
individuos alimentados con la dieta OHS (Figura 20). Esto permite concluir que la
inclusién de harina de soja dentro de la dieta del yacaré overo impacta efectivamente en
el almacenaje, digestion y absorcion, tanto de carbohidratos y proteinas (Tabla 14), como
de los lipidos (Tabla 14; Figura 20), ya que las concentraciones de todos los

macronutrientes se mantuvieron dentro de los rangos reportados (Tabla 14; Tabla 16).

La harina de soja es uno de los componentes mds usados y preponderantes dentro de la
formulacién de las dietas de animales monogéstricos (Sookying et al., 2013) y debido al
alto contenido de lipidos de la soja, su ingesta suele relacionarse con una excesiva
acumulacion de grasa, disminuyendo el consumo del alimento (Wang et al., 2017;

Chuang et al., 2019; Geary, 2020). Sin embargo, la cantidad de grasas de la soja son
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suficiente para satisfacer los requerimientos nutricionales de C. latirostris, mantener la
TCA (Tabla 12) y la concentracién de lipidos en sangre e higado dentro los rangos
reportados (Tablas 16). No obstante, se observé una ligera disminucién en los niveles de
triglicéridos de los yacarés alimentados con la dieta 40HS, lo cual podria indicar una
mayor eficiencia en el metabolismo y un mejor equilibrio nutricional en las dietas con

contenidos de soja.

4.4. EFECTO DE LA INCLUSION DE ENZIMAS DIGESTIVAS EXOGENAS,
SOBRE LA DIGESTIBILIDAD DE LA DIETA Y LA TASA DE
CRECIMIENTO EN NEONATOS Y JUVENILES DE Caiman latirostris.

El uso de enzimas digestivas para degradar las dietas y optimizar su absorcién, en

cocodrilianos ha sido poco estudiado (Hilevski et al., 2022), centrandose en la inclusion

de otros elementos complementarios como aminodcidos (Reigh y Williams, 2022),

mientras que en la nutricidn aviar este topico estd bien establecido y desarrollado (Selle

y Ravindran, 2007). La combinacién de diferentes tipos de enzimas son un medio para

facilitar la digestion de nutrientes, mejorar el valor alimenticio de las dietas a base de soja

y neutralizar los efectos antinutritivos de algunos de sus componentes (Jozefiak et al.,

2010), ademds de maximizar la formulacion dietaria, promoviendo un 6ptimo crecimiento

manteniendo bajos los costos (Cowieson et al., 2006; Francesch y Geraert, 2009; Amer

et al., 2021).

4.4.1. EFECTO DE LA INCLUSION DE ENZIMAS DIGESTIVAS EXOGENAS,
SOBRE LA TASA DE CRECIMIENTO EN NEONATOS DE Caiman
latirostris.

El fitato es capaz de unirse a iones minerales esenciales como hierro, calcio, zinc, fosforo,

e incluso a las vitaminas D y B12, lo que reduce su absorcioén y pudiendo comprometer

la densidad 6sea de los huesos o causar anemias (Jiang et al. 2013; Mangels, 2014).

También, puede unirse directa o indirectamente a proteinas e hidratos de carbono

formando complejos, inhibiendo su actividad o disminuyendo su absorcion (Oatway et

al., 2001; Selle y Ravindran, 2007, 2008; Jiang et al. 2013). Ademds, contiene otros
factores antinutricionales como inhibidores de tripsina que pueden reducir la

digestibilidad proteica (Cheng y Hardy, 2003; Selle y Ravindran, 2007, 2008).
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En consecuencia, la inclusién de enzimas del tipo fitasas, proteasas y carbohidrasas en las
dietas de engorde de distintos animales monogdstricos es una practica cada vez mds

habitual para facilitar la produccion sostenible.

En la actualidad, las fitasas exdgenas se incluyen de forma rutinaria en las dietas para
aves, debido a que representan una fuente econdmica para aumentar la digestibilidad de
estas (Liua et al., 2014). En el presente estudio, tanto el peso, como la longitud de los
yacarés alimentados con la dieta suplementada con AXTRA® PHY no difiri6 del resto de
animales alimentados con las otras dietas (Tabla 8). Sin embargo, el crecimiento de este
grupo fue mayor (Figuras 22 y 23), en linea con los hallazgos de Ravindran et al. (1999),
sugiriendo que la adicién de fitasas en dietas con harina de soja no afect el crecimiento
del yacaré overo, resultados similares a lo de Ayhan et al. (2008) en trucha dorada

(Oncorhynchus aguabonita) y Jozefiak et al. (2010) en G. gallus.

Los efectos reportados en esta investigacion pueden relacionarse a factores como el
origen de las enzimas usadas, su concentracion o la del fitato presente en la dieta. También
pueden influir la concentracion y origen de las proteinas, la temperatura y el pH estomacal
para generar una actividad enzimatica mdxima. Asimismo, cabe la posibilidad de que la
naturaleza fibrosa de la soja limitara el acceso de la fitasa a su sustrato, impidiendo asi la
correcta degradacion del fitato (Selle et al., 2010).

Las dietas suplementadas con AXTRA® XAP o AXTRA® XAP + AXTRA® PHY,
tampoco generaron diferencias significativas en el crecimiento de los animales
alimentados con estas (Figura 22 y 23). Otros estudios han abordado el efecto contiguo
de diferentes enzimas sobre el crecimiento de pollos y peces alimentados con dietas
formuladas a base de soja, trigo, sorgo o maiz (Yildirim, 2008; Korkut et al., 2016; Amer
etal., 2021). Los resultados reportados son contradictorios, pero de igual manera sugieren

un efecto aditivo entre estas enzimas (Choct, 2006; Francesch y Geraert, 2009).

En la préctica, la xilanasas, amilasas y proteasas se incluyen rutinariamente en las dietas
de pollos de engorde a base de ingredientes vegetales para amortiguar el impacto negativo
de los polisacaridos solubles no amildceos e inhibidores de tripsina (Caine et al., 1998;
Choct, 2006) y mejorar la digestibilidad de las proteinas (Drew et al., 2005; Dalsgaard et
al., 2012).
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Ayhan et al. (2008) y Dalsgaard et al. (2012) evaluaron el efecto de proteasas y
carbohidrasas exdgenas sobre la digestibilidad de dietas con altas cantidades de nutrientes
vegetales, sin encontrar efectos significativos sobre los pardmetros de crecimiento al
agregar estas enzimas a dietas con harina de soja, lo cual es similar a los resultados

encontrados en este estudio.

La pobre respuesta generada por la adicién de proteasas y carbohidrasas a la dieta sobre
el crecimiento de los yacarés puede atribuirse a que la especie presenta altas
concentraciones de enzimas digestivas en luz de intestinal para una digestion ideal de
proteinas y carbohidratos. También podria deberse a un efecto adverso sobre la secrecion
de enzimas enddgenas, o a una respuesta adaptativa de la especie (Cardinal et al., 2019;

Shimaa et al., 2021).

A pesar de los datos poco concluyentes con relacion a los efectos de los cdcteles de
enzimas, las mezclas se han generalizado en la produccién animal, principalmente en
pollos y cerdos, ya que el uso de combinaciones de enzimas puede constituir un medio
para facilitar la disponibilidad de nutrientes para la digestion y mejorar asi el valor
alimenticio de las dietas a base de ingredientes vegetales (Juanpere et al., 2005; Francesch

y Geraert, 2009).

4.4.2. EFECTO DE LA INCLUSION DE FITASAS SOBRE LA TASA DE
CRECIMIENTO EN JUVENILES DE Caiman latirostris.
La adicion de fitasas a la dieta con 25% de harina de soja, no generé un aumento
significativo del peso o la longitud en los juveniles de yacaré overo (Figuras 24 y 25). Al
igual que en los individuos neonatos, estos resultados estdn relacionados con las
caracteristicas y factores inherentes a las fitasas ya antes mencionados en el Punto 4.4.1.
No obstante, al comparar la ganancia de peso y longitud entre individuos neonatos y
juveniles de C. latirostris alimentados con dietas con 25HS + AXTRA® PHY gener6
ligeras respuestas en la ganancia de peso y longitud de los juveniles, pero mds acentuadas
en los neonatos de la especie (Figuras 26 y 27). La tasa de crecimiento de los
cocodrilianos esta influenciada por variables como la densidad de animales, fotoperiodo,
temperatura ambiental (Poletta et al., 2008; Parachi-Marco et al., 2009; Ciocan et al.,
2018), o como en el caso de esta investigacidon, a la alimentacién y composicién

nutricional de las dietas.
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También es un parametro que depende del sexo del individuo y su madurez sexual, pero
principalmente depende de la edad del individuo (Chabreck y Joanen, 1979; Joanen y
McNease, 1987), donde los animales de mayor edad muestran tasas de crecimiento

inferiores a las mostradas por los individuos neonatos o mds jévenes (Joanen et al., 2021).

4.5. ANALISIS BIOINFORMATICO Y FILOGENETICO DE ENZIMAS
DIGESTIVAS DE Caiman latirostris.

Las enzimas digestivas son uno de los factores mds importantes que influyen en la
conversion alimenticia y el crecimiento de los animales (Kuz’mina y Garina, 2001). La
caracterizacion de las enzimas digestivas puede proporcionar informacién valiosa sobre
la capacidad de los cocodrilianos para hidrolizar carbohidratos, lipidos y proteinas, siendo
esto esencial para comprender su adaptacion a ciertas dietas.

La pepsina y progastricina son de las principales proteasas que catalizan la hidrodlisis de
las proteinas en péptidos mds pequefios, estando asociadas naturalmente al tracto
gastrointestinal de los cocodrilianos y desempefiando un papel fundamental en los
procesos digestivos, ya que los péptidos que generan entran en el tracto intestinal, donde
las proteasas pancredticas e intestinales degradan los péptidos a aminoécidos (Siar et al.,

2018).

Estudios han indicado la existencia de una correlacion entre las enzimas digestivas y los
habitos alimenticios de peces y aves, comprobandose que la actividad y cantidad de
ciertas enzimas puede variar si los animales son herbivoros, omnivoros o carnivoros (Ray

et al., 2012). Bajo esta premisa se llevaron a cabo los andlisis correspondientes.

4.5.1. ANALISIS BIOINFORMATICO Y FILOGENETICO DE LA PEPSINA Y
PROGASTRICINA DE Caiman latirostris.
Las diferencias halladas en los MSA y alineamientos estructurales de aminoécidos de la
pepsina y progastricina entre C. latirostris y especies relacionadas (Figuras 28, 30, 31,
33, 35 y 36) sefialan un patrén de conservacion entre enzimas indispensables para la
nutriciéon y digestion de la dieta de vertebrados. Son cambios discretos que no
necesariamente influyen en una actividad diferenciada de las enzimas (en el caso de
proteinas aspdrticas s6lo una fraccién de sus residuos contribuyen a la divergencia
funcional) ya que la mayoria de los sitios estan altamente conservados. Algunos de estos

residuos son sitios de interaccidon enzima-sustrato (Carginale et al., 2004).
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La diversificaciéon funcional entre los distintos tipos de proteasas aspdrticas estd
respaldada por pruebas experimentales (Carginale et al., 2004). Sin embargo, estas
enzimas muestran un nivel bastante alto de conservacion, si se consideran sus propiedades
cataliticas generales (Carginale et al., 2004). Es asi como, en la pepsina y progastricina
de C. latirostris se observo la conservacion de los residuos cataliticos: Asp32, Asp210
(pepsina) y Asp30, Asp201 (progastricina); reportados anteriormente por Kageyama,
(2002) en la pepsina A porcina como Asp32 y Asp215; y Castro et al., (2012) en los
residuos Asp32 y Asp217 de una extensa filogenia realizada en mamiferos, anfibios y
peces. Estos residuos se encuentran situados en las hendiduras de unién al sustrato de la

mayoria de las proteinas aspdrticas.

Igualmente, en C. latirostris se conservaron las regiones de las secuencias aminoacidicas
de las proteinas en cuestion. Kageyama, (2002) identificé en la pepsina porcina las
regiones: secuencia sefial (prepéptido) y secuencia de cadena (que incluye segmento de
activacion y fraccion activa de la enzima), en ese orden. El nimero de aminodcidos que
constituyeron cada region fue de 1-15, 44 -326. También, Castro et al. (2012) hall6
puentes disulfuros que intervienen en el plegamiento de las proteinas. Estos resultados

coinciden con las regiones y tipos de enlaces identificados en C. latirostris.

Se habla de diversificacion y divergencia funcional, debido a que todos los grupos de
pepsinas evolucionaron a partir de una proteinasa ancestral comun, y luego ocurrieron
varias duplicaciones génicas, que generaron una variedad de especies de pepsinas con
propiedades cataliticas variables (Kageyama et al., 1990; Kageyama, 2000; Kageyama,
2002). De este hecho también se puede inferir que a partir de la aparicion del dominio
“Peptidasa A1 en las proteinas pepsina y progastricina de C. latirostris, probablemente
dicho dominio divergié de un dominio ancestral y en la actualidad se encuentra en la
mayoria de los organismos eucariotas (Tang et al., 1978).

De acuerdo con anélisis filogenéticos recientes al menos ocho eventos de duplicacion
ocurrieron a lo largo de diferentes linajes, y fue en la primera duplicacién (la cual podria
haberse producido en la primera etapa de la evolucion de los vertebrados) en la cual
ocurri6 la divergencia entre el grupo de las progastricinas (pepsinégeno C/pepsina C) y

las pepsinas A (Kageyama, 2002; Carginale et al., 2004).
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Las enzimas digestivas de vertebrados no mamiferos, como los de los peces, aparecieron
mucho antes en la evolucion, dando lugar a una diversidad significativa en sus estructuras
y propiedades enzimaticas (Gildberg, 1988). Sin embargo, antes de la divergencia de los
tetrdpodos, un tnico gen de progastricina se expandié en tindem para producir dos linajes
génicos de progastricina: pgbC y pgC2. Asi, pgC2 se encuentra en saurdpsidos, anfibios
y marsupiales. Por su parte, pgbC se retuvo en los anfibios, pero se duplic en el ancestro
de los amniotas dando lugar a otras progastricinas entre las que se encuentra la
progastricina pgCl1, la cual se mantiene en mamiferos, reptiles y marsupiales, pero no en

aves (Castro et al., 2012).

La reconstruccion filogenética aqui presentada (Figuras 32 y 37) incluye un dnico tipo
de pepsina y progastricina para todas las especies animales que conforman el andlisis, ya
que el estudio de divergencia de variedades de estas proteinas no compete al presente
trabajo. Al igual que en los arboles filogenéticos reportados por Carginale et al. (2004),
los obtenidos en esta investigacion coinciden en que los peces son el grupo mds ancestral
que diverge primero, seguidos de los anfibios. Es importante sefialar, que la acumulacion
de cambios genéticos en las ranas fue mucho mayor que la del resto de los grupos, ya que
poseen sub-genomas que pueden ejercer control sobre pardmetros como la expresion o
silenciamiento génico, el splicing alternativo, tasas de recombinacién y de evolucién de
proteinas entre otros (Premachandra et al., 2022). Caso contrario a los cocodrilianos y
serpientes que ostentan bajas tasas de acumulacion de cambios en el genoma permitiendo
inferir que los pocos cambios que ocurren en la pepsina y progastricina son significativos
(Green et al., 2014). Esta reconstruccion, a pesar de ser limitada a unas pocas especies,

concuerda con la filogenia de los vertebrados actualmente aceptada.

La heterogenenidad y expresion de las proteinas asparticas podria ser ventajosa para la
digestion eficaz de diversas proteinas en el estdmago. De tal manera que la presencia de
diferentes formas de pepsina en ciertas especies puede ser indicador del nicho alimenticio
y correlacionarse con adaptaciones a diferentes tipo de alimento, dietas, hdébitos
alimentarios, 0 a una estrategia para aumentar la producciéon de enzimas con el fin de
facilitar la digestion a bajo diferentes variables ambientales. En otros casos, se ha sugerido
que en animales herbivoros se requiere mds enzima para lograr una degradacién efectiva
de bajas concentraciones de proteinas en la dieta (Kapoor et al., 1975; Ferndndez et al.,

2001; Kageyama, 2002; Carginale et al., 2004).
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Con relacién a la progastricina, los niveles totales de la proteina en la mucosa géstrica
varfan en los mamiferos en correlacion con los hébitos alimentarios. Los valores parecen
ser mds altos en mamiferos herbivoros (Kageyama et al., 1984; Kageyama et al., 1991),
que en omnivoros y carnivoros (Furihata et al., 1980; Kageyama et al., 1992; Suzuki et
al., 1999). Esto puede significar que los animales que ingieren alimentos poco proteicos
o herbdceos necesitan mayores concentraciones de progastricina, para digerir de forma

eficiente las proteinas de los alimentos (Suzuki et al., 1999).

Otra variable que también puede tener influencia sobre la presencia y actividad de este
tipo de enzimas es el estadio etario. El efecto puede apreciarse con mayor facilidad en
especies que experimentan cambios ontogenéticos en la dieta (Kuz'mina, 1996; Peres et
al., 1998). En el caso de la rana toro (Lithobates catesbeianus) la actividad de las enzimas
digestivas aumenta desde el inicio de la fase de alimentacion hasta la premetamorfosis,
lo que estd relacionado con la maduracién del aparato digestivo. Luego, durante el climax
de la metamorfosis, las actividades de las enzimas digestivas disminuyen, porque el
animal no come durante este periodo. Finalmente, al terminar la metamorfosis, la
actividad de las enzimas proteoliticas, las proteasas acidas y la tripsina, aumenta entre
35% y 400%. Estos resultados indican que las enzimas digestivas especificas de cada
estadio tienen presumiblemente un significado fisiolégico y ademds mejoran la
comprension de la dindmica de desarrollo de las enzimas digestivas en el cambio de

hébitos alimentarios omnivoros/herbivoros a carnivoros (Santos et al., 2016).

Debido a la elevada conservacién de secuencias y estructuras de la pepsina y la
progastricina entre cocodrilianos y otras especies relacionadas, puede parecer que la
actividad y produccion de estas enzimas en yacaré overo podrian estar correlacionadas
con su dieta y ontogenia. No obstante, poco se sabe acerca de este topico.

Si especulamos que los cocodrilianos pudieron haber explotado un nicho dietético
omnivoro desde finales del Cretdcico como sugieren Melstron e Irmis (2019), y que los
recursos estables y altamente predecibles del Cenozoico actuaron como la principal
fuerza evolutiva que impulsé su especializacién en una dieta carnivora (Kissling et al.,
2012; Burin et al., 2016), quedaria atn por esclarecer como es que aligatéridos pueden
aprovechar mejor los nutrientes de origen vegetal en comparacion a las otras familias de
cocodrilianos. En la topologia de los arboles filogenéticos (Figura 30 y 33) puede hallarse

la respuesta. Se puede apreciar como para ambas enzimas, €l clado de los cocodrilianos
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se divide y agrupa a las especies evaluadas en las ramas correspondiente a sus familias,
indicando que los cambios en la dieta (paso de omnivoria a carnivoria) fueron mads
pronunciados en la familia Crocodylidae que en la Alligatoridae, lo cual es sustentando

por lo expuesto por Tracy et al. (2015) y los resultados de esta investigacion.

Entre los homopolisacdridos mds abundantes de la naturaleza se encuentran la celulosa,
componente estructural de la pared celular de las plantas, y la quitina, componente
principal del exoesqueleto de los invertebrados (Rodriguez-Pedroso et al., 2009; Slavin y
Carlson, 2014). Como se menciond previamente, el yacaré overo experimenta cambios
ontogénicos en su dieta; sin embargo, los insectos y otros invertebrados son un recurso
constante en su alimentacién a lo largo de toda su vida (Brochu, 2003; Seijas, 2011; van

Hoek, 2014).

La constante presencia de quitina en la dieta de C. latirostris, junto a la similitud con la
celulosa y una respuesta a dietas ricas en proteinas, sugiere que pepsina y progastricina
estdn programadas genéticamente para cambios ontogenéticos en el yacaré overo
(produccién y actividad), cierta indicando plasticidad fenotipica frente a ciertos nutrientes

(Horn et al., 1986; Karasov, 1992; Hidalgo et al., 1999; Caviedes-Vidal et al., 2000).
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio es posible concluir que existen
evidencias que respaldan la capacidad de los cocodrilianos, en particular los aligatéridos
como C. latirostris, para aprovechar eficientemente nutrientes provenientes de fuentes
vegetales, como la harina de soja. Se observa como aumenta la digestibilidad de las dieta
con la adicién de harina de soja, indicando que la inclusién de este ingrediente en una
dieta formulada para C. latirostris en un rango del 20 al 40% podria estimular una buena
absorcion de nutrientes y promover un mejor crecimiento. Estos hallazgos sugieren que
los cocodrilianos de vida libre podrian ingerir material vegetal de manera deliberada, no
solo para prolongar el tiempo de residencia del alimento en el sistema digestivo y mejorar

la digestién y absorcion de nutrientes, sino también como parte de su dieta habitual.

Los resultados indicaron que la harina de soja es un ingrediente altamente palatable para
el yacaré overo, e incluso puede fomentar la aceptacion de dietas enriquecidas con este
componente. Ademads, se observd que los nutrientes y fibras vegetales proporcionados
por la harina de soja no afectan negativamente el metabolismo de C. latirostris. Por el
contrario, se ha constatado que el Indice de Conversién de Alimento y crecimiento de los
animales mejora, lo cual refleja una buena eficiencia en la digestiéon y asimilacién de
nutrientes. Estos resultados concuerdan con estudios previos realizados en otras especies

de aligatdridos.

A partir de esta investigacion también es posible concluir que la inclusién de harina de
soja en la dieta de C. latirostris no tiene un impacto negativo sobre los niveles de lipidos,
proteinas y glucosa en sangre. Aunque las dietas para cocodrilianos criados en cautiverio
pueden ser ricas en grasas saturadas y contribuir a niveles altos de lipidos en sangre, los
valores obtenidos en este estudio se consideran normales y similares a los reportados para
esta y otras especies de cocodrilianos. Asimismo, las concentraciones de proteinas totales
y albimina en la sangre de los yacarés overos tampoco se vieron afectados. En cuanto a
los niveles de glucosa en sangre, los yacarés overos no mostraron cambios significativos
en comparacion con los valores previamente reportados para C. latirostris. En conjunto,
estos hallazgos respaldan la viabilidad de utilizar la harina de soja como un componente
en la alimentacién de los yacarés overos sin afectar negativamente su estado de salud

metabdlica.
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La inclusién de harina de soja en la dieta del yacaré overo tiene efectos beneficiosos en
el crecimiento de las vellosidades intestinales y en el metabolismo de los lipidos en el
higado. La adicién de harina de soja a la dieta de C. latirostris afecta positivamente la
morfometria de las vellosidades intestinales. Especificamente, se observo que la dieta con
un 25% de soja estimula una respuesta morfofisiolégica mds pronunciada, promoviendo
un mayor crecimiento de las vellosidades y, por ende, una mayor superficie de absorcion.
Ademads, aunque el yacaré overo tiende a acumular grandes cantidades de lipidos en el
higado, se encontré que la concentraciéon de lipidos presentes en el higado de los
individuos alimentados con dietas que contenian soja era igual o menor en comparacién

con aquellos alimentados sin soja.

La adicion de fitasas exdgenas en las dietas de animales como C. latirostris ha demostrado
ser una fuente econdémica para aumentar la digestibilidad de las dietas y el crecimiento de
los individuos. Sin embargo, sus efectos pueden variar segin el origen de la enzima, su
concentracion y la del fitato presente en el alimento, asi como la naturaleza fibrosa de los
ingredientes. Aunque se ha demostrado que la inclusion de otras enzimas como xilanasas,
amilasas y proteasas en las dietas de aves mejora la digestibilidad de las proteinas y
amortigua el impacto negativo de algunos ingredientes vegetales, no se ha encontrd
efectos significativos en los pardmetros de crecimiento del yacaré overo. El aumento de
peso y longitud estd influenciado por diversos factores, ademds de la alimentacién y la
composicion nutricional de su dieta, la edad del individuo, entre otros. En general, se
sugiere que la inclusién de enzimas exdgenas puede ser beneficiosa para mejorar la
digestibilidad de C. latirostris frente a dietas enriquecidas con soja, pero se deben
considerar varios factores mas, como la inmovilizacién de la enzima en una matriz de

polisacéridos para lograr un efecto 6ptimo.

Los andlisis bioinforméticos de las enzimas pepsina y progastricina en C. latirostris
revelaron un patrén conservado en sus alineamientos secuenciales y estructurales en
comparacion con especies relacionadas. Aunque se observaron cambios discretos en estas
enzimas, no parecen tener un impacto significativo en su actividad diferenciada en los
cocodrilianos. Si bien existe cierta diversificacion funcional en estas proteasas, ain se
conservan en alto grado sus propiedades cataliticas generales. La presencia de regiones
conservadas en las secuencias aminoacidicas de estas enzimas digestivas de C. latirostris

refuerzan su importancia en la nutricién y asimilacion de la dieta. Los andlisis
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filogenéticos sugieren que la pepsina y progastricina de peces y anfibios surgieron
primero, mientras que los cocodrilianos poseen secuencias y estructuras mas conservadas.
La presencia de multiples formas de pepsina y progastricina en diversas especies se
correlaciona con el tipo de alimento, el hdbito alimentario, la adaptacion a diferentes
dietas y la ontogenia, lo cual influye en su presencia y actividad, con cambios
significativos en distintas etapas del desarrollo. En conclusion, los resultados indican que
las enzimas digestivas en C. latirostris estan estrechamente relacionadas con su dieta,

ontogenia y adaptacion a diferentes recursos alimentarios.

Para finalizar, los resultados de este estudio indican que la dieta con un 25% de harina de
soja es mds rentable que las dietas sin soja para obtener en el menor tiempo posible
ejemplares del tamafio apropiado para los programas que contemplan reintroducciones y
comercio. Las dietas con soja tienen un costo por kg mas bajo, asimismo su rentabilidad
también se debe a un buen rendimiento en términos de ganancia de longitud, peso, TCA
e ICA. Ademas, las dietas con soja tienen excelente aceptacion, lo que reduce las pérdidas
de alimento y los costos indirectos de mantenimiento y produccion. En conclusion, la
implementacion de las dietas con 25% de soja podrian ayudar a disminuir los costos de
produccion de pieles de yacaré overo y mantener el financiamiento del programa de

conservacion de la especie y las investigaciones asociadas a esta.
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APENDICE I

Determinacion de 6xido de cromo y curva calibracion

Para determinar el contenido de 6xido de cromo (Cr203) presente en las muestras de heces
primero se prepard una solucién madre de dicromato de potasio (K2Cr20O7), a fin de
disefiar una curva de calibracidn, la cual sirvié para establecer los niveles de Cr203 en las

muestras. La solucién de K>Cr2O7 se prepar6 de la siguiente forma:

1. Se determino el peso molecular (PM) del K2Cr207:

PM de K,Cr,0, = (K:39.1gx2) + (Cr: 52 gx2) + (0: 16 gx 7)

PM de K,Cr,0, = 294.1818 g

2. Se establecio el contenido de cromo (Cr) en K2Cr207:

s de Cr en K. Cro0. — (PM de Cr: 104) 100 = 35,35%
o de Cren K,Cr, 7_(PM deKZCr207:294,2)X - ’ i

3. Se calculé la cantidad de K2Cr207 a emplear para obtener una soluciéon madre

con una concentracion de 2 g/L de Cr:

2g
35,35%

100% x ( ) = 5,657708628 g

) = 0,0056577086 g/ml

1L

0,0056577086 g x 100 ml = 0,5658 g/ml

Por lo tanto, para preparar 100 ml de solucién madre se agregaron 0,5658 g de KoCr20O7
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4. Se establecio la cantidad de acido nitrico (HNO3) a agregar a la solucion madre

partir de los siguientes datos y ecuacion:

e PMdeHNO; =(H:1g)+ (N:14g) + (0: 16 gx 3) = 63 g/mol
e Concentracion del HNOs= 0,4N.

e Pureza=65%

e Densidad = 1,68 g/ml

011 solucién 04N 0,4 EQ/g 63g [ 1mL (1)
2 L SOUAOR BA XN T solucion 0,4 N “\ TEQ/g ~\1,68g ~\0,65

HNO3 =2,3 ml
Por lo tanto, para preparar 100 ml de solucién madre se agregé 2,3 ml de HNOs.

S. Entonces, en un vaso de precipitado de 50 ml se pesaron 0,05658 g de K>Cr207 y se
afladieron 2,3 ml de HNO3 y 10 ml de agua destilada.

6. Esta solucidn fue transferida a un balén aforado de 100 ml y se agité en un vortex.

7. Se completaron los 100 ml de volumen final con agua destilada.

8. Esta solucién fue cubierta con papel de aluminio a fin de protegerla de la luz (ya que
ésta la degrada), y se almaceno en la heladera hasta su uso.

9. Para construir la curva de calibracién se realizaron diluciones de la solucién madre,

empledndose la siguiente formula:
CiVi = GV,

Donde:

C1= Concentracion de la solucién madre (ug Cr/ml).

V1 = Volumen a tomar de la solucién madre (ml).

C2 = Concentracion a la cual queremos llevar la nueva solucién (20; 2; 0,2; 0,002; 0,0002
pg Cr/ml).

V2 = Volumen final de la nueva solucién (10 ml).
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Se despejo el volumen inicial a tomar de la solucién madre:

GV
V1 = C
1

Habiéndose despejado el volumen inicial de la ecuacidn, se calcularon los puntos de la

curva de calibracién para esta investigacion de la siguientes manera.

_ (20pg Cr/ml) (10 ml)

= L
! (200 pg Cr/ml) m
2ugC 1) (10 ml
v1=(”g r/ml) ( m)=0,1mL
(200 pg Cr/ml)
0,2ug C 1) (10 ml
1=( ug Cr/mb) ( m)=0,01mL
(200 ug Cr/ml)
0,002ug Cr/ml) (10 ml
1:( ug Cr/ml) ( )=0,0001mL
(200 pg Cr/ml)
0,0002ug Cr/ml) (10 ml
_( ug Cr/mb) Q0D _ 15001 m,

1 (200 pg Cr/ml)

10. Se calibro el espectrofotémetro a 350 nm, para leer la absorbancia (ABS) del Cr20s
contenido en la solucion madre a diferentes concentraciones.

11. Una vez obtenidas las diferentes lecturas, se construyé la curva de calibracion.
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Curva de calibracion para determinar concentraciones de Cr203 en las muestras.
25 4
y =29,438x - 0,4069

20 + R?=0,9988

—&— Concentracion de Cromo
(ng/ml)

Concentraciéon de Cromo (pg/ml)

0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Absorvancia (nm)

134



