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RESUMEN. La acuicultura del Atin Rojo del Atlantico (Thunnus thynnus) ha experimentado
un rapido desarrollo en los Ultimos afos, lo que ha hecho necesario diferenciar entre ejem-
plares procedentes de acuicultura (criados en cautividad) y aquellos procedentes de pesque-
rias (capturados en el medio natural). En este estudio se evalué un método basado en la
composicion quimica de tejidos de descarte (branquias y huesos) en 3 lotes de juveniles de
T. thynnus (criados en tanques terrestres, criados en jaulas marinas y capturados en estado
silvestre). Se determinaron las concentraciones de 11 macro y microelementos (Ca, Fe, K,
Mg, Na, P, S, Cu, Mn, Zn y Sr) y se evaluaron mediante un andlisis de varianza (ANDEVA)
y 2 pruebas multivariantes: analisis de componentes principales (ACP) y analisis candnico
discriminante (ACD). Los mejores resultados se obtuvieron en las branquias y en el lote
correspondiente a los ejemplares silvestres. Sin embargo, los resultados no fueron lo sufi-
cientemente robustos como para establecer un patrén especifico que permitiera identificar el
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origen de los ejemplares de 7. thynnus.

Palabras clave: discriminacion de lotes, hueso, branquia, elementos inorganicos, juveniles,
elementos traza, Atin Rojo del Atlantico, Thunnus thynnus.

INTRODUCCION

En los vertebrados, los tejidos duros constituyen estruc-
turas clave que proporcionan soporte al organismo y alma-
cenan tanto elementos mayoritarios como elementos traza.
Los elementos inorganicos, como el Ca, P, Mg y Mn, son rele-
vantes en estos tejidos, ya que estan relacionados con diversas
funciones fisiologicas, como la biodisponibilidad organica de
otros elementos, incluido el Zn (Aschner y Aschner 2005,
Lall y Kaushik 2021). Por otro lado, las branquias representan
una via fundamental para la captacion de elementos como el
Cu (Miller et al. 1980, Grosell 2012), Na (Taylor et al. 2003),
Fe (Bury et al. 2003, Bury y Grosell 2003), Mn (Rouleau et
al. 1995, Baudin et al. 2000), Zn (Bury et al. 2003, Hogstrand
2012), Ca (Evans y Claiborne 2009), P (Evans y Claiborne
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2009) y Mg (Dabrowska et al. 1991, Shearer y Asgard 1992)
(revisado en Lall y Kaushik 2021). El K es importante para
el mantenimiento del equilibrio osmético y acido-base (Lall
2003), mientras que el S se considera un nutriente indis-
pensable para todos los organismos vivos (Komarnisky et
al. 2003), debido a su papel como componente esencial de
aminoacidos, proteinas, enzimas, vitaminas y otras molé-
culas. Finalmente, el Sr presenta funciones biologicas rele-
vantes, incluyendo su capacidad para incrementar la densidad
mineral 6sea (Siccardi et al. 2010) en determinadas especies.

Aunque la acuicultura del Atin Rojo del Atlantico
(Thunnus thynnus) (ARA) sigue dependiendo en gran
medida del engorde basado en captura (De La Gandara et al.
2016), desde 2016, afio en el que se logré por primera vez
a nivel global el cierre del ciclo, se han producido avances
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significativos en el cierre completo del ciclo de vida en cauti-
vidad (Ortega y De la Gandara 2017). En la actualidad, la
normativa europea prohibe la captura de ejemplares de ARA
con un peso inferior a 30 kg o con una longitud furcal infe-
rior a 115 cm (OJEU 2016). No obstante, en el futuro, los
juveniles de ABFT nacidos en cautividad podrian ser comer-
cializados, lo que implicaria la venta de individuos de menor
tamafio. Esta situacion incrementaria la probabilidad de
que ejemplares pequeflos capturados ilegalmente lleguen al
mercado (Campobasso et al. 2017) y, por lo tanto, de riesgo
de fraude en el etiquetado.

Ante la ausencia de métodos fiables para diferenciar entre
ejemplares de ARA capturados en estado silvestre y aque-
llos criados en cautividad, resulta necesario explorar posi-
bles métodos para la discriminacion entre lotes de cualquier
edad. En este sentido, una aproximacion basada en la iden-
tificacion de lotes a partir de como influyen las condiciones
de cultivo en los tejidos durante el crecimiento y desarrollo
podria resultar especialmente util (Jara y Chodyniecki 1999,
Rooker et al. 2007, Brucka-Jastrzgbska et al. 2009).

Los tejidos duros procedentes de subproductos pesqueros
han sido utilizados en numerosos estudios para la obten-
cion de nuevas moléculas e informacion (Kim y Jung 2007,
Murthy et al. 2014, Talib et al. 2020, Aaenglong et al. 2022,
Lopez-Alvarez et al. 2024), debido a que (1) son tejidos ricos
en macro y microelementos, y (2) su composicion quimica esta
determinada por interacciones complejas entre factores gené-
ticos, fisiologicos, condiciones ambientales (e.g., quimica del
agua, temperatura y contaminacion) y cambios ontogénicos
(Walther y Limburg 2012, Sturrock et al. 2015, Limburg et al.
2018). Por lo tanto, la caracterizacion del perfil quimico de
los tejidos duros de una determinada poblacion o lote podria
emplearse en el futuro como una herramienta diferencial en
el sector pesquero (Cubadda et al. 2006). En consecuencia, el
objetivo del presente estudio fue evaluar las concentraciones
elementales en huesos y branquias de juveniles de ARA
procedentes de 3 lotes (criados en tanques terrestres, criados
en jaulas marinas y capturados en estado silvestre) y analizar
su potencial aplicacion en acuicultura.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Se recogieron muestras de 75 ejemplares juveniles de ARA
con un peso inferior a 1,000 g procedentes de 3 localizaciones
diferentes: tanques terrestres (lote 1; n = 24 [branquias]; n =
24 [huesos]), jaulas marinas (lote 2; n =22 [branquias]; n =22
[huesos]) y medio natural (lote 3; n = 29 [branquias]; n = 28
[huesos]). Los atunes de los lotes 1 y 2 procedian de huevos
fecundados de forma natural en jaulas marinas. Estos huevos
se recogieron de inmediato y se trasladaron a las instalaciones
terrestres del Instituto Espafiol de Oceanografia (Centro
Oceanografico de Murcia, Espafia). Las larvas se culti-
varon en un tanque de 40 m*® y se alimentaron con rotifero y
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copépodos. Tras el destete, los peces fueron alimentados con
una dieta artificial (Magokoro S-3; Marubeni Nissin Feed
Co., Ltd., Tokio, Japon) y mantenidos a 24.9 °C y una sali-
nidad de 32.0 g'L™" en un tanque de 20 m®.

Alos 41 dias post-eclosion, los ejemplares con masa corporal
suficiente para ser transportados se dividieron en 2 grupos: los
peces del lote 1 se trasladaron a un tanque terrestre de 900 m?
con sistema de flujo continuo en la Infraestructura para la
Acuicultura del Atin Rojo del Atlantico (Cartagena, Espaia),
donde fueron alimentados con arenque (Clupea spp.), Lacha
(Brevoortia aurea) y Caballa del Atlantico (Scomber scombrus).
Los peces del lote 2 se mantuvieron en jaulas flotantes marinas
frente a Cartagena, Espafia (37°34'39.2"N, 0°52'35.9"W).
Estos ejemplares fueron recogidos poco después de su muerte
natural y posteriormente muestreados. Por tltimo, los atunes
del lote 3 fueron capturados mediante pesca con palangre, cafia
y linea, en la Bahia de Mazarron (Murcia, Espafia) y mues-
treados inmediatamente después de su captura. El muestreo de
los atunes silvestres se llevo a cabo con los permisos corres-
pondientes otorgados por las autoridades competentes (ICCAT
REC 11-06). De acuerdo con la legislacion europea (OJEU
2010), ninguno de los procedimientos realizados en el presente
estudio requiri6 autorizacion ética.

Las muestras de hueso y branquia se recogieron y se
lavaron con agua MilliQ (Milli-Q Lab Water Solutions,
Guyancourt, Francia), con acido nitrico al 2% y lavadas de
nuevo con agua MilliQ, antes de ser secadas a temperatura
ambiente. Todas las muestras se almacenaron a —20 °C hasta
su analisis. Las muestras de hueso y branquia se obtuvieron
del primer arco branquial y de los denticulos 6seos del arco
branquial, respectivamente.

Preparacién y analisis de muestras

Las muestras de tejido se pretrataron segun lo descrito por
Salvat-Leal et al. (2023). En resumen, las muestras de bran-
quia y hueso fueron sometidas a digestion acida utilizando
acido nitrico para andlisis de metales traza (69% Suprapure;
Merck and Co, Inc., Rahaway, EE. UU.) y H20: (33% Supra-
pure, Merck & Co, Inc.) en tubos de reaccion de teflon.
Estas muestras se calentaron en un sistema de digestion por
microondas (UltraClave-Microwave, Milestone SpA, Sorisole,
Italia) durante 20 min a 220 °C vy, finalmente, se diluyeron
hasta un volumen final de 10 mL con agua doblemente desio-
nizada MilliQ. (Milli-Q Lab Water Solutions). Posteriormente,
las concentraciones de Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S, Cu, Mn, Zn
y Sr se determinaron mediante espectrometria de emision
optica con plasma acoplado inductivamente (EEO-PAI). Se
analizé 1 muestra en blanco por cada 11 muestras. Los valores
del blanco se mantuvieron siempre por debajo de los limites
de deteccion para elementos traza y representaron menos del
1-2% de las concentraciones de los elementos mayoritarios en
las muestras.

Se emplearon patrones de calibracion multielementales
preparados en acido nitrico al 4% (AnalytiChem Canada,
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Inc., Baie-d'Urfé, Canada). Las concentraciones de macro y
microelementos se establecieron de acuerdo con la metodo-
logia descrita en la norma UNE-EN ISO 1188 (UNE 2010).
Para la validacion del método se utilizé el material de refe-
rencia certificado 1577b (higado bovino; National Institute
of Standards and Technology, Dicoex, Bilbao, Espaiia). Las
curvas de calibracion se generaron para cada lote analitico
utilizando un minimo de 3 puntos de concentracion. Cada
ciclo analitico comenzo con los patrones de calibracion,
seguido de las muestras y patrones de control intermedios y
finalizo con patrones de control, aceptandose un coeficiente
de variacion maximo del 10%. Las longitudes de onda (nm),
tasas de recuperacion (%) e incertidumbre (%) fueron las
siguientes: Ca (184.0, 317.9 nm; 94.3% + 4.3%), Fe (239.6,
238.2 nm; 103.9% + 3.9%), K (766.5 nm; 94.6% =+ 4.6%),
Mg (279.5, 280.3, 285.2 nm; 94.7% + 4.7%), Mn (260.6,
279.5 nm; 96.2% + 6.2%), Na (589.6 nm; 95.2% + 5.2%)),
P (185.9, 213.6 nm; 93.5% + 3.5%), Cu (224.7, 324.8 nm;
96.9% + 4.1%), S (180.7, 182.0 nm; 104.3% =+ 4.3%), Zn
(206.2 nm; 105.0% + 5.0%) y Sr (421.5 nm; 97.0% + 7.0%).
Todas las concentraciones se expresaron en pug-g'. El limite
de deteccion fue de 10 pg-g* para los componentes mayori-
tarios (Ca, K, Mg, Na, Py S) y de 0.001 pg-g™* para el resto
de los elementos.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron utilizando SPSS v. 24.0
(IBM, Armonk, EE. UU.). Para todas las concentraciones
elementales se calcularon las medias geométricas y los errores
estandar. La normalidad de los datos se evalué mediante
la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de
varianzas, mediante la prueba de Levene. Se empled un
modelo lineal general (MLG), junto con pruebas post hoc de
Tukey (HSD) y Scheffé, para analizar las relaciones entre el
peso, la concentracion de elementos y el lote. Asimismo, se
utiliz6 una prueba de Kruskal-Wallis, seguida de compara-
ciones post hoc, para evaluar las diferencias entre lotes. El
nivel de significacion para todas las pruebas estadisticas se
establecio en a =0.1.

Para identificar el lote probable de los peces a partir del
conjunto de datos, se realizaron 2 analisis estadisticos multi-
variantes: un analisis de componentes principales (ACP) y
un analisis discriminante canénico (ADC). Estos métodos
permiten reducir datos de alta dimensionalidad a un conjunto
mas reducido de patrones interpretables, facilitando asi la
identificacion de agrupaciones naturales y de las variables
que contribuyen a dichos patrones. En el ACP, la reduccion de
dimensionalidad se logra mediante la extraccién de compo-
nentes principales (CP), que son combinaciones lineales de
las variables originales que maximizan la varianza explicada
de los datos. Por el contrario, el ADC genera funciones discri-
minantes canonicas (FDC) que maximizan la separacion entre
grupos basandose en esas mismas variables. La contribucion
relativa de cada elemento a la estructura multivariante se
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evalua a partir de sus respectivos pesos factoriales (loadings)
o coeficientes.

En el ACP se considerd un umbral de carga factorial de 0.32,
correspondiente a una varianza media explicada del 56.6%
(Peterson 2000). Ademas, la validez del método se evalud
mediante el indice de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO), la prueba
de esfericidad de Bartlett (P < 0.05) y el criterio de autova-
lores (valores > 1). En el ADC se utiliz6 el estadistico lambda
de Wilks para evaluar la significacion de la discriminacion
(P < 0.05). Asimismo, se aplicé un procedimiento de valida-
cion cruzada mediante division de la muestra (split-sample)
para evaluar la capacidad de las variables seleccionadas para
predecir los lotes de ARA. En este proceso de validacion, se
elimino un individuo de la matriz original. A continuacion, se
realiz6 el ADC con las observaciones restantes para clasificar
el individuo omitido. El nlimero de individuos mal clasifi-
cados indico el grado de solapamiento entre grupos, mientras
que la proporcioén de individuos correctamente reclasificados
se utilizé6 como medida de la integridad del grupo (Poulet et
al. 2005, Yakubu y Okunsebor 2011).

Las ecuaciones de clasificacion se utilizaron para discri-
minar nuevos ejemplares de lotes desconocidos. En estas ecua-
ciones, las constantes y los coeficientes de las funciones se
obtuvieron para cada combinacion de tejido, lote y elemento
mediante la Ec. (1):

F(z)=a+(lX]), (D

donde a es la constante para una combinacion de tejido y
lote, b es el coeficiente de la funcion de clasificacion para la
combinacion de un elemento y un lote, y [X] es la concentra-
cion de un elemento para un determinado tejido y lote (en un
ejemplar concreto). El resultado con el valor mas alto indico
la posible asignacion de lote para dicho ejemplar.

RESULTADOS

Los pesos medios fueron de 592.96 + 131.69 g (lote 1),
520.74 £ 98.06 g (lote 2) y 517.44 + 104.19 g (lote 3). No se
detecto una influencia directa del peso de los peces sobre la
concentracion de elementos (MLG, P > 0.05). Las concen-
traciones de elementos inorganicos detectadas en las bran-
quias y huesos de juveniles de ARA se muestran en la Tabla
1. El elemento que present6 la mayor concentracion fue el Ca,
mientras que el Cu present6 la menor concentracion. En las
branquias, se observaron diferencias significativas entre lotes
para las concentraciones de Cu (P = 0.001), Mn (P = 0.008),
S (P <0.001) y Sr (P =0.033). En los huesos, se detectaron
diferencias significativas entre lotes para las concentraciones
de Cu (P =0.008), Fe (P =0.021), Mg (P=0.023) y Zn (P <
0.001). No se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en ninguno de los tejidos para las concentraciones de
Ca,K,NaoP.

En el ACP (Fig. 1 y 2), la varianza explicada (VE), el
indice KMO, la prueba de esfericidad de Bartlett y el criterio
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Figura 1. Distribucion espacial de los lotes de Atiin Rojo del Atlantico (Thunnus thynnus) (lote 1 [criados en tanques terrestres], lote 2 [criados
en cautividad en jaulas marinas], lote 3 [capturados en estado silvestre]) basada en los componentes del analisis de componentes principales
(ACP) para las branquias: CP1/CP2 (a), CP1/CP3 (b), CP2/CP3 (c¢). Varianza explicada (VE): CP1 (VE = 48.4%; P, Ca, Mn, Sr, Mg y Zn),

CP2 (VE =24.8%; K, Na, S), CP3 (VE = 15.1%; Cu, Fe).
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Figura 2. Distribucion espacial de los lotes de Atin Rojo del Atlantico (Thunnus thynnus) (lote 1 [criados en tanques terrestres], lote 2
[criados en cautividad en jaulas marinas], lote 3 [capturados en estado silvestre]) basada en los componentes del andlisis de componentes
principales (ACP) para el hueso: CP1/CP2 (a), CP1/CP3 (b), CP2/CP3 (c¢). Varianza explicada (VE): CP1 (VE =45.7%; Ca, Mg, Sr, Mn, P,
Zn, Na), CP2 (VE =17.2%; S, K), CP3 (VE = 10.7%; Cu, Fe).
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Tabla 1. Concentraciones de elementos inorganicos en tejidos de Atin Rojo del Atlantico (ARA; Thunnus thynnus) por lote (lote 1 [criados en
tanques terrestres], lote 2 [criados en cautividad en jaulas marinas] y lote 3 [capturados en estado silvestre]). Datos: media geométrica + error
estandar (ug g, peso humedo). Para cada elemento y tejido, 1a misma letra en superindice indica diferencias estadisticas entre lotes.

Branquias Hueso
Elemento Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
c (5.3 +0.4) (4.4+0.5) (4.0 £0.5) (8.3 +0.4) (8.4+0.5) (8.9 % 0.6)
a x 10* x 10* x 10* x 10* x 10* x 10*
Cu 35402 2.6+ 0.2 424045 0.39 + 0.07° 0.5+0.1° 0.840.1%
(6.3 = 1.6) (52+0.7) (5.1£2.2) . )
Fe 10 10 . 10° 29+3 4949 44 + 85
K (1.6 +0.3) (1.0£0.2) (1.1£0.2) (1.7+0.3) (1.4+0.3) (1.6+0.2)
x 103 x 103 x 103 x 103 x 103 x 103
" (3.2+0.3) (2.3 +0.4) (22+0.2) (1.6 % 0.196) (1.46 + 0.09) (1.9+0.1)
& x 107 x 107 x 107 x 107 x 10% x 10%
Mn 36+ 30 25+4 20 + 20 17+1 16+ 1 16+1
N (3.1+0.6) (1.4+0.3) (1.6 0.4) (3.2+0.3) (2.8+0.3) (3.5+0.2)
a x 10° x 10° x 10° x 10° x 10° x 10°
. (3.6 £0.3) (2.7+0.3) (2.6 +0.2) (4.4 +0.4) (3.8+02) (4.4+0.3)
x 10* x 10* x 10* x 10* x 10* x 10*
S (5.8+0.2) (3.4+0.3) (4.7+0.2) (2.5+0.1) (23+02) (2.6+0.2)
x 10% x 1030 x 10 x 103 x 103 x 103
S (2.8+0.2) (2.6 +0.3) (1.8+0.2) (2.2+0.1) 2.6+0.2) (2.4+0.1)
r x 10% x 102 x 10% x 102 x 102 x 102
Zn 68+ 6 50+5 58+5 37 420 40+ 30 55 & 4ab

de autovalores fueron adecuados para ambos tejidos. El
indice KMO super6 0.5 en ambos casos, lo que indica que
los datos eran adecuados para el analisis (Shrestha 2021). Los
11 elementos analizados se representaron mediante 3 CP tanto
en branquias como en huesos, explicando el 88.4% y el 73.7%
de la varianza total, respectivamente. Los indices KMO para
ambos tejidos superaron 0.7 (0.766 en branquias y 0.731 en
huesos), aunque la VE fue mayor en branquias (>0.771) que
en huesos (>0.551). En el tejido branquial, el CP1 estuvo
compuesto por P, Sr, Ca, Mn, Mg y Zn; el CP2 incluy6 K,
Nay S; y el CP3 estuvo definido por Cu y Fe. No se observo
una separacion clara entre grupos, aunque el lote 2 se situd en
la region negativa tanto de CP2 como de CP3 (Fig. 1). Enel
tejido 6seo, el CP1 estuvo compuesto por Ca, Mg, Sr, Mn, P,
Zn y Na; el CP2 incluy6 S y K; y el CP3 estuvo cargado con
Cu y Fe, sin una diferenciacion clara entre grupos (Fig. 2).
Los CP mostraron una composicion elemental similar en
ambos tejidos, con la excepcion del Na, que se asocio a CP2
en branquias y a CP1 en huesos.

En el ADC, se seleccionaron 4 elementos (Mg, Mn, Sy
Zn) para las funciones discriminantes en ambos tejidos, mien-
tras que 3 elementos (Ca, K y Na) no fueron seleccionados
en ninguno de ellos. Los datos de las FDC se presentan en la
Tabla 2.

Se generaron 2 FDC tanto para branquias como para
huesos, cada una compuesta por los elementos identificados
como mas discriminantes por el software analitico (Yakubu y
Okunsebor 2011). El porcentaje de casos correctamente clasi-
ficados tras la aplicacion del método de validacion cruzada en
el ADC fue del 80.0% en branquias y del 77.0% en huesos.
Para ambos tejidos, el lote 3 fue el que se discrimind con
mayor claridad, seguido de los lotes 1 y 2 (Tabla 3). Las
funciones de clasificacion se presentan en la Tabla 4, y las
diferencias entre los 3 grupos se muestran en la Figura 3.

DiSCUSION

Las concentraciones de elementos inorganicos se explo-
raron como un posible enfoque para discriminar entre lotes
de juveniles de ARA y proporcionar una alternativa mas
sencilla y rentable a las técnicas ya establecidas. El marcaje
artificial (Block et al. 2005, Fromentin 2010), incluyendo
el uso de marcadores quimicos (Warren-Myers et al. 2015,
Tulli et al. 2020), marcadores moleculares (Boustany et
al. 2008, Riccioni et al. 2010) y marcadores genéticos
(Rodriguez-Ezpeleta et al. 2019), implica elevados costes
logisticos y econdémicos, que podrian evitarse mediante el
uso de trazadores naturales, en particular aquellos presentes
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Tabla 2. Funciones discriminantes candnicas (FDC) basadas en elementos, obtenidas a partir del analisis discriminante canénico (ADC), su
contribucion a la discriminacion entre grupos (%) y su precision global (%) segun el tipo de tejido (branquias y hueso).

Varianza
Explicada Correlacion Lambda de
Funcién Autovalor (%) Candnica Wilks Coeficientes de FCD (estandarizados)
Cu (0.93), Mg (1.9), Mn (-2.65),
1 1.45 72.2 0.77 0.26
S (—0.87), Zn (0.81)
Branquia
Cu (0.13), Mg (—0.04), Mn (—0.61),
2 0.56 27.8 0.60 0.64 S (0.91), Zn (0.38)
Fe (0.82), Mg (2.04), Mn (-2.20),
1 1.91 79.7 0.81 0.23
P (0.63), S (=0.61), Sr (—1.16), Zn (0.98)
Hueso
2 0.49 203 0.57 0.67 Fe 0.25), Mg (~0.17), Mn (~0.69),

P (-1.22), S (0.13), Sr (1.45), Zn (0.52)

en subproductos de la acuicultura como las branquias y los
tejidos Oseos.

En cuanto a las concentraciones elementales, no se encon-
traron diferencias en Ca, K, Na y P (macroelementos) entre
los lotes, lo que contradice nuestra hipotesis. Esto probable-
mente se deba a que estos elementos desempefian funciones
clave en procesos fisiologicos, como el mantenimiento del
equilibrio osmoético y acido-base, asi como en el desarrollo y
mantenimiento del sistema esquelético (Lall 2003, Zimmer et
al. 2019, Lall y Kaushik 2021). Ademas, no existian datos en
la literatura cientifica sobre la presencia de estos elementos en
tejidos dseos y branquiales de ARA que permitieran comparar
nuestros resultados.

Cabe destacar que Cu, Mn, S y Sr en tejido branquial
fueron los principales contribuyentes a la diferenciacion entre
lotes, mientras que en el tejido 6seo fueron Cu, Fe, Mgy Zn, lo
cual concuerda con nuestra hipdtesis. La elevada variabilidad
entre lotes podria explicarse porque estos son microelementos

Tabla 3. Precision de clasificacion (*) del analisis discriminante
canénico (ADC) y porcentaje de clasificacion erronea (%) por lote
(lote 1 [criados en tanques terrestres], lote 2 [criados en cautividad
en jaulas marinas], lote 3 [capturados en estado silvestre]) y tipo de
tejido (branquias y hueso).

Funcion 1 2 3
1 79.2% 8.3 12.5
Branquia 2 13.6 77.3% 9.1
3 0.0 17.2 82.8%
1 75.0% 12.5 12.5
Hueso 2 31.8 63.6%* 4.5
3 7.1 3.6 89.3*

(excepto el Mg) que participan en numerosas funciones fisio-
l6gicas, procesos bioquimicos y rutas metabolicas, ademas de
actuar como componentes esenciales o cofactores en sistemas
enzimaticos (Lall 2003, National Research Council 2011,
Lall y Kaushik 2021). Sin embargo, solo un elemento (Cu)
mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre lotes
en ambos tejidos (el lote 3 presentd concentraciones mas
elevadas que los lotes 1 y 2; Tabla 1). Este resultado coincide
con un estudio previo en tejidos blandos de ARA (cerebro,
higado, musculo y rifién; Salvat-Leal et al. 2023), en el que el
Cu fue el tnico elemento que mostrd diferencias estadisticas
entre lotes en todos los tejidos (también con concentraciones
mas altas en ejemplares silvestres).

A pesar de encontrarse en la menor concentracion entre los
elementos analizados, el Cu es esencial para la funcion celular
(Lall y Kaushik 2021) y esta siempre presente en los peces.
Las mayores concentraciones de Cu en ejemplares silves-
tres en comparacion con los criados en cautividad podrian
deberse a una mayor exposicion a este elemento a través de
sus presas (Bustamante et al. 2002, 2004, 2006). De hecho,
en comparacion con los criados en cautividad, los atunes
silvestres presentan una dieta mas variada, compuesta por
peces pelagicos pequefios, camarones, cefalépodos y crusta-
ceos (Uotani et al. 1990, Sinopoli et al. 2004, Sara y Sara
2007), los cuales requieren Cu para sus procesos respirato-
rios (Lara Jacobo et al. 2016) y su funcionamiento bioldgico
general (Rjeibi et al. 2015). En contraste, los atunes criados
en cautividad son alimentados inicialmente con una dieta arti-
ficial, seguida de peces pelagicos descongelados. Por lo tanto,
el Cu podria acumularse en los atunes silvestres a través de la
cadena trofica y constituir un marcador 1til para la discrimi-
nacion de lotes.

En cuanto al resto de elementos con diferencias estadis-
ticas significativas, los tejidos 6seos del lote 1 mostraron
mayores concentraciones de Mg que los del lote 2 y mayores
concentraciones de Zn que los de los lotes 2 y 3 (Tabla 1).
Ademas, se observaron concentraciones intermedias de Fe en
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Figura 3. Distribucion espacial de los lotes de Atiin Rojo del Atlantico (Thunnus thynnus) (lote 1 [criados en tanques terrestres], lote 2 [criados
en jaulas marinas], lote 3 [capturados en estado silvestre]) basada en las funciones del analisis canonico discriminante (ACD) y la separacion
de grupos segtin el tipo de tejido: branquias (Funcion 1; varianza explicada [VE] = 27.8%; Cu=0.933; Mg=1.917; Zn = 0.809; S =—0.872;
Mn =-2.647 | Funcion 2; VE =72.2%; S =0.908; Zn = 0.378; Cu=0.129; Mg =-0.042; Mn =-0.610) (a) y hueso (Funcién 1; VE =20.3%;
Mg =12.042; Zn=0.978; Fe = 0.816; P=0.634; S=—-0.611; Sr=—1.164; Mn =-2.197 | Funcién 2; VE = 79.7%; Sr = 1.451; Zn=0.522; Fe

=0.246; S=0.133; Mg = 0.172; Mn =-0.688; P =—-1.216) (b).

los ejemplares del lote 1. De forma interesante, las concen-
traciones de Mn y S en branquias fueron mas elevadas en los
ejemplares del lote 1. Hasta donde alcanza nuestro conoci-
miento, no existen datos publicados sobre estos elementos
en tejidos branquiales u 6seos de juveniles de ARA, aunque
varios estudios en tejidos blandos han reportado concentra-
ciones significativamente mas altas en atunes silvestres que
en ejemplares de acuicultura (Vizzini et al. 2010, Percin et al.
2011, Sogut y Percin 2011, Milatou et al. 2015, Salvat-Leal
et al. 2023).

Este hallazgo coincide con nuestras concentraciones de Cu
en tejido dseo, pero no en tejido branquial. Varias hipotesis
podrian explicar esta diferencia, entre ellas: (1) la naturaleza

y funcién del tejido (i.e., las branquias estan en contacto
directo con el medio y filtran el agua circundante); (2) las
fluctuaciones en las condiciones que afectan a los lotes (e.g.,
dieta, composicion del agua, niveles de actividad fisica e
interacciones entre elementos dentro del organismo); (3) la
influencia de factores fisicos (e.g., temperatura, corrientes y
oxigeno disuelto); y (4) la presencia de restos de alimento,
heces y orina (véase revision en Lall y Kaushik 2021).

A partir de estas observaciones, se examinaron los patrones
de distribucion revelados por los andlisis multivariantes. El
ACP no mostr6 diferencias claras en la distribucion espa-
cial de los individuos entre los 3 lotes, aunque las branquias
fueron el unico tejido en el que el CP3 (Cu y Fe) mostrd una

W<O
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Tabla 4. Ecuaciones de clasificacion por lote (lote 1 [criados en tanques terrestres], lote 2 [criados en jaulas marinas], lote 3 [capturados en

estado silvestre]) y tipo de tejido (branquias y hueso).

Lote Ecuacion
1 (~14.2) + (—0.607 X [Cu]) + (—22.8 X [Mg]) + (0.333 x [Mn]) + (44.0 x [S]) + (—0.037 X [Zn])
Branquia 2 (=6.44) + (0.059 x [Cu]) + (=5.04 X [Mg]) + (0.154 X [Mn]) + (21.86 x [S]) + (~0.019 X [Zn])
3 (=10.2) + (1.00  [Cu]) + (12.3 X [Mg]) + (~0.162 X [Mn]) + (23.3 X [S]) + (0.042 X [Zn])
. (~12.0) + (—0.007 X [Fe]) + (—29.8 X [Mg]) + (0.592 X [Mn]) + (~0.322 x [P]) + (48.9 X [S])
+(0.033 X [Sr]) + (~0.054 X [Zn])
" ) (~14.2) + (-0.008 x [Fe]) + (—69.7 x [Mg]) + (0.701 x [Mn]) + (~2.11 x [P]) + (58.6 x [S])
Heso +(0.079 x [Sr]) + (~0.051 x [Zn])
; (~14.1) + (0.001 x [Fe]) + (58.2 x [Mg]) + (~0.293 x [Mn]) + (~0.286 x [P]) + (32.8 x [S])

+(0.019 x [Sr]) + (0.129 x [Zn])

ligera diferenciacion para los ejemplares del lote 2 (Fig. 1),
en concordancia con la importancia previamente sefialada del
Cu en este tejido. En comparacion, la inclusion del CP3 (Cu
y Fe) en el ACP para el tejido 6seo no mejoro la separacion
entre lotes, a pesar de que ambos elementos mostraron dife-
rencias estadisticamente significativas entre los lotes 1 y 2.
Al comparar estos resultados con estudios en tejidos blandos
(Salvat-Leal et al. 2023), se ha observado una mayor capa-
cidad de discriminacion en algunos de estos tejidos (rifion
y musculo). En contra de nuestra hipotesis, parece que este
analisis estadistico no es adecuado para diferenciar lotes de
ARA utilizando estos tejidos duros.

En cuanto al ADC, se generaron 2 funciones cuyos indices
de rendimiento coinciden con los reportados por Balzarini et
al. (2015), con el objetivo de maximizar las diferencias entre
poblaciones. Se observo una discriminacion significativa en
todos los tejidos (lambda de Wilks, P < 0.05), y los coefi-
cientes de correlacion indicaron que las funciones obtenidas
eran utiles, especialmente la FDC1, que explico el 59.1% de
la varianza total en branquias y el 65.6% en hueso (cuando
se esperaban valores superiores al 45%) (Torrado-Fonseca
y Berlanga-Silvente 2013). Para ambos tejidos, Ca, K y Na
no se incluyeron en las funciones del ADC, lo que coincide
con la ausencia previa de diferencias estadisticas significa-
tivas para estos elementos. En ambos tejidos, se seleccionaron
4 elementos (Mg, Mn, S y Zn) para las FDC; se selecciond
Cu para branquias y Fe y Sr para hueso. Inesperadamente, el
Cu no aparecio en la seleccion del ADC para tejido 6seo. Por
tanto, existieron elementos en las funciones del ADC con y sin
diferencias estadisticas entre lotes (Tabla 1), lo que indica que
no se pudo identificar un patron especifico unico para discri-
minar entre lotes basandose en estos elementos. Finalmente,
las branquias mostraron la mayor tasa de éxito en el ADC,
con los menores porcentajes de confusion entre los lotes 1

y 3. Este porcentaje fue superior al observado en higado y
musculo, pero inferior al reportado en rifion y cerebro en ARA
(Salvat-Leal et al. 2023).

CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados del analisis de concentra-
ciones elementales y de las pruebas multivariantes empleadas
en el presente estudio (ACP y ADC) indicaron que es posible
lograr cierto grado de discriminaciéon entre lotes de ARA
utilizando la composiciéon de macro y microelementos tanto
en tejidos branquiales como en tejidos 6seos. No obstante,
aunque los resultados son prometedores, las diferencias
entre lotes no fueron siempre lo suficientemente consistentes
como para establecer un patron definitivo que permita una
identificacion infalible de los lotes basada unicamente en
algunos de los elementos analizados o en un tnico método de
discriminacion.
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