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Resumen

La especie Seriola rivoliana comprende peces marinos carnivoros de alto valor comercial,
reconocidos por su rapido crecimiento, elevada eficiencia alimenticia y excelente calidad de filete,
caracteristicas que han impulsado su interés en la acuacultura. Sin embargo, el desarrollo de su
cultivo ha enfrentado retos técnicos relacionados con el conocimiento de sus requerimientos
nutricionales especificos, debido a los altos requerimientos energéticos asociados a su naturaleza
peldgica e intensa actividad natatoria.

En las primeras etapas, la especie presenta un crecimiento acelerado y, durante la fase juvenil, es
alimentada por primera vez con dietas formuladas. En esta etapa, deficiencias nutricionales
pueden provocar menor crecimiento, baja eficiencia alimenticia y mayor susceptibilidad al estrés.
En este sentido, los aminoacidos esenciales actian como aditivos funcionales capaces de modular
la salud del organismo. Entre ellos, la histidina ha mostrado efectos positivos sobre el crecimiento,
la eficiencia alimenticia y el estado fisioldgico en peces marinos, especialmente en dietas con bajo
contenido de harina de pescado. Por ello, el presente estudio evalué el efecto de la
suplementacion dietética con histidina en juveniles de Seriola rivoliana, analizando su impacto en
el crecimiento y la respuesta inmune.

Los resultados mostraron que la inclusidn de histidina no produjo cambios significativos en el
peso final, la tasa de crecimiento especifica (TCE), el factor de conversiéon alimenticia (FCA) ni el
indice de condicién (K), coincidiendo con estudios previos en especies del mismo género. Sin
embargo, se observd un incremento en la longitud corporal en los organismos alimentados con
el mayor nivel de histidina, ademds de una menor expresién de los genes actina y miosina en
musculo, lo que indica que la histidina favorece el crecimiento longitudinal mds que el muscular.
Asimismo, el tratamiento con mayor inclusiéon (S2) presentd mayor supervivencia y biomasa final.
A nivel intestinal, la mayor longitud de vellosidades se registrd en el tratamiento intermedio,
mientras que el tratamiento con mayor inclusién promovié un incremento significativo en la
produccién de mucina. Esto sugiere que la histidina fortalece la barrera intestinal y reduce
procesos inflamatorios y estrés oxidativo, evaluados mediante interleucinas y actividad de la
enzima superoxido dismutasa. El analisis de correlaciones evidencié que la mucina desempeiia
un papel central, al relacionarse positivamente con la longitud, biomasa y supervivencia, y
negativamente con marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo.

En conjunto, estos hallazgos indican que la histidina no actua principalmente como un promotor
directo del crecimiento somatico, sino como un modulador de la salud intestinal, la respuesta
inmune y la eficiencia fisioldgica. Por lo tanto, su inclusién en dietas para Seriola rivoliana
representa una estrategia prometedora para optimizar el desempefio productivo y favorecer
sistemas acuicolas mas eficientes y sostenibles.

Palabras clave: Antiinflamatorio, Histidina, Mineralizacion, Mucina.
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Summary

The Seriola rivoliana comprises carnivorous marine fish of high commercial value, recognized for
their rapid growth, high feed efficiency, and excellent fillet quality, characteristics that have
increased their interest in aquaculture. However, the development of its cultivation has faced
technical challenges, mainly related to understanding its specific nutritional requirements to
promote proper development, especially due to the high energetic demands associated with its
pelagic nature and intense swimming activity.

In this context, during the early stages, the species exhibits accelerated growth, and unlike the
larval stage, juveniles are fed formulated diets for the first time. During this phase, imbalances in
the nutritional profile may result in poor growth, lower feed utilization efficiency, and greater
susceptibility to stress. In this sense, essential amino acids function as nutritional and functional
additives capable of modulating organism health. Among essential amino acids, histidine
supplementation in different genera of marine fish has shown positive effects on growth, feed
efficiency, and physiological condition, especially in diets with low fishmeal content. Based on
this, the present study evaluated the effect of dietary histidine supplementation in juvenile S.
rivoliana, analyzing its impact on growth and immune response.

The results showed that histidine inclusion did not produce significant changes in final weight,
specific growth rate (SGR), feed conversion ratio (FCR), or condition factor (K), in agreement with
previous studies in species of the same genus. However, an increase in body length was observed
in organisms that fed the highest histidine level, along with lower expression of actin and myosin
genes in muscle tissue, demonstrating that histidine promotes a significant increase in body
length rather than muscle development. Likewise, the treatment with the highest inclusion level
(S2) showed greater survival and final biomass.

At the intestinal level, the greatest villus length was recorded in the intermediate treatment,
while the treatment with the highest inclusion promoted a significant increase in mucin
production. This suggests that histidine influences the intestinal barrier, which in turn reduced
inflammatory processes and oxidative stress, evaluated through interleukins and superoxide
dismutase enzyme activity. Correlation analysis revealed that mucin plays a central role, being
positively associated with body length, biomass, and survival, and negatively associated with
inflammatory and oxidative stress markers.

Overall, these findings indicate that histidine does not primarily act as a direct promoter of
somatic growth, but rather as a modulator of intestinal health, immune response, and
physiological efficiency. Therefore, its inclusion in diets for S. rivoliana represents a promising
strategy to optimize productive performance and promote more efficient and sustainable
aquaculture systems.

Keywords: Anti-Inflammatory, Histidine, Mineralization, Mucin.
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1. INTRODUCCION

El género Seriola comprende un grupo de peces marinos carnivoros de alto valor comercial,
ampliamente reconocidos por su rapido crecimiento, elevada eficiencia alimenticia y calidad del
filete, caracteristicas que han impulsado su interés en la acuacultura a nivel mundial (Nakada,
2008). Especies como Seriola lalandi, Seriola dumerili, Seriola quinqueradiatay Seriola rivoliana
han sido objeto de un creciente nimero de estudios orientados a optimizar su cultivo,
particularmente en sistemas intensivos, donde el desempefio productivo depende en gran

medida del manejo nutricional (Booth et al., 2010; Djellarta, 2021).

En el ambito internacional, la acuacultura del género Seriola se ha consolidado principalmente en
regiones como Japdn, el Mediterraneo y Australia, donde su produccién ha aumentado de
manera sostenida en las ultimas décadas. Sin embargo, el desarrollo de su cultivo ha estado
acompafiado por retos técnicos relacionados con la formulacién de dietas, el conocimiento de los
requerimientos nutricionales especificos y la adaptacion a ingredientes alternativos a la harina de
pescado, cuyo uso se ha visto impulsado por razones econdmicas y de sostenibilidad (Ruchimat
et al., 1997; Watanabe y Yoshimizu, 2000; Takakuwa et al., 2006; Booth et al., 2010). Estas
limitaciones son particularmente relevantes en especies de metabolismo elevado, como las del
género Seriola, que presentan altos requerimientos energéticos y proteicos asociados a su estilo

de nado activo y fisiologia carnivora.

A nivel nacional, el cultivo de Seriola representa un area de oportunidad estratégica para la
diversificacién de la acuacultura marina. No obstante, su consolidacion productiva aun enfrenta
desafios importantes, entre ellos la optimizacion de las etapas tempranas y juveniles, las cuales
son determinantes para el éxito del ciclo de engorda. Diversos estudios han demostrado que el
desempeiio observado en etapas posteriores esta fuertemente influenciado por la calidad
nutricional recibida durante fases tempranas del desarrollo, lo que subraya la necesidad de
estrategias alimenticias mas precisas y especificas para cada etapa (Teles, 2019; Djellarta, 2021).
La etapa juvenil constituye un periodo critico dentro del ciclo productivo de los peces marinos,

caracterizado por altas tasas de crecimiento, intensa actividad metabdlica y una fuerte demanda
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de nutrientes, particularmente de proteina y aminoacidos esenciales. Durante esta fase, los
organismos dependen casi exclusivamente de dietas formuladas, lo que incrementa el riesgo de
desequilibrios nutricionales si los requerimientos especificos no son cubiertos de manera
adecuada. En este contexto, se ha sefialado que el crecimiento subdptimo, la baja eficiencia en la
utilizacién de la proteinay la susceptibilidad al estrés pueden estar asociados no solo a la cantidad
de nutrientes suministrados, sino también a la calidad y balance del perfil aminoacidico de la dieta

(Booth et al., 2010; Li et al., 2014).

La reformulacién progresiva de dietas acuicolas, orientada a reducir el uso de harina de pescado
mediante la inclusién de ingredientes de origen vegetal u otras fuentes proteicas alternativas, ha
puesto de manifiesto la importancia de evaluar aminodcidos especificos que pueden convertirse
en factores limitantes funcionales. Entre estos, la histidina ha recibido especial atencion debido a
su papel esencial en la fisiologia de los peces, asi como a su variabilidad en diferentes ingredientes

proteicos utilizados en la formulacién de alimentos balanceados (Yamamoto et al., 2019).

Diversos estudios en peces marinos y dulceacuicolas han evidenciado que la histidina no solo
participa en la sintesis proteica, sino que también esta involucrada en procesos fisioldgicos claves
relacionados con el metabolismo muscular, la regulacién acido-base y la respuesta al estrés,
aspectos particularmente relevantes durante la etapa juvenil. En especies cercanas
filogenéticamente o de interés acuicola similar, la suplementacién con histidina ha mostrado
efectos positivos sobre el crecimiento, el estado fisiolégico y la eficiencia alimenticia,
especialmente cuando se emplean dietas con bajo contenido de harina de pescado (Li et al., 2014;

Zehra y Khan, 2016; Yamamoto et al., 2019; Saavedra et al., 2020).

A pesar de estos avances, la informacidn disponible sobre el papel especifico de la histidina en
juveniles de Seriola rivoliana es aun limitada, particularmente bajo condiciones de cultivo y dietas
formuladas. Considerando la importancia de esta etapa para el desempefio productivo posterior,
resulta necesario profundizar en el estudio de estrategias nutricionales que permitan optimizar
el desarrollo somatico y fisiolégico de los juveniles, contribuyendo asi a la consolidacién del

cultivo de esta especie.



En este contexto, el presente estudio se enfoca en evaluar la suplementaciéon de histidina en Ia
dieta de juveniles de Seriola rivoliana, con el objetivo de aportar informacién que permita mejorar
el entendimiento de sus requerimientos nutricionales y fortalecer las bases para un manejo

alimenticio mas eficiente durante una etapa critica de su ciclo de vida.



2. ANTECEDENTES
2.1 Estado actual de la acuacultura

En las ultimas décadas, la pesca y la acuacultura han experimentado una transformacién
significativa a nivel global, consoliddndose como sectores clave para la seguridad alimentaria y el
desarrollo econédmico. De acuerdo con el informe mds reciente de la FAO (2024a), la produccidn
mundial de recursos pesqueros y acuicolas alcanzé un maximo histdrico de aproximadamente
223 millones de toneladas en 2022, evidenciando un crecimiento sostenido respecto a anos

anteriores.

Un aspecto relevante de este crecimiento es el papel predominante que ha adquirido la
acuacultura. Por primera vez en la historia, la produccién acuicola superd a la pesca de captura
en términos de animales acudticos destinados al consumo humano, representando alrededor del
51 % del total mundial (Naylor et al., 2021; FAO, 2024b) Este cambio refleja la creciente presion
sobre los recursos pesqueros naturales y la necesidad de sistemas de produccién més controlados

y eficientes.

En contraste, la pesca de captura se ha mantenido relativamente estable desde finales de la
década de 1980, con una produccion cercana a los 92 millones de toneladas anuales(FAO, 2024b).
Esto sugiere que muchos stocks pesqueros han alcanzado su limite maximo de explotacion
sostenible, lo que ha impulsado la expansidn de la acuacultura como alternativa para satisfacer

la demanda global de alimentos de origen acuatico.

El consumo mundial de productos pesqueros también ha mostrado una tendencia creciente,
alcanzando aproximadamente 20.7 kg per capita en 2022, lo que representa un aumento
considerable en comparaciéon con décadas anteriores. Este incremento se asocia con factores
como el crecimiento poblacional, el aumento de ingresos y la mayor conciencia sobre los

beneficios nutricionales del pescado (FAO, 2024b; a).

No obstante, el sector pesquero enfrenta desafios importantes relacionados con la sostenibilidad
ambiental, la sobreexplotacién de recursos, el cambio climatico y la necesidad de mejorar la

gobernanza y las practicas productivas. En este contexto, la FAO promueve el enfoque de



“Transformacion Azul”, orientado a incrementar la produccién de manera sostenible, eficiente e
inclusiva, garantizando al mismo tiempo la conservacion de los ecosistemas acuaticos y el

bienestar de las comunidades dependientes de estos recursos (FAO, 2024a).

A futuro, se prevé que la producciéon mundial continde en aumento, impulsada principalmente
por la acuacultura, consolidando su papel como uno de los pilares fundamentales en el suministro

global de proteinas de alta calidad (OCDE. y FAO., 2024).

2.2 Acuacultura del género Seriola

El género Seriola comprende peces peldgicos carnivoros de alto valor comercial, cominmente
conocidos como jureles, que han adquirido creciente relevancia en la acuacultura marina debido
a su rapido crecimiento, alta eficiencia alimenticia y excelente calidad de carne (Nakada, 2008;
Espinoza et al., 2009; Coérdova-Criollo, 2015; Fernandez-Palacios et al., 2015b). Estas
caracteristicas los posicionan como candidatos prometedores para diversificar la produccién

acuicola global, particularmente en sistemas marinos en mar abierto.

A nivel mundial, la produccién acuicola de especies del género Seriola ha mostrado un
crecimiento sostenido en las ultimas décadas; sin embargo, su volumen aln es relativamente bajo
en comparacion con especies consolidadas como el salmdn, la dorada o la lubina (Fig. 1). De
acuerdo con datos recientes de la FAO, la produccién global de jurel cultivado alcanzé
aproximadamente 170,041 toneladas en peso vivo, situdndose entre los 10 grupos de peces

marinos de mayor desarrollo productivo (FAO, 2024c).
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Figura 1. Produccién mundial por modalidad de cultivo de peces marinos por especie (toneladas
peso-vivo)(FAO, 2024c).

En términos de distribucion geogréfica, la produccién de Seriola se encuentra altamente
concentrada en Asia. Japon destaca como el principal productor mundial, con aproximadamente
256,600 toneladas, seguido por China con 38,704 toneladas reportados en 2023 (FAO, 2024c).
Otros paises con produccion relevante incluyen Panama (10,026 toneladas), Malasia (5,480
toneladas), Paises Bajos (2,700 toneladas) y México (270.67 toneladas), cuya produccién aun es
incipiente en comparaciéon con los lideres globales (Fig. 2). Esta distribucion refleja tanto el
desarrollo tecnoldgico como la tradicion de consumo de estas especies en mercados asiaticos,
particularmente en el caso de Seriola quinqueradiata, ampliamente cultivada en Japén (Nakada,

2008; Reyes-Medrano, 2014; FAO, 2024c).
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Figura 2. Serie histérica de la producciéon mundial por modalidad de cultivo del género Seriola
(FAO, 2024c).

Entre las especies mds importantes en acuacultura destacan Seriola quinqueradiata, Seriola
lalandi, Seriola dumeriliy Seriola rivoliana (FAO, 2024c). Estas especies presentan diferencias en
su distribucion geografica, tasas de crecimiento y tolerancia ambiental, lo que ha permitido su
adaptacion a distintos sistemas de cultivo a nivel global. En particular, S. quinqueradiata domina
la produccion mundial, mientras que S. lalandiy S. rivoliana han cobrado importancia en sistemas

de cultivo en América y otras regiones (FAO, 2010; Roo et al., 2014).

En América, especialmente en México y Estados Unidos, Seriola rivoliana ha sido objeto de
creciente interés por parte de la industria acuicola, debido a su rapido crecimiento, buena
conversion alimenticia y adaptabilidad a sistemas de cultivo en mar abierto(Fernandez-Palacios
et al., 2015a; Laidley et al., 2020). Empresas como Blue Ocean Mariculture, Kampachi Farms y
Omega Azul han impulsado el desarrollo tecnolégico y productivo de esta especie desde inicios

del siglo XXI.



En el caso de México, la produccion de Seriola rivoliana ha mostrado una tendencia variable, pero
con incrementos importantes en ciertos periodos (Fig. 3). De acuerdo con FAO (FAOQ, 2024c), la
produccién nacional entre 2011 y 2023 ha oscilado desde valores iniciales cercanos a 5 toneladas
hasta maximos de mds de 500 toneladas, reflejando tanto el potencial de la especie como los

desafios asociados a su cultivo, incluyendo costos operativos, manejo sanitario y desarrollo

tecnologico.
600
__500
(%]
<
< 400
[J]
C
o
£ 300
o
2
>
2 200
1%
(O]
a
100
0
— o~ on < n Vo] N~ [o0] e)} o — o~ (22}
i i i i — i i i i o o o o
o o o o o o o o o o o o o
o o o~ (o} o~ (@] (@] (@] (@] (@] o~ o (o]
Afo

Figura 3. Produccidn Acuicola Nacional de S. rivoliana. (FAO, 2024c).

A pesar de su potencial, la acuacultura de Seriola enfrenta limitaciones importantes que han
frenado su expansién a gran escala. Entre los principales retos se encuentran la alta dependencia
de alimentos balanceados con ingredientes marinos, la susceptibilidad a enfermedades, la
necesidad de mejorar la produccion de juveniles y los elevados costos de operacién en sistemas
en mar abierto. No obstante, avances recientes en nutricidn, genética y sistemas de cultivo han
permitido mejorar la viabilidad productiva de estas especies (Benitez, 2018; Cruz, 2019; Teles et

al., 2022).

En este contexto, diversos estudios han senalado que el género Seriola representa una
oportunidad estratégica para diversificar la acuacultura marina y reducir la presion sobre
pesquerias tradicionales, contribuyendo potencialmente a la seguridad alimentaria global y al

desarrollo sostenible del sector acuicola (Naylor et al., 2021).



2.3 Limitaciones nutricionales en la etapa juvenil del género Seriola

La etapa juvenil en peces marinos constituye un periodo de alta vulnerabilidad nutricional debido
a la coexistencia de rapidas tasas de crecimiento, reorganizacion metabdlica, diferenciaciéon
tisular activa y transicion definitiva hacia dietas formuladas. En especies del género Seriola , este
periodo sucede tras fases larvarias intensamente estudiadas desde el punto de vista nutricional y
de manejo, donde se ha demostrado que pequeios desbalances dietarios pueden tener efectos
persistentes sobre el crecimiento, la estructura muscular y el desarrollo esquelético (Teles, 2019;
Djellarta, 2021). Sin embargo, una vez superada la etapa larvaria, los juveniles contindan
enfrentando desafios nutricionales importantes, particularmente asociados a la adecuacién
cualitativa de la proteina en la dieta y al suministro balanceado de aminoacidos esenciales (Ogata,

2002; Booth et al., 2010; Pirozzi et al., 2019; Yamamoto et al., 2019; Booth y Pirozzi, 2022).

Estudios realizados en juveniles de Seriola lalandi han evidenciado que, aun cuando se satisfacen
los requerimientos energéticos y de proteina digestible, la eficiencia de utilizacién de la proteina
puede verse limitada por desequilibrios aminoacidicos, afectando el crecimiento somatico y la
conversion alimenticia (Booth et al., 2010). Estas limitaciones se vuelven mas evidentes en el
contexto de dietas formuladas modernas, donde la reduccion de harina de pescado y la inclusion
de ingredientes alternativos pueden comprometer la disponibilidad relativa de ciertos

aminoacidos esenciales, generando deficiencias funcionales mas que carencias absolutas.

Durante la etapa juvenil, el musculo esquelético experimenta una intensa actividad de hiperplasia
e hipertrofia, procesos altamente dependientes de un suministro adecuado de aminoacidos para
la sintesis proteica y la regulacion del metabolismo celular. Evidencia proveniente de distintas
especies marinas y dulceacuicolas indica que deficiencias nutricionales en esta fase pueden
manifestarse como reducciones en el crecimiento, alteraciones en la celularidad muscular,
disminucion en los indices de eficiencia proteica y cambios en marcadores fisiolégicos como el
perfil hematoldgico y la relacion RNA/DNA, indicadores directos del estado anabdlico del

organismo (Li et al., 2014; Zehra y Khan, 2016).

Adicionalmente, se ha documentado que juveniles sometidos a dietas nutricionalmente

subdptimas presentan una mayor susceptibilidad al estrés, reflejada en alteraciones fisioldgicas
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y metabdlicas que pueden comprometer tanto el rendimiento productivo como la calidad del pez
(Monge-Ortiz et al., 2018). En este contexto, la etapa juvenil no solo representa una fase de
crecimiento acelerado, sino también un periodo donde se consolidan funciones fisioldgicas clave,
por lo que las limitaciones nutricionales pueden tener consecuencias a mediano y largo plazo

sobre el desempeno del organismo en sistemas de cultivo.

En conjunto, la literatura sugiere que las limitaciones nutricionales en juveniles de peces marinos
no responden Unicamente a la cantidad de proteina o energia suministrada, sino a la precisién
del perfil aminoacidico de la dieta, lo que ha motivado el estudio especifico de aminoacidos

esenciales como factores criticos para optimizar el desarrollo juvenil.

2.4 Papel de la histidina en el desarrollo de peces marinos

La histidina es un aminodcido esencial en peces, cuya relevancia fisiolégica durante la etapa
juvenil ha sido ampliamente documentada en diversas especies marinas y continentales (Klein y
Halver, 1970; Ogata, 2002; Li et al., 2014; Zehra y Khan, 2016; Peachey et al., 2018; Yamamoto et
al., 2019; Saavedra et al., 2020; Booth y Pirozzi, 2022). Mas alla de su funcion estructural en la
sintesis proteica, la histidina participa en procesos metabdlicos y reguladores clave, incluyendo la
formacién de dipéptidos como la carnosina y la anserina, involucrados en la regulacién del pH
muscular, la proteccion frente al estrés oxidativo y la estabilidad metabdlica del tejido muscular
(Suyama y Yoshisawa, 1973; Suzuki et al., 1987; Wade y Tucker, 1998; Ogata, 2002; Vaughan-
Jones et al., 2009). Estas funciones adquieren especial importancia durante la etapa juvenil,
cuando el musculo representa el principal destino de los nutrientes absorbidos y el crecimiento

es altamente dependiente del metabolismo proteico eficiente.

Diversos estudios han demostrado que deficiencias de histidina en la dieta de juveniles conducen
a una amplia gama de alteraciones fisioldgicas. En especies marinas como Pseudosciaena crocea
y Sciaenops ocellatus, la insuficiencia de histidina se ha asociado con disminucidn del crecimiento,
menor ganancia proteica, alteraciones hematoldgicas y cambios en la composicién corporal,
evidenciando su papel central en la homeostasis sistémica (Li et al., 2014; Peachey et al., 2018).
Estas respuestas sugieren que la histidina no solo limita el crecimiento, sino que afecta procesos

fisioldgicos integrales del organismo.
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En juveniles de peces carnivoros, incluyendo especies del género Seriola, la problematica de la
histidina se intensifica en el contexto de dietas con bajo contenido de harina de pescado, donde
su disponibilidad relativa puede verse comprometida. Yamamoto et al. (2019) y Ogata (2002)
demostraron que la suplementacidn con histidina mejora el crecimiento y modifica los niveles de
aminodcidos libres en tejidos de juveniles de Seriola quinqueradiata, evidenciando una respuesta

directa del metabolismo aminoacidico ante el ajuste dietario de este aminoacido.

Asimismo, estudios en Argyrosomus regius han mostrado que la suplementacion con histidina no
solo impacta el crecimiento, sino también parametros relacionados con la respuesta al estrés y el
estado fisioldgico de los juveniles (Saavedra et al., 2020). Estos efectos podrian estar asociados,
al menos en parte, con la capacidad antioxidante de la histidina, ya que este aminoacido participa

en mecanismos que limitan la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Los organismos cuentan con tres mecanismos de proteccion o defensa antioxidantes. Los
primeros dos mecanismos son enddgenos e incluyen la presencia de enzimas intracelulares, como
las enzimas antioxidantes SOD, catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx), capaces de
degradar/neutralizar a las ROS y, también las enzimas de reparacion que pueden restablecer los
dafios provocados por las ROS en el DNA, membranas y proteinas del hospedero (Warner, 1994).
El tercer mecanismo incluye compuestos antioxidantes de origen exdgeno, como el acido
ascorbico (vitamina C), el glutatién y el a-tocoferol (vitamina E), los cuales actian neutralizando
directamente los radicales libres (Valenti et al., 2011).-Asimismo, existen compuestos que
previenen la generacién de radicales, como la histidina (Erickson y Hultin, 1988; Wade y Tucker,

1998; Feng et al., 2013).

El perfil hematoldgico y la celularidad muscular, reforzando la idea de que este aminoacido
cumple funciones regulatorias criticas durante el desarrollo juvenil (Saavedra et al., 2020). Estos
efectos son consistentes con observaciones en otras especies, donde la histidina se asocia con

una mejor capacidad de adaptacion fisiolégica frente a condiciones de cultivo intensivo.

Investigaciones en peces dulceacuicolas como Catla catla también han aportado evidencia sobre
la relacion entre la histidina e indicadores moleculares de crecimiento, como la relacién

RNA/DNA, asi como su influencia sobre la composicidn corporal y la eficiencia en la retencion
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proteica (Zehra y Khan, 2016). La coincidencia de estos hallazgos entre especies
filogenéticamente distintas sugiere que el papel de la histidina como aminodcido clave durante

la etapa juvenil es conservado y funcionalmente relevante.

En conjunto, la literatura indica que la histidina puede actuar como un aminoacido limitante
funcional durante el desarrollo juvenil, especialmente bajo esquemas de alimentacién intensiva
y dietas formuladas. Su suplementacién ha sido propuesta como una estrategia nutricional para
optimizar el crecimiento, mejorar la eficiencia proteica, favorecer el desarrollo muscular y

fortalecer la estabilidad fisiologica de los juveniles.

2.5 Propiedades bioquimicas de la histidina

La histidina es un aminodcido esencial en peces, cuya relevancia biolégica va mas alla de su
funcién estructural en la sintesis proteica (Macias-Reyes et al., 2025). Su cadena lateral
imidazdlica le confiere propiedades quimicas Unicas, particularmente su capacidad para aceptar
y donar protones dentro de un rango fisiolégico de pH (Andersen et al., 2016), lo que la convierte
en un componente clave en procesos de regulacion dcido-base y amortiguamiento metabdlico en

tejidos altamente activos, como el musculo esquelético (Ogata, 2002).

Una de las funciones bioquimicas mas relevantes de la histidina en peces es su participacion como
precursor en la sintesis de dipéptidos histidinicos, principalmente carnosina y anserina, los cuales
se acumulan de manera preferencial en el musculo (Abe, 2000). Estos compuestos desempeiian
un papel fundamental en la estabilizacién del pH intracelular, particularmente durante periodos
de alta demanda metabdlica (Dolan et al., 2019), como la actividad locomotora caracteristica de
especies carnivoras y nadadoras activas, incluyendo las del género Seriola (Macias-Reyes et al.,

2025).

Ademas de su funcién amortiguadora, los dipéptidos derivados de la histidina presentan
propiedades antioxidantes, actuando como secuestradores de especies reactivas de oxigeno y
contribuyendo a la proteccion del tejido muscular frente al dafio oxidativo (Zs.-Nagy y Floyd,
1984; Wade y Tucker, 1998; Hipkiss et al., 2010; Song et al., 2014). Esta funcién resulta

especialmente relevante en juveniles, etapa en la que el metabolismo aerdbico es elevado y el
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musculo se encuentra en constante proceso de crecimiento y remodelacion celular. En
condiciones de cultivo intensivo, donde los organismos pueden estar expuestos a factores
estresantes ambientales y nutricionales, la disponibilidad adecuada de histidina adquiere un

papel protector a nivel celular.

Desde el punto de vista metabdlico, la histidina también participa en rutas relacionadas con la
homeostasis energética y nitrogenada, influyendo indirectamente en la eficiencia de utilizacién
de la proteina dietética. Estudios en diversas especies han mostrado que deficiencias de histidina
se asocian con alteraciones en la ganancia proteica, cambios en la composicidon corporal y
reduccion de indicadores moleculares de crecimiento, lo que sugiere que su funcién bioquimica
impacta directamente el desempefio productivo del organismo (Li et al., 2014; Zehra y Khan,

2016; Peachey et al., 2018).

Asimismo, la histidina desempefia un papel relevante en el sistema hematoldgico, ya que forma
parte de la estructura de la hemoglobina y contribuye a la capacidad de transporte y liberacion
de oxigeno (Olson et al., 1988). Una ingesta adecuada de histidina es, por tanto, fundamental
para sostener una oxigenacién eficiente de los tejidos, particularmente en peces juveniles con
altas tasas metabdlicas. Alteraciones en el suministro de este aminodcido han sido asociadas con
cambios en pardmetros hematolédgicos y en la capacidad de respuesta al estrés fisiolégico

(Saavedra et al., 2020).

En el contexto de la acuacultura moderna, la importancia bioquimica de la histidina cobra especial
relevancia debido al uso creciente de dietas formuladas con bajo contenido de harina de pescado,
en las cuales la disponibilidad relativa de este aminoacido puede verse comprometida. Dado que
la histidina no puede ser sintetizada de novo por los peces, su aporte dietario resulta critico para
sostener las funciones bioquimicas descritas, especialmente durante la etapa juvenil, cuando la
demanda metabdlica y estructural es elevada (Yamamoto et al., 2019; Macias-Reyes et al., 2025).
ademas, la histidina desempena un papel como ligando en metaloproteinas y como sitio catalitico

en ciertas metaloenzimas como la quimotripsina y superdxido dismutasa (SOD) (Liao, 2013).

En conjunto, las propiedades bioquimicas de la histidina sustentan su consideracién como un

aminodcido funcional, cuya adecuada inclusion en la dieta puede contribuir no solo al
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crecimiento, sino también a la estabilidad fisioldgica, la integridad muscular y la capacidad de
adaptacion al estrés en peces juveniles. Bajo este marco, la evaluacion de la suplementaciéon con
histidina en juveniles de Seriola rivoliana se fundamenta en una base bioquimica sélida, alineada

con las exigencias metabdlicas propias de esta etapa del desarrollo.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de especies del género Seriola representa una alternativa estratégica para diversificar
la acuacultura marina y satisfacer la creciente demanda de proteina de alta calidad. Sin embargo,
el desarrollo sostenible de estas especies enfrenta limitaciones importantes, particularmente en
el ambito nutricional, donde aun existen vacios en el conocimiento de sus requerimientos

especificos durante etapas criticas del ciclo de vida.

En este contexto, la etapa juvenil de Seriola rivoliana constituye un periodo determinante para el
éxito productivo, debido a su elevada tasa de crecimiento y alta demanda metabdlica. A pesar de
su importancia, la formulacién de dietas balanceadas en esta fase continta siendo un desafio,
especialmente ante la necesidad de reducir la dependencia de harina de pescado y utilizar
ingredientes alternativos mas sostenibles, lo que puede comprometer el adecuado suministro de

aminodacidos esenciales.

Entre estos, la histidina ha sido reconocida por su papel en procesos fisiolégicos clave; no
obstante, su funcidon especifica en especies de alto metabolismo como S. rivoliana v,
particularmente, durante la etapa juvenil, ain no ha sido completamente esclarecida. La mayoria
de los estudios disponibles se han enfocado en parametros de crecimiento, dejando de lado su
posible influencia en procesos fisioldgicos mas complejos, como la salud intestinal, la respuesta

inmune y la regulacion del estrés oxidativo.

En este sentido, resulta necesario generar informacidon que permita comprender el papel
funcional de Ia histidina mas alla de su contribucidn a la sintesis proteica, integrando su efecto en
distintos niveles de organizacion biolégica. El presente estudio cobra relevancia al evaluar de
manera integral el impacto de la suplementacién con histidina en juveniles de S. rivoliana,
considerando no solo variables productivas, sino también indicadores fisiolégicos, intestinales y

moleculares.

Por lo tanto, este estudio aporta conocimiento relevante para la optimizacién de dietas en
especies marinas emergentes, y sienta bases para el desarrollo de estrategias nutricionales mas

eficientes y sostenibles en la acuacultura de Seriola rivoliana.
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Por lo tanto, este estudio aporta conocimiento relevante para la optimizacion de dietas en
especies marinas emergentes, y sienta bases para el desarrollo de estrategias nutricionales mas

eficientes y sostenibles en la acuacultura de Seriola rivoliana.
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4. HIPOTESIS

Si la histidina contribuye a disminuir el estrés oxidativo y actia como agente quelante de
minerales esenciales, entonces su suplementacion en la dieta de juveniles de Seriola rivoliana
favorecera una respuesta inmune mds estable y una mejor absorcién de nutrientes, optimizando

el desempefio productivo en sistemas de cultivo intensivo.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion de histidina en la dieta de juveniles del jurel de S. rivoliana

como modulador de su estado de condicion.

5.2 Objetivos especificos

a) Evaluar el efecto de la inclusién de diferentes dosis de histidina en la dieta de juveniles de
Seriola rivoliana sobre su desarrollo.

b) Analizar los cambios en la morfologia intestinal (longitud de vellosidades, abundancia de
células caliciformes y cobertura de mucinas) asociados a la suplementacién con histidina.

c) Determinar la actividad de enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx) como indicadores del efecto
de la histidina en la modulacién del estrés oxidativo.

d) Evaluar la expresién de genes relacionados al crecimiento (actina, miosina, IGF).
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Redaccion de articulo de revision

Se realizé una revisidon exhaustiva de articulos relacionados con el tépico “uso de la histidina como
suplemento para mejorar el desempefio reproductivo en peces”. Se generd una base de datos
con: nombre del articulo, autor, afio, tipo de publicacién (revision o experimentacién), especies
estudiadas, procedencia del organismo y enfoque de la investigacidn. Se analizé la abundancia de
articulos para especies marinas, qué especies y qué enfoques sobre la histidina han sido mas
estudiados, con el fin de determinar el objetivo, el titulo del articulo de revisidén y los apartados a

desarrollar.

Habiendo determinado los apartados, se procedié a analizar el contenido de articulos
relacionados con cada apartado, construyendo tablas comparativas entre especies sobre la
abundancia de histidina en diferentes tejidos u drganos: musculo, génadas, sangre y gametos de
reproductores. Esta abundancia se contrasté con la evolucién de las etapas del periodo
reproductivo, asi como en etapas sucesivas del desarrollo de la progenie: huevo, larva y juveniles.
Una vez observadas las fluctuaciones de histidina en los tejidos a lo largo del periodo
reproductivo, se elabord un apartado que analiza articulos donde fue evaluada la adicién de
diferentes dosis de histidina en reproductores y su efecto en la progenie, y otro apartado con
articulos donde fue adicionada histidina en la dieta de juveniles y sus efectos. Para finalizar, se

discutieron los resultados observados en los estudios.

6.2 Obtencidn de los organismos para el bioensayo

Los organismos utilizados en el presente estudio fueron juveniles obtenidos a partir de huevos
provenientes de desoves espontdneos de reproductores mantenidos en cautiverio en las
instalaciones del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), pertenecientes a la

empresa Kampachi Farms y Omega Azul, ubicadas en La Paz, Baja California Sur, México.

Los juveniles fueron cultivados en los estanques de engorda de la empresa Kampachi Farms y
Omega Azul, localizados en la Unidad Pichilingue de la Universidad Auténoma de Baja California
Sur (UABCS), hasta alcanzar un peso promedio de 5 g a los dos meses y una semana post-eclosion.
Para la realizacidn del experimento, la empresa Kampachi Farms y Omega Azul doné un total de

630 organismos. Posteriormente, los peces fueron trasladados a las instalaciones del CIBNOR,
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donde permanecieron bajo condiciones controladas y fueron alimentados con una dieta
comercial para peces marinos (GEMMA Silk, 1.0 mm, Skretting®) durante un periodo de

aclimatacién de un mes previo al inicio del ensayo experimental.

6.3 Elaboracion de las dietas experimentales

La dieta basal consistido en alimento comercial se establecieron tres tratamientos: control (sin

adicion de histidina), S1 (2% de L-Histidina HCI, marca MERCK®) y S2 (3% de L-Histidina HCI).

Se prepararon dos dietas experimentales con L-Histidina HCL, donde pellets comerciales (Aquatec
PM 49/15 marca Nutec®) se molieron hasta la obtencién de harina en un molino de carne modelo
M-12-FS (marca TORREY, Monterrey, Nuevo Ledn, México). Una vez obtenida la harina, se pesé
la cantidad del aminodcido correspondiente a cada tratamiento y se disolvié en 1 L de agua
purificada mediante agitacidon en una parrilla de agitacion magnética modelo LMS-1003 de la
marca LabTech, Sorisole, Italia. En una mezcladora modelo ARM-20 marca Thunderbird, Dallas,
Texas, EE. UU se mezclé la harina de pellet con la solucién de L-Histidina HCL y se adicioné agua
purificada a razén de 416 ml por cada kg de harina. La mezcla se extruyd en el mismo molino de
carne con un disco de acero inoxidable #32 con orificios de 3 mm de didmetro marca Stainless,
posteriormente se empled un disco de 5 mm de diametro, segin necesidad del pez (Tabla 1). Los
extruidos obtenidos se secaron en un horno de conveccién marca VWR a una temperatura de
30°C por 12 horas. Una vez secos los extruidos fueron fraccionados manualmente y tamizados

por tamices de 1.7, 2.8 y 3.35 mm, obteniéndose 4 tamanios de pellet (Tabla 1).

Tabla 1. Dimensiones de pellet en la evolucidn del cultivo.

Dia de cultivo Tamafio de pellet Didmetro (mm) Longitud (mm)
1 1 2.8
10 2.8
13
26
28
32
42
43
55
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Se realizd un andlisis quimico proximal de los alimentos. El porcentaje de humedad se determind

por pérdida de peso tras someter el alimento a 105°C en un horno Terlab durante 4 horas. El
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porcentaje de ceniza se determind por incineracion en mufla a 600°C durante 5 h. El porcentaje
de proteina se determiné por el método de Dumas en un equipo LECO FP528. El porcentaje de
lipidos se determind por el método de Soxtec en un equipo Soxtec Avanti 2050. El porcentaje de
fibra cruda se determiné por digestién acido-alcalina en un equipo Fibertec 2010. El perfil de
aminodcidos fue determinado por HPLC. La composiciéon de histidina y porcentajes de

macronutrientes de las dietas se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicidn proximal y de histidina (% base seca) de dietas experimentales. Los datos
fueron analizados mediante ANOVA de una via a un a = 0.05. Letras iguales indican ausencia de
diferencias significativas entre tratamientos.

Tratamientos

Andlisis

Control S1 S2
Proteina 50.1+0.02, 49.8+0.03; 49.9+0.03;
Lipidos 15.1+0.12, 14.840.12, 15.5+0.10,
Fibra 15.4+0.05; 15.4+0.05, 15.4+0.07,
Cenizas 9.5+0.45; 9.5+0.53; 9.5+0.3,
ELN 9.9 10.5 9.7
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Tabla 3. Aminodcidos esenciales y no esenciales en la dieta (% peso seco).

Tratamientos

Aminodcido Control S1 S2

Histidina 1.335 2.034 2.810
Acido glutdmico 3.526 3.571 4.007
Acido aspartico 3.831 3.897 3.948
Serina 1.717 1.723 1.747
Glicina 1.669 1.397 1.719
Treonina 2.158 2.104 2.196
Alanina 1.930 1.916 1.927
Arginina 2.186 2.048 2.246
Tirosina 1.747 1.586 1.538
Valina 2.058 1.852 1.943
Fenilalanina 1.978 1.863 1.833
Isoleucina 1.995 1.792 1.871
Leucina 2.810 2.526 2.678
Lisina 3.667 3.664 3.619
Prolina 3.027 2.787 2.796

6.4 Diseno experimental del bioensayo

El sistema constd de 9 unidades experimentales cilindricas con capacidad de 3000 L, el cual fue
llenado al 80% con agua de mar a 37 ups, con un flujo continuo de 3.6 Leminuto-1. Cada tanque
fue provisto de 4 piedras de difusién de aire manteniendo una oxigenaciéon de 7.5 mgel-1, se
mantuvo a una temperatura de 24°C, con 10 horas de fotoperiodo mediante luces LED. En las
unidades se colocaron 70 juveniles con un peso promedio de 2313 g, resultando en una densidad
de siembra de 0.53 kgem3. Los organismos fueron obtenidos por donacion de la empresa KING

KAMPACHI® ubicada en La Paz, Baja California Sur para la presente evaluacion.
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6.5 Manejo de organismos

El porcentaje de alimentacion fue el 5% sobre la biomasa de cada estanque y se realizé
manualmente 4 veces al dia a las 8, 12, 15 y 18 horas del dia, el tamano de pellet inicio en un
didmetro de 3 mm y longitud de 2.8 mm y vario conforme el desarrollo de los organismos (Tabla

1). Se realizé el sifoneo de tanques 2 veces al dia a las 8:00 y 16:00 horas.
6.6 Muestreos

A las 8 horas de los dias de cultivo 0, 16, 32, 46 y 55 se procedié a extraer 20 peces de cada
tratamiento los cuales fueron transferidos a un reservorio con 60 L de agua de mar filtrada,
desinfectada y acondicionada con aceite de eugenol (1:10,000 v/v marca Sigma-Aldrich) para
anestesiarlos y registrar su peso y longitud total, medida desde el extremo mas adelantado de la
boca hasta la punta extrema de la aleta caudal (cola). diez de los veinte organismos extraidos
regresaron a su unidad experimental correspondiente y 10 organismos fueron diseccionados para
almacenamiento de muestras para estudios posteriores. De 5 organismo se obtuvo el intestino e
higado y se almacenaron en solucion Davidson a temperatura ambiente para analisis histoldgico.
De los cinco organismos restantes se almacenaron los fragmentos de higado, intestino y musculo
en RNA later (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) para los analisis
gendmicos. Los fragmentos de higado fueron almacenados en tubos cénicos de 2 ml para
determinacién de enzimas y una porcidn muscular. a excepcidn de las muestras en soluciéon

Davidson, las muestras se almacenaron en ultracongelacién (-80°C) hasta su uso.
6.7 indices biométricos

Mediante los datos obtenidos de peso, longitud total, cantidad de alimento suministrado vy
supervivencia se calculd la ganancia en peso, tasa de crecimiento especifico, factor de conversion
alimenticia, supervivencia y biomasa final con las férmulas descritas por Yamamoto (2019):

(Yamamoto et al., 2019).

. Peso
Indice de Futéon (K) = i 100 (1)

ongitud?
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In(Peso final) — In(Peso inicial)

Tasa de Crecimiento Especifica (TCE) = 100 * (2)

Dias de cultivo

Ganancia en peso himedo

indice de Conversiéon Alimenticia (ICA) =

(3)

ingesta de alimento seco

6.8 Actividad enzimatica
6.8.1 Preparacion de extractos

De cada uno de los tanques de cultivo en cada tiempo de muestreo, se realizaron extractos segun
la siguiente metodologia. En un microtubo de 2 ml se colocaron fragmentos de 5 higados,
obteniendo aproximadamente en 300 mg aproximadamente. Se adicioné 300 pL de solucion
amortiguadora Tris-HCl pH 7.4 y 10 perlas de vidrio. Posteriormente se realizd una

homogeneizacion de tejido en un disruptor marca FastPrep por 40 s a una velocidad de 6 m/s.

Con una pipeta se recuperd el liquido y se transfiriéd a un nuevo tubo de 2 ml. El liquido obtenido
se centrifugd por 15 minutos a 12,000 rpm a 4°C. Se recupero la fase media y se transfirié a un
nuevo tubo. A partir de la solucién recuperada se prepard una alicuota diluida 1:20 y se almacend

a -20°C como stock de trabajo. La muestra pura se almacend a -80°C como reserva.

6.8.2 Actividad superdxido dismutasa.

La actividad de la enzima SOD se determiné mediante un método espectrofotométrico basado en
la inhibicidn de la reduccién del citocromo c por el radical superéxido generado en un sistema
xantina—xantina oxidasa, de acuerdo con el método descrito por McCords y Fridovich (1969), con

modificaciones.

El principio del método se basa en la generacién de radical superdxido (O,~) mediante la oxidacion
de xantina catalizada por la xantina oxidasa. Este radical reduce el citocromo c, lo cual es
monitoreado espectrofotométricamente a 550 nm. La presencia de SOD compite por el radical
superodxido, disminuyendo la velocidad de reduccién del citocromo ¢, lo que permite cuantificar

su actividad.
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Para la determinacioén, se prepard una mezcla de reaccién (cocktail) compuesta por buffer fosfato
(0.216 M, pH 7.8), EDTA (10.7 mM), citocromo ¢ (1.1 mM) y xantina (0.108 mM). La reaccién se

llevé a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz y un volumen final de 3 mL, a 25 °C.

Inicialmente, se midid la velocidad de reaccién del sistema sin muestra (control), adicionando
xantina oxidasa y registrando el cambio de absorbancia a 550 nm (AA/min). Posteriormente, se
evaluaron las muestras mediante la adicion del extracto bioldgico al sistema de reaccién, seguido

de la incorporacidn de xantina oxidasa, registrando nuevamente la variacion de absorbancia.

La actividad de SOD se expresd como el porcentaje de inhibicién de la reduccion del citocromo c,
considerando que una unidad de SOD corresponde a la cantidad de enzima capaz de inhibir en un

50% la velocidad de reaccién del sistema.

6.8.3 Peroxidasa

El contenido total de peroxidasa se midid segun Salinas et al. (2008). A 10 ml de buffer citrato-
fosfato pH5 (compuesto por 0.2 M de fosfato dibasico, 0.1 M de acido citrico y agua desionizada)
se agregd 2.5 ulL de perdxido de hidrégeno al 30% y una pastilla de TMB (tetrametilbencidina)
(Sigma-Aldrich, S5814, St. Louis, USA) agitando en la oscuridad hasta que la pastilla se disolvio

completamente.

En una placa de 96 pozos se colocd 20 pL de muestra por triplicado y 100 uL de buffer citrato-
fosfato. Una vez que la reaccién se oxidd y como indicador vird a color azul, la reaccidn se detuvo

con 50 pL de acido sulfarico (H2S04) 40 mmol.

La placa se colocd en un espectrofotometro Varioskan Flash (Thermo Scientific Varioskan™,

Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA) a 450 nm vy se registrd el punto final.

Unidades .,
— = Abs * ml de mezcla de reaccién  (4)
cp ( U ) _ U/ml 5

X mg/  mg/ml de proteina ()



26
6.8.4 Catalasa

La actividad CAT se realizé por la técnica descrita por Johansson y Borg (1988) basado en la
formacién de formaldehido a partir de metanol, detectado por purpald. En una microplaca de 96
pozos se adiciond 20 plL de extracto, 100 plL de buffer de Fosfato-Potasio 100 mM (pH7), 30 pL de
metanol y 20 uL de perdxido de hidrégeno diluido. La placa se tapd por 20 minutos en agitacién;
120 rpm a temperatura ambiente. Posterior a este tiempo se adiciond 30 uL de Hidréxido de

Potasio 10 M, para detener la reaccién y 30 pL de Purpald 46 mM (en HCI 0.5 M).

La placa se tapd e incubd por 10 minutos en agitaciéon a 120 rpm a temperatura ambiente. Por
ultimo, se adicionaron 10 pL de periodato de potasio 197 mM. La placa se incubd por 5 minutos

en agitacion a 120 rpm a temperatura ambiente y leyd su absorbancia 540 nm.

6.9 Cuantificacion de la expresion de genes

La cuantificacidon de expresidén genética se realizé mediante la metodologia descrita por Mazén-
Suastegui et al. (2018). Cada tubo de 2 mL contenia un pool de intestinos o musculo provenientes
de cinco organismos. A partir de estos tubos se aislé el dcido ribonucleico (ARN) total. Para la
extraccién del ARN total, se utilizd el reactivo de aislamiento de ARN TRIzol (Thermo Fisher
Scientific) y un homogeneizador de tejidos (FastPrep-24 5G, M.P. Biomedicals) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizé un tratamiento de DNasa con kit de DNasa
RQ1 RNase-Free (Promega). La concentracién y pureza del ARN se determinaron con NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham) y la calidad del ARN se observé en gel de agarosa (1,5%)
con Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Por ultimo, se utilizo el kit Improm Il (Promega) para la
sintesis de ADNc siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccidn se realizé con 2 ug de ARN
total en termociclador iCycler (Bio-Rad). Los cebadores utilizados para /IL-18, IL-10, |GF, Miosina y
actina, fueron especificos para S. rivoliana, se obtuvieron de la base de datos del Banco de
Germoplasma. La gPCR se realizd utilizando un termociclador Bio-Rad CFX 96 (BioRad
Laboratories, Inc.). Para analizar la expresion de los genes, se tomd 18s como gen de referencia.
Se utilizé una curva estandar para elegir la dilucidn de trabajo de acuerdo con la mayor eficiencia
(% E). El ensayo de gPCR se realizd por triplicado para cada muestra, tomando un volumen total

de 10 pL que contenia 2 puL de ADNc, cebadores de 0,20 pL (50 uM), 5 pL de SsoFast EvaGreen
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Supermix (BioRad Laboratories) y 2,8 uL de agua estéril. Se incluyé un control negativo para cada
uno de los conjuntos de reaccidn en cada placa (placa de 96 pocillos). Las reacciones se incubaron
utilizando las siguientes condiciones: un ciclo a 95°C durante 10 minutos; 40 ciclos a 95°C durante
15 segundos; 60°C durante 30 segundos. Para realizar el andlisis, se tuvo en cuenta la expresiéon

relativa normalizada a cero.

6.10 Histologia

Previo a la tincién las muestras se deshidrataron colocdndolas una hora en cada uno de los
siguientes alcoholes; alcohol etilico a 70°, 80°, 90°, 96°y 100°. Posteriormente se transfirié a una
mezcla de alcohol etilico 100°- xilol (1:1) Por 20 minutos y por ultimo 10 minutos en xilol absoluto.

Una vez deshidratadas las muestras se incluyeron en parafina.

Para realizar la tincidon de hematoxilina-eosina se empled la técnica descrita por Humason (1997)
descrita en la tabla 3 y para la tincién de azul alcian PAS para polisacdaridos la técnica descrita por

Sheehan y Hrapchak (1980) descrita en la tabla 4.
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Tabla 4. Técnica de Hematoxilina Eosina de Harris (Humason, 1997).

Reactivo

Tiempo

Xilol I, 11y 1Nl

Alcohol 96%

Alcohol 70%-1 y alcohol 70%-II
H20

Hematoxilina de Harris
H20 -1yl

Alcohol acido

H20

H20 amoniacal

H20

Alcohol 50%

Alcohol 70%

Eosina azulosa alcohélica
Alcohol 96% 1 y I

Alcohol 100% l y Il

XILOL I, Iy 11l

Montar en resina sintética o Entellan

10 minutos en cada uno
2 minutos

2 minutos cada uno

5 minutos

1 minuto

5 minutos

10-15 segundos

5 minutos

10-15 segundos

5 minutos

2 minutos

2 minutos

3 minutos

1-2 minutos cado uno
1 minuto cada uno

5 minutos cada uno




Tabla 5. Técnica de tincion Azul alcian-Schiff.
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Reactivo

Tiempo

Xilol I, 1y 1Nl

Alcohol 96%

Alcohol 70%-1 y alcohol 70%-II
H20

Azul alcian

H20

Acido peryédico 0.5%

H20

Reactivo de Schriff

Solucion sulfurosa |, Il y Il
H20

Hematoxilina férrica de Weigert
H20

Acido picrico

Alcohol 96%

Alcohol 100%

Xilol

Montar en resina sintética o Entellan

10 minutos en cada uno
2 minutos

2 minutos cada uno
5 minutos

3 minutos

2 minutos

10 minutos

5 minutos

10 minutos

2 minutos cada una
5 minutos

5 minutos

2 minutos

1 minuto

5 minutos

5 minutos

5 minutos

6.11 Analisis estadisticos

Se evalud la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de

varianzas mediante la prueba de Bartlett. Posteriormente, se realizaron analisis de varianza

(ANOVA) de una y dos vias, seguidos de la prueba post hoc de Tukey para la comparacién de

medias. Todos los andlisis estadisticos se efectuaron utilizando el programa STATISTICA.
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7. RESULTADOS
7.1 indices biométricos

Mediante un analisis de varianza de los pesos de los organismos entre tratamientos a lo largo del
tiempo de cultivo, se observd que no existe diferencia significativa (p= 0.5101) ante la inclusidn
de histidina en cada uno de los dias de muestreo (Fig. 4). En el dia de cultivo 55, se presentd un
mayor peso en el tratamiento S1 en contraste de S2 y control, sin ser diferentes estadisticamente

(Fig. 4).

A diferencia del peso de los organismos, en la longitud fina del dia 55 de cultivo, si se encontraron
diferencias significativas (p=0.0101). La mayor longitud se registré en los juveniles del tratamiento

S2 y menor en aquellos alimentados con la dieta control (Fig. 5).

La Tabla 5 presenta el rendimiento de crecimiento de los organismos alimentados con distintas
dietas de prueba (Control, S1 y S2), evaluando parametros productivos y zootécnicos. En cuanto
a los parametros tasa de crecimiento especifica, factor de conversién alimenticia (TCE y FCA) e

indice K, se observé que fueron iguales entre tratamientos (p>0.05).

El porcentaje de supervivencia final se vio influenciado por el nivel de histidina en las dietas,
resultando mayor en los organismos del tratamiento S2 del mismo modo se observé una mayor

biomasa final en este tratamiento.
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Figura 4. Andlisis de varianza de peso segun tiempo de cultivo y tratamiento.

Los valores son medias (n por dia de cultivo = 60). Los valores con la misma letra superindice no
son significativamente diferentes a un a = 0.05. ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc
de Tukey.
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Figura 5. Analisis de varianza de longitud segun tiempo de cultivo y tratamiento.

Los valores son medias (n por dia de cultivo = 60). Los valores con la misma letra superindice no
son significativamente diferentes a un a =0.05. ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc
de Tukey.



Tabla 6. Rendimiento final de crecimiento de los organismos alimentados con las dietas de prueba

TCE
Supervivencia Longitud Biomasa final Indice
Tratamiento Peso final (g) (% REA
(%) final (cm) (8) K
BW/dias)

Control 90+4.33 133.14+6.3;  20.32#0.15, 4,786.6x107, 1.58, 3.15+0.09, 0.71+0.04,
S1 9040y 140.71+9.03, 20.7210.13., 5,065.6+325,, 1.58; 3.26+0.10, 0.85%0.10,
S2 98.33+1.44, 135.77+2.07, 21.09+0.13, 5,385.4+102, 1.44, 3.20+£0.02, 0.77+0.09,
n 334 180 180 334 180 180 180

Los valores son medias (n = 20). Los valores con la misma letra superindice dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (P > 0.05) ANOVA unidireccional; Tukey's; P <
0.05).

Ganancia (%) = 100x (peso corporal final — peso corporal inicial inicial) /peso corporal inicial

TCE (tasa de crecimiento especifica, % de peso corporal por dia) = 100x [Ln (peso corporal final) — Ln (peso corporal inicial)]/dias

REA (relacién de eficiencia de alimentacion) = ganancia de peso himedo/ingesta de alimento seco

indice de Futén (K) = Peso / (Longitud”3) *100



7.2 Morfologia Intestinal

El analisis histoldgico reveld que la suplementacion dietética con histidina tuvo un efecto notable
en la morfologia de las vellosidades intestinales. La longitud de las vellosidades vario
significativamente entre tratamientos (p < 0.05), siendo el grupo S1 el que mostro las vellosidades
de mayor longitud (864.61+61 um), mientras que los peces del grupo S2 mostraron las menores
(626.77+49.36 um). El grupo de control presento valores intermedios de longitud de vellosidades

(712.78+84.86 um), que no diferian significativamente de los de S2 (Fig. 6A, Fig. 7).

Mediante la tincion de hematoxilina eosina se cuantifico el area de cobertura de células

calciformes, no encontrandose diferencia entre tratamientos (p > 0.05, Fig. 6B).

En contraste, el area de cobertura de mucinas cuantificadas mediante la tincion de azul alcian-
PAS, mostrd un incremento progresivo con la suplementacion dietética con histidina. Este
incremento fue significativamente mayor en el grupo S2 en comparacién con el grupo Control y
S1 (p<0.05, Fig. 6B). Las imagenes correspondientes a los cortes histolégicos muestran una mayor
intensidad en la tincién azul de mucina en el epitelio intestinal de los peces del grupo S2 en

comparacion con los tratamientos Control y S1 (Fig. 8).

El analisis histoldgico del intestino anterior mostré diferencias claras en el grosor de la pared
intestinal entre los tratamientos evaluados. En el grupo control (Fig. 9A) se registré un grosor
promedio de 196.03£13.36 um, mientras que en los tratamientos suplementados con histidina se

observaron valores menores: 152.59+4.32 um en S1 (Fig. 9B) y 146.554+5.26 um en S2 (Fig. 9C).

La comparacion estadistica mediante ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey indicd
diferencias significativas entre tratamientos (p = 0.0059, a = 0.05). El grupo control presenté el
mayor grosor intestinal, mientras que los tratamientos S1 y S2 reflejaron valores

significativamente mas bajos.
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Figura 6. Evaluacion histomorfométrica de longitud de vellosidades intestinales (A) y cobertura
de células caliciformes y cobertura de mucinas en respuesta a tratamientos (B).
ANOVA individual unidireccional por parametro, a = 0.05.



Figura 7. Secciones histolégicas del tejido intestinal tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E).

En las imdagenes se sefialan ejemplos de la longitud de las vellosidades intestinales
correspondientes a los tres tratamientos: control (A), S1 (B) y S2 (C). Estas mediciones ilustran
valores cercanos al promedio de cada grupo, mostrando que las vellosidades mas largas se
observaron en el tratamiento S1, seguidas por las del control, mientras que las mas cortas
correspondieron al tratamiento S2.



Figura 8. Aumento progresivo en la zona cubierta de mucina con aumento del porcentaje de
histidina: control (A, A'), S1 (B, B') y mayor drea en S2 (C, C'). Mucinas tefidas de azul indicadas
por flechas.
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Figura 9. Grosor de la pared del intestino anterior en los diferentes tratamientos experimentales.
Control (A), tratamiento S1 (B) y tratamiento S2 (C). En grafico se muestra la media + error
estandar (n = 90 peces). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos

(ANOVA de una via, prueba de Tukey, p = 0.0059, a=0.05)



7.3 Actividad enzimatica

Al evaluar el impacto de la suplementacién con histidina sobre la actividad antioxidante a través
de las enzimas CAT, GPx y SOD en el higado de los grupos experimentales, los resultados revelaron
una menor actividad de la enzima CAT en el grupo S1, en comparacién tanto con el grupo control
como con el grupo S2 (p < 0.05, Fig. 10). El grupo S2 y el control tuvieron la misma actividad,

observandose un patrén en forma de U.

También se presentd la misma distribucion en “U” en la actividad peroxidasa, sin ser diferentes

estadisticamente.

En cuanto a la actividad de la SOD, aunque no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales, se observé una ligera tendencia a la baja a medida
que aumentaba la concentracién de histidina. Los valores de actividad de la enzima SOD fueron
ligeramente menores en los tratamientos S1 y S2 en comparacién con el control, sin embargo, la
superposicion de barras de error y la asignacidon uniforme de agrupaciones estadisticas indican
gue estas diferencias no alcanzaron el umbral de significacién bajo las condiciones analizadas. Se
realizé una ANOVA unidireccional individual para cada enzima (p < 0,05). Los datos se expresan
como valores medios. Las barras verticales representan * errores estandar. Diferentes letras

minusculas indican diferencia significativa (a=0.05).
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Figura 10. Actividad enzimatica (U/mg) en respuesta a tratamientos.



7.4 Morfologia hepatica

Las microfotografias del tejido hepatico de juveniles de Seriola rivoliana muestran diferencias en
la acumulacién de vacuolas lipidicas entre los tratamientos evaluados (A: Control, B: S1, C: S2). En
general, el higado presentd la arquitectura tipica de peces teledsteos, caracterizada por
hepatocitos poligonales con citoplasma vacuolado, asociado principalmente al almacenamiento

de lipidos.

En el tratamiento control (Fig. 11A), se observa una distribucion moderada de vacuolas lipidicas
en el citoplasma de los hepatocitos. En contraste, el tratamiento S1 (Fig. 11B) presenta una mayor
acumulacién de vacuolas, evidenciando un incremento en la cobertura de adipocitos o inclusiones

lipidicas, lo que sugiere una mayor deposicion de lipidos en el tejido hepatico.

Por otro lado, el tratamiento S2 (Fig. 11C) muestra una menor cantidad de vacuolas en
comparacion con S1, e incluso ligeramente inferior al control, indicando una posible reduccién en

la acumulacion lipidica hepdatica a niveles mas altos de suplementacidn de histidina.

El analisis cuantitativo de la cobertura de adipocitos (%) respalda estas observaciones. El
tratamiento S1 presentd los valores mas altos, alcanzando 35.43+3.04%, seguido del control con
valores 27.64+1.78%, mientras que el tratamiento S2 mostré los valores mas bajos, 24.90+2.30%.
Estas diferencias sugieren un efecto dependiente de la dosis de histidina sobre el metabolismo

lipidico hepatico.
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Figura 11. Evaluacion histoldgica del higado y porcentaje de cobertura lipidica en juveniles de
Seriola rivoliana en el tratamiento control (A), tratamiento S1 (B) y tratamiento S2 (C).

7.5 Expresion de genes

La expresion relativa de los genes IL-10 e IL-18 intestinal y de miosina y actina muscular, se evalué
bajo tres condiciones experimentales: un grupo control sin suplementacidon con histidina, un
tratamiento con 1% de histidina (S1) y otro con 2% de histidina (S2). Los resultados mostraron
una disminucidén en los niveles de expresion génica en todos los genes analizados en los grupos
tratados con histidina en comparacion con el control. Esta supresion fue consistente para /L-10,

IL-1B, miosina y actina.
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En cuanto a la expresidn de genes de citoquinas en el intestino, si bien, en el tratamiento con mas
nivel de inclusién de histidina se observé una supresion, solo en el gen IL-If se observé una
diferencia significativa. En la expresion del gen IL-10 no se detectd diferencias estadisticas debido

a la dispersion de datos del tratamiento S1 (Fig. 12A).

Respecto de los genes relativos al desarrollo, la expresidn de actina en el tratamiento S2, mostré
una diferencia significativa en contraste con S1 y Control, los cuales no difirieron entre si. En

cuanto a la expresion de miosina, el tratamiento S2 fue diferente al control (Fig. 12B).

En la Fig. 12B se observa una distribucion en forma de U en los niveles de IGF entre los grupos
evaluados. El grupo control presentd la mayor expresion, seguido por el grupo S2 con valores
intermedios, mientras que el grupo S1 mostrd la menor expresidon. A pesar de esta tendencia
visual, el analisis estadistico indicd que las diferencias entre los grupos no fueron significativas en

la comparacién multiple.

Aunque la expresion del gen IL-10 mostrd una tendencia a la baja en la expresion, no alcanzé el
umbral establecido para la significacién estadistica y, por tanto, no pueden considerarse

regulados de forma diferencial bajo las condiciones probadas.
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Figura 12. Expresion relativa normalizada de IL-10, IL-1B, actina, IGF y miosina bajo diferentes
tratamientos de suplementacién con histidina.

Las barras representan valores medios de expresidon * desviacion estandar para cada gen objetivo.
La expresion génica de IL-18, actina y miosina muestran una regulacion a la baja estadisticamente
significativa en S2 en comparacidon con control (p < 0.05). No se detectaron diferencias
significativas para IL-10 e IGF.

7.6 Correlaciones

El analisis de correlacion revelé una compleja red de asociaciones entre variables fisioldgicas,
histolégicas y moleculares. La cobertura de mucina intestinal emergié como un factor central,
mostrando una fuerte correlacion positiva con la longitud final (r = 0.9217), la abundancia de
células calciformes (r = 0.9978) y la tasa de supervivencia (r = 0.9967) (Fig. 13). La cobertura de

mucinas fue significativamente mayor en el grupo S2, mientras que no se observaron diferencias
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significativas entre el control y S1 (Fig. 6B). A pesar de sus asociaciones positivas con la longitud
final y la supervivencia, la cobertura de mucina se correlaciond negativamente con el indice de
condicién (K) (r=-0.9891), la actividad de SOD (r =—-0.9997) y la expresion de los genes IL-10 (r =
—0.9891) y actina (r = —-0.9999) (Fig. 13).

La supervivencia se asocio fuerte y positivamente con la abundancia de células calciformes y la
cobertura de mucina. En cambio, la supervivencia mostrd correlaciones negativas con IL-10 (r = —
1.0000) e IL-18 (r = —0.9890), lo que indica que una menor expresidon de estas citocinas se
relaciond con mejores resultados de supervivencia. La expresién de [L-18 se redujo
significativamente en el grupo S2 en comparacién con el control y S1 (p < 0.05), y la expresion de
IL-10 fue significativamente menor en ambos grupos suplementados con histidina en

comparacion con el control.

La longitud final se correlaciond positivamente con el porcentaje de histidina dietética (r =
0,9986), biomasa (r = 0.9980) y cobertura de mucina, y se correlacioné negativamente con la
expresion de miosina (r = —0.9973), SOD (r = -0.9313), actina (r = —0.9156) e IL-10 (r = —0.8545).
Entre los genes relacionados con el desarrollo, solo la expresiéon de actina se redujo
significativamente en el grupo S2 en comparacion con S1 vy el control (p < 0.05; Fig. 9), mientras

gue no se observaron diferencias significativas para miosina ni IGF.

La biomasa se correlacioné fuertemente con el porcentaje de histidina (r = 1.0000), TCE (r =
0.9990) y longitud final (r = 0,9980), y negativamente correlacionada con miosina (r = —0.9910),

SOD (r=-0.9520) y actina (r = —0.9390).

El analisis complementario de la tasa especifica de crecimiento (TCE) revelé correlaciones
negativas con miosina (r =—0.9890) y actina (r =-0.9431), indicando que una menor expresion de
estos genes se asocid con un crecimiento mejorado. La TCE se correlacioné positivamente con la

longitud final (r = 0.9971).

Finalmente, la actividad enzimatica antioxidante mostrd una fuerte relacién inversa con el peso
corporal final. Tanto las actividades de la CAT como de la GPx se correlacionaron negativamente

con el peso corporal (r=-0.963 y —0.959, respectivamente).
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Figura 13. Mapa de calor de correlaciones de Pearson entre variables fisioldgicas, bioquimicas y
morfoldgicas.

La matriz muestra coeficientes de correlacién por pares que van de —1 (morado) a +1 (verde),
destacando las relaciones entre el rendimiento del crecimiento, la expresién génica, la actividad
enzimatica antioxidante y la estructura intestinal. Los tonos verdes representan correlaciones
positivas, los tonos morados indican correlaciones negativas y las areas blancas reflejan
correlacién débil o nula. La intensidad del color corresponde a la intensidad de la correlacién.
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8. DISCUSION

8.1 Efecto de la histidina sobre el crecimiento y rendimiento zootécnico

En el presente estudio, la suplementacidn con histidina no produjo diferencias significativas en el
peso corporal final en comparacién con el grupo control, incluso con niveles de inclusién
superiores a los reportados por autores que han adicionado histidina en juveniles del
género Seriola (Ogata, 2002; Yamamoto et al., 2019; Booth y Pirozzi, 2022), reflejando este
hallazgo una tendencia constante documentada en investigaciones previas sobre especies del
género Seriola. Ogata (2002) observd que la adicién del 2.47 % de histidina a un alimento seco
comercial para juveniles de Seriola quinqueradiata con peso inicial de 22 g no generd diferencias
con el control sin histidina. Yamamoto et al. (2019) analizaron niveles de inclusion de histidina
entreel 1.2 %y el 1.92 % en juveniles de S. quinqueradiata desde 4.66 + 0.05 g hasta 43.83 + 8.23
g, durante 45 dias, no encontrando diferencias en el peso final. Mas recientemente, Booth y
Pirozzi (2022) ampliaron estos hallazgos en juveniles Seriola lalandi de 80 g en, al paso de siete
semanas los organismos alcanzaron un peso de 330.8g+11.46, sin diferencia entre tratamientos,
concluyendo que los niveles de histidina dietética entre el 0.75 % y el 2.42 % no alteraron

significativamente el peso de la cosecha.

La ausencia de respuesta de crecimiento a la suplementacion con histidina en Seriola contrasta
con los hallazgos observados en otras especies. En juveniles de Sciaenops ocellatus, con un peso
inicial de 0.98 £ 0.08 g, la suplementacién con histidina durante seis semanas mejoré
significativamente la ganancia de peso relativa, estimandose un requerimiento dietario de 0.59
% de la dieta seca (Peachey et al., 2018). De manera similar, en alevines de Catla catla con un
peso inicial de 0.65 * 0.36 g, la inclusién de aproximadamente 0.67 % de histidina en la dieta
durante 12 semanas produjo la mayor ganancia absoluta de peso (8.63 g pez™), lo que
corresponde a un peso final aproximado de 9.28 g por pez (Zehra y Khan, 2016). Asimismo, en
juveniles de Pseudosciaena crocea con un peso inicial de 6.0 + 0.10 g, alimentados durante 51
dias, las mayores tasas de crecimiento y peso final se registraron con una concentracion de 0.78
% de histidina, estimandose un requerimiento éptimo de 0.87 % de la dieta seca (Li et al., 2014).
En conjunto, estos estudios reportaron mejoras significativas en el desempefio productivo con

concentraciones de histidina inferiores a las evaluadas en el género Seriola. Atribuimos esta
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discrepancia a diferencias en los requerimientos nutricionales especificos entre géneros. Se ha
observado que numerosas especies peldgicas, caracterizadas por realizar grandes
desplazamientos y mantener una elevada actividad natatoria, poseen concentraciones elevadas
de histidina y sus derivados en el tejido muscular. Estas reservas se han asociado con funciones
relacionadas con el mantenimiento del rendimiento muscular, la capacidad locomotora y la

regulaciéon acido-base, ademas de su papel en los procesos de crecimiento.

En concordancia con esta tendencia, Ogata (2002) encontré que los juveniles de Seriola
quinqueradiata generaron concentraciones significativamente mayores de histidina en el
musculo blanco dorsal en funciéon del aumento del aminoacido en la dieta. Este hallazgo sugiere
qgue el género Seriola posee naturalmente un nivel basal elevado de histidina, lo que refleja una
utilizacidn preferencial de este aminodcido para funciones metabdlicas distintas al incremento de

la masa muscular ante una mayor suplementacion.

De manera complementaria, Macias-Reyes et al. (2025), mediante una revision bibliografica,
identificaron una correlaciéon entre la dependencia de la histidina, el nicho ecolégico y la
intensidad metabdlica de diversas especies. Los autores observaron que los nadadores activos
requieren reservas elevadas de histidina para sostener la actividad muscular y contribuir a la
regulacion acido-base. Estas observaciones coinciden con los hallazgos de Suyama y Yoshisawa
(1973) y Suzuki et al. (1987), quienes concluyeron que las especies migratorias tienden a acumular
histidina y sus derivados, anserina y carnosina, como componentes predominantes (>50 %) del

nitrégeno no proteico.

En este contexto, dado el caracter pelagico y la elevada tasa metabdlica de las especies de Seriola,
sus requerimientos basales de histidina probablemente se orientan principalmente a sostener la
funcién muscular y el equilibrio acido-base, mas que a promover un incremento lineal del
crecimiento. Por lo tanto, la sobre suplementacién con histidina no parece traducirse en

ganancias medibles en el crecimiento somatico bajo condiciones estandar de cultivo.

En cuanto a la igualdad estadistica en las métricas de crecimiento, como la TCE y REA, la ausencia
de diferencias significativas en la TCE observada en el presente estudio puede atribuirse a la

similitud entre los pesos corporales iniciales y finales de los tratamientos, lo que indica que el
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incremento de peso ocurrid a una tasa comparable entre los grupos experimentales. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Ogata (2002), Yamamoto et al. (2019) y Booth y Pirozzi
(2022) en especies del género Seriola, quienes tampoco observaron diferencias significativas en

la TCE entre los diferentes niveles dietéticos de histidina evaluados.

Aunque ninguno de los estudios analizados reporté diferencias significativas en la TCE entre
tratamientos, resulta interesante observar que los valores maximos de crecimiento tendieron a
registrarse en dietas con aproximadamente 2 % de histidina. Este patrén fue consistente en S.
rivoliana, S. lalandi y S. quinqueradiata, sugiriendo la posible existencia de un intervalo de
suplementacion cercano a dicho nivel que favorece el desempeiio zootécnico de especies del
género Seriola. Sin embargo, debido a la ausencia de diferencias estadisticas significativas, esta
observacion debe considerarse Unicamente como una tendencia que requiere validacion

experimental adicional.

Al comparar los valores de TCE reportados para distintas especies del género Seriola, se observa
que S. quinqueradiata presentd tasas de crecimiento superiores (4.48-4.75 % dia™) a las
registradas para S. rivoliana (3.15-3.26 % dia™") y S. lalandi (2.82-3.00 % dia™"). Estas diferencias
no parecen explicarse Unicamente por el peso inicial de los organismos. Por ejemplo, los juveniles
de S. rivoliana evaluados en el presente estudio iniciaron con un peso promedio de 23 g, similar
al reportado por Ogata (2002) para S. quinqueradiata (22 g), aunque presentaron valores de TCE
considerablemente menores. De igual forma, la duracién del ensayo tampoco parece explicar por
si sola las diferencias observadas, ya que Booth y Pirozzi (2022) evaluaron S. lalandi durante 49
dias, un periodo comparable al utilizado por Yamamoto et al. (2019) y Ogata (2002) (45 y 42 dias,

respectivamente), pero obtuvieron valores de TCE inferiores.

Asimismo, aunque el régimen de alimentacién puede influir en el desempefio zootécnico, los
organismos de S. rivoliana alimentados con una racion fija del 5 % de la biomasa presentaron
valores de TCE similares a los reportados por Booth y Pirozzi (2022) para S. lalandi alimentada a
saciedad. Por otro lado, los mayores valores de TCE observados por Ogata (2002) y Yamamoto et
al. (2019) también fueron obtenidos bajo alimentacién a saciedad, lo que sugiere que este factor

por si solo tampoco explica completamente las diferencias observadas entre estudios.
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En consecuencia, es probable que las variaciones en la TCE entre estudios estén asociadas a una
combinacidon de factores, incluyendo diferencias fisioldgicas entre especies, estrategias de
alimentacion y variaciones en la composicidn nutricional de las dietas experimentales, tales como

el contenido de proteina, energia, aminoacidos esenciales y minerales.

Entre los estudios sobre suplementacidon de histidina en peces encontrados, solamente se
encontré un estudio en el género seriola de la especie quinqueradiata, donde los autores
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo suplementado con 1.2% de
histidina en la relacion de eficiencia de alimentacién (REA), no encontrando mas cambios en dosis
superiores de histidina (Yamamoto et al., 2019), en contraste, en nuestro estudio no se detectd
diferencias ante la suplementacién del aminoacido. Dado que los pesos finales fueron similares
en Yamamoto et al. (2019), estas diferencias implican variaciones en la cantidad de alimento
consumido, lo que resulta en diferentes eficiencias alimenticias entre los peces que reciben dietas
suplementadas con histidina frente al grupo control. Estas discrepancias podrian estar asociadas
tanto a diferencias fisioldgicas entre especies como a variaciones en los protocolos
experimentales empleados. En particular, el uso de una racién fija ajustada a la biomasa pudo
haber reducido la variabilidad en el consumo de alimento y limitado la deteccion de posibles
cambios en la eficiencia alimenticia atribuibles a la suplementacidn con histidina. Por ello, futuras
investigaciones en S. rivoliana bajo condiciones de alimentacién a saciedad podrian contribuir a
esclarecer si este aminodcido ejerce algun efecto sobre la utilizaciéon del alimento vy la eficiencia

de crecimiento en esta especie.

Aunque no detectamos diferencias estadisticamente significativas en el peso final, la TCE o la REA
en nuestro estudio, la longitud final varié entre tratamientos. La longitud total fue similar entre
los peces alimentados con las dietas S1y S2. No obstante, los organismos del grupo S2 alcanzaron
una longitud corporal significativamente mayor que la observada en el grupo control. Por su
parte, el grupo S1 no difirid significativamente ni del control ni del grupo S2. Estos resultados
sugieren una tendencia positiva en la longitud corporal asociada al aumento de los niveles de
histidina en la dieta. No encontramos estudios previos que hayan evaluado la longitud corporal
final en especies de Seriola en respuesta a la inclusion de histidina dietética; por lo tanto, nuestros

resultados constituyen una contribucidn novedosa a la comprension de la morfologia del



18

crecimiento en este género, sin embargo, despejando la variable longitud final de la férmula de
factor de condicién en la investigacién de Booth y Pirozzi (2022) en Seriola lalandi, se obtienen
longitudes finales de 28.54, 28.37, 28.55, 29.52 y 28.74 cm correspondientes a los porcentajes
de histidina de 0.75, 1.16, 1.6, 1.95 y 2.42%, observandose una mayor longitud en los peces del
tratamiento con 1.95% de histidina, sin embargo, dado que los autores no realizaron ni
reportaron un analisis estadistico de la longitud corporal, esta observacién debe interpretarse
Unicamente como una tendencia descriptiva y no como evidencia concluyente de un efecto de la
histidina sobre esta variable. De igual manera despejando la longitud final desde el factor de
condicién en la investigacion de Zehray Khan (2016) en Catla Catla se obtienen longitudes finales
de 7.1, 8.13, 8.42, 8.37,8.39 y 8.21 cm en los porcentajes de inclusidn de 0.25, 0.39, 0.53, 0.67,
0.83 y 0.96 respectivamente, observdndose un aumento con 0.39% de histidina, en un menor

porcentaje a lo observado en el género Seriola.

En conjunto, los resultados sugieren que la histidina podria influir preferentemente sobre el
crecimiento longitudinal de S. rivoliana mas que en el peso final, la TCE o la REA. Resulta
particularmente interesante que las mayores longitudes corporales en Seriola se observaran en
dietas cercanas al 2 % de histidina. Aunque estas observaciones requieren confirmacién mediante

estudios especificamente disefiados para evaluar la respuesta morfométrica al aminoacido.

Al confirmar que los peces del tratamiento S2 presentaron una mayor longitud corporal respecto
al grupo control, analizamos el comportamiento del factor de condicién de Fulton (K) a lo largo
del experimento. Aunque no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos, los peces
del grupo S2 mostraron consistentemente valores inferiores del indice K a los observados en S1,

lo que sugiere una menor relacion peso-longitud.

8.2 Integridad intestinal y respuesta inmune

Los cambios morfométricos intestinales observados ante la suplementaciéon con histidina son
consistentes con estudios previos en otros géneros de peces, tal como lo documentaron Taj et
al., (2022). Estos autores encontraron que diferentes niveles de histidina (6.9-11.7 g/kg)
indujeron modificaciones en los rasgos morfométricos intestinales de meros hibridos

(Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus). En su investigacién, Taj et al. (2022) observaron que
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los niveles mas bajos (6.9-7.2 g/kg) y mas altos (11.1-11.7 g/kg) produjeron una menor altura de
las microvellosidades, mientras que las dosis intermedias (8.6—10.7 g/kg) generaron una mayor

altura.

De manera similar, en nuestro estudio, la longitud de las vellosidades de la dosis intermedia (S1)
mostro las vellosidades mds largas, mientras que la suplementacién mas alta (S2) y la mas baja
(control) resultaron en vellosidades mas cortas. Este patrén indica que la histidina ejerce un
efecto dependiente de la dosis sobre la morfologia intestinal, donde los niveles éptimos
favorecen el crecimiento epitelial, pero una ingesta excesiva puede alterar la integridad

estructural.

Al comparar nuestros resultados con los reportados por Hossain et al. (2018) en juveniles Seriola
dumerili de 127.34+18.18, se observa que el grupo control presentd alturas de pliegues
intestinales (755.9+44) similares a lo reportado en nuestro control (712.48+48.99), con valores
cercanos a 700 um. Esta coincidencia sugiere que dicha magnitud podria representar una
condicién morfoldgica basal del intestino en juveniles del género Seriola dentro de rangos de peso

comparables.

Asimismo, se observd que estimulos nutricionales puede inducir modificaciones en la morfologia
intestinal, ya que tanto en el estudio de Hossain et al. (2018) como el presente, la modificacién

de un nutriente incrementé la longitud de las vellosidades con respecto del control.

Otra concordancia entre el estudio de Hossain et al. (2018) y la presente investigacién es que la
longitud de los pliegues o vellosidades intestinales no aumenté de manera continua conforme se
incrementd el nivel del factor dietario evaluado. En ambos estudios se observd un incremento
inicial de estas estructuras hasta alcanzar un valor maximo, seguido de una disminucién en los
niveles superiores de suplementacion o sustitucidn. Este patrén sugiere una respuesta no lineal
de la longitud de las vellosidades intestinales frente al estimulo nutricional evaluado,
caracterizada por un incremento inicial hasta alcanzar un valor maximo, seguido de una

disminucion en los niveles superiores de suplementacién o sustitucion.
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Sin embargo, mientras que Hossain et al. (2018) observaron una disminucién progresiva de la
altura de los pliegues intestinales conforme aumenté el nivel de sustitucidn de harina de pescado
por harina de soya, fendmeno atribuido por los autores a posibles efectos de factores
antinutricionales, en el presente estudio la reduccidén observada en el tratamiento S2 no estuvo
acompafada de indicadores compatibles con deterioro intestinal. Por el contrario, los organismos
de este tratamiento presentaron una mayor supervivencia, una menor pared intestinal y una
mayor produccién de mucina. Estos resultados sugieren que una menor longitud de vellosidades
no necesariamente refleja una condicion intestinal desfavorable y que los cambios morfoldgicos
observados podrian responder a mecanismos fisioldgicos distintos a los asociados con dafio o

inflamacion intestinal.

A pesar de encontrar diferencias en la longitud de las vellosidades, no se observaron diferencias
en el drea cubierta por células caliciformes entre tratamientos. Sin embargo, se registré un
aumento notable en la produccién de mucina a medida que se incremento el nivel de histidina en
la dieta. Este hallazgo sugiere que la suplementacion con histidina se asocié con una mayor
produccién de mucina sin modificar la abundancia de células caliciformes, indicando una
respuesta funcional mas que estructural del epitelio intestinal. El aumento en la produccién de
mucina observado en este estudio sugiere que la histidina podria favorecer mecanismos
asociados con el fortalecimiento de la barrera mucosa intestinal. Hasta donde conocemos, no
existen estudios que hayan evaluado directamente el efecto de la histidina sobre la produccién
de mucinas en peces. Por ello, los resultados obtenidos en este trabajo aportan evidencia
novedosa sobre una posible relacion entre la suplementacion con histidina y la respuesta mucosa

intestinal.

En cuanto al incremento en la produccién de mucina observado en el presente estudio, este
podria tener implicaciones funcionales importantes. En este sentido, Teles et al. (2022)
reportaron que larvas de Seriola rivoliana alimentadas con presas enriquecidas con
Debaryomyces hansenii presentaron una mayor expresion del gen MUC-2 en intestino,
acompafada de un incremento en la mineralizacién y la supervivencia. Aunque el estimulo
nutricional utilizado por estos autores fue diferente al empleado en este estudio, sus resultados

respaldan la importancia de las mucinas intestinales como un componente asociado al adecuado
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desarrollo larval de S. rivoliana. De manera similar, Fernandez-Montero et al. (2019) observaron
qgue la suplementacion dietética con manano-oligosacaridos incrementé la expresién del gen
MUC-2 en el intestino posterior de juveniles de Seriola dumerili, efecto que los autores
relacionaron con una mayor producciéon de moco y un fortalecimiento de las defensas mucosales
frente a agentes patdgenos. Estos hallazgos sugieren que distintos estimulos nutricionales
pueden modular la produccién de mucinas y estas a su vez, mejorar el desarrollo y supervivencia

del género Seriola.

Debido a que el tratamiento con mayor suplementacion (S2) presenté simultdneamente un
incremento en la produccién de mucina, una mayor actividad de CAT y una mayor supervivencia,
estos resultados sugieren que la histidina promovidé cambios fisioldgicos que podrian trascender
su funcidn como aminoacido estructural. Al respecto, Gao et al. (2016) evaluaron diferentes
niveles de histidina en carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), encontrando que los peces
alimentados con dietas deficientes en histidina presentaron una menor actividad de CAT, una
menor capacidad antioxidante total y una menor tolerancia a condiciones de hipoxia. Estos
resultados sugieren que una cantidad adecuada de histidina ayuda a mantener mecanismos

antioxidantes y mejorar la capacidad de respuesta frente al estrés.

Una hipétesis plausible ser la sintesis de histamina a partir de su precursor histidina (Brosnan y
Brosnan, 2020) ya que esta amina biogénica es altamente expresada en mastocitos (MC) y células
enterocromafines de la mucosa el estdmago de peces y estd relacionada con la regulacién de la
inmunidad y la homeostasis intestinal (Aures et al., 1968; Galindo-Villegas et al., 2016; Hirasawa,
2019; Liu et al., 2021; Booth y Pirozzi, 2022). Ademas, la conversion de histidina a histamina y su
posterior degradacién por amino oxidasas puede generar perdxido de hidrégeno (H,0,) (Alvarez
y Moreno-arribas, 2014; Brosnan y Brosnan, 2020; Moro et al., 2020), un sustrato cuya
acumulacién suele inducir la actividad de enzimas antioxidantes como la CAT (Vlasits et al., 2007).
Adicionalmente, la SOD no mostré diferencias entre los tratamientos, debido a que los
organismos no fueron estimulados ante algin agente estresante como lo observado por Mazdn-
Sudstegui et al. ( 2018) donde ante metabolitos de Vibrio se generd una mayor actividad SOD. La
ausencia de cambios significativos en la actividad de la SOD también sugiere que el aumento de

CAT no estaria asociado principalmente al H,0, derivado de la dismutacién del anién superdxido.
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No obstante, dado que en el presente estudio no se cuantificaron los niveles de histamina ni la
actividad de las enzimas involucradas en su sintesis y degradacidn, esta posible relacién debe

considerarse Unicamente como una hipdtesis que requiere verificacién experimental.

La actividad de la CAT puede verse influenciada por multiples fuentes de peréxido de hidrégeno,
diferentes al generado a partir de la actividad de la SOD. Diversos procesos inflamatorios han sido
asociados con una mayor produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wittmann et al.,
2012). En el presente estudio, el tratamiento control presenté un mayor grosor de la pared
intestinal en comparacién con los tratamientos suplementados con histidina, ademas de una
elevada actividad de CAT. Este patrén podria ser consistente con una mayor generacion local de
ROS asociada a modificaciones en el estado fisioldgico intestinal (Wittmann et al., 2012; Yang et
al., 2018). Por otra parte, el tratamiento S2 también presentd una elevada actividad de CAT, pero

sin el incremento en el grosor intestinal observado en el control.

El tratamiento intermedio con histidina (S1) mostré una actividad significativamente menor de la
CAT, en este sentido, se sabe que las mucinas limitan la formacién de ROS catalizada por cobre y
las reacciones de propagacién oxidativa mediante la captura de este metal (Buettner y Jurkiewicz,
1996; Rubino y Franz, 2012; Reznik et al., 2022), especificamente, la mucina es capaz de unirse a
iones de cobre mediante los residuos de histidina y metionina contenidos en su dominio D1
(Rubino y Franz, 2012; Reznik et al., 2022). La capacidad de las mucinas para unirse a iones de
cobre podria limitar la disponibilidad de este metal para participar en reacciones redox que
favorecen la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Buettner y Jurkiewicz, 1996;
Rubino y Franz, 2012; Reznik et al., 2022). disminuyendo la necesidad de una desintoxicacién

mediada por la CAT.

Adicionalmente, Creeth et al. (1983) observaron que la exposicion de glicoproteinas mucosas al
peroxido de hidrégeno provocd una disminucion significativa en el contenido de residuos de
histidina. Este resultado sugiere que dichos residuos son particularmente susceptibles a
modificaciones oxidativas y podrian actuar como sitios preferenciales de reaccion frente a

especies oxidantes. En consecuencia, las regiones ricas en histidina presentes en las mucinas
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podrian contribuir a amortiguar el dafio oxidativo mediante la captura o neutralizacion parcial de

especies reactivas antes de que éstas afecten otras estructuras bioldgicas.

Considerando que el tratamiento S1 presentd una mayor produccién de mucina acompafiada de
una menor actividad de CAT, es posible que los mecanismos antioxidantes asociados a la barrera
mucosa hayan contribuido al mantenimiento del equilibrio redox. En conjunto, estos resultados
sugieren que S. rivoliana podria emplear estrategias antioxidantes complementarias que
involucren tanto mecanismos enzimaticos, representados por la actividad de CAT, como
mecanismos asociados a la barrera mucosa y a las propiedades antioxidantes potenciales de las

mucinas.

La actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, lo que indica que la suplementacidn con histidina no modificéd de manera
apreciable esta via antioxidante. En contraste, se observé un aumento en la actividad de la CAT,
sugiriendo una respuesta diferencial de los sistemas antioxidantes frente a las condiciones
fisiolégicas inducidas por los tratamientos. La CAT es una enzima especializada en la rdpida
desintoxicacion del peréxido de hidrégeno (H,0,), ya que Unicamente requiere la unidn de esta
molécula a su sitio activo para catalizar su transformacién, mientras que las peroxidasas
dependen de equivalentes reductores como el glutation o el ascorbato para mantener su
actividad (De Marco y Roubelakis-Angelakis, 1996; Vlasits et al., 2007). Esta diferencia convierte
a la CAT en una enzima particularmente eficiente cuando las concentraciones de H,0, son
elevadas. En escenarios donde existe una generacion sostenida o localizada de este compuesto,
los sistemas de peroxidasa pueden verse limitados por la disponibilidad de cofactores reductores
o por restricciones cinéticas asociadas a su mecanismo de accion. Por ello, el incremento de la
actividad de CAT en ausencia de cambios en la GPx es consistente con una respuesta antioxidante

orientada a la eliminacion eficiente de H,0,.

En cuanto a las citocinas, se observd una menor expresion de /L-18 e IL-10 que, sumada al
aumento en la produccién de mucina y al menor grosor de la pared intestinal, sugiere una

modificacidn del estado fisioldgico e inmunitario de la mucosa intestinal.
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Estudios como el de Yang et al. (2018) han demostrado que la histidina participa en la regulacién
de la respuesta inmune intestinal. Los autores observaron que niveles dptimos de histidina
disminuyeron la expresidon de citocinas proinflamatorias (/L-8 y TNF-a) e incrementaron la
expresion de citocinas antiinflamatorias (/L-10 y TGF-8) en el intestino de Megalobrama
amblycephala, lo que fue interpretado como una atenuacion de la respuesta inflamatoria

intestinal y una mejora de la salud intestinal.

Mads alla de la regulacion del moco, nuestros resultados indican una relacién inversa entre las
citocinas IL-10 e IL-16 con el area de cobertura de mucinas. Esta relacion sugiere que la histidina
fomenta la produccién de mucina y una condicién intestinal asociada a una menor respuesta
inflamatoria. De manera similar, (Fernandez-Montero et al., 2019) reportaron que la
suplementacién con manano-oligosacaridos moduld la expresién de genes inmunitarios,
incluyendo /L-16 e IL-10, junto con un incremento en la expresién de MUC2, lo que fue
interpretado como una mejora de la funcién inmunitaria y de la barrera mucosa intestinal. Estos
antecedentes respaldan la estrecha interaccion entre la respuesta inmunitaria local y la

produccién de mucinas en el intestino de los peces.

Al respecto, (Son et al., 2005) demostraron que la histidina inhibié la inflamacién inducida por el
estrés oxidativo en células epiteliales intestinales humanas, lo que destaca su potencial como
aminoacido inmunomodulador. Este hallazgo, aunque derivado de modelos de cultivo celular
humano, apoya la idea de que la histidina puede contribuir a la homeostasis intestinal no solo por
su papel en la produccién de mucina, sino también por atenuar las respuestas inflamatorias. En
el mismo sentido, diversos autores han documentado que la metabolitos derivados de la histidina
pueden inhibir la expresion de citocinas proinflamatorias (Mulero et al., 2007; Kim y Khan, 2013;
Galindo-Villegas et al., 2016). En peces de agua dulce, como la lobina (Micropterus salmoides) la
deficiencia de histidina inhibe la capacidad antioxidante intestinal e induce estrés endoplasmico-
reticulo intestinal, respuesta inflamatoria, apoptosis y necroptosis (Liang et al., 2022). En
conjunto, estos hallazgos indican que la histidina actiia como un aminodacido inmunomodulador
qgue equilibra la proteccién mediada por el moco y la inflamacién controlada para mantener la

homeostasis intestinal.
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El aumento observado en la produccion de mucina acompafiado de la inhibicidn de las citocinas
involucradas en procesos inflamatorios también puede ayudar a explicar las mayores tasas de
supervivencia registradas en los grupos alimentados con histidina. Al fortalecer la barrera
mucosa, los peces adquieren una mejor resistencia frente a patdégenos oportunistas y mejora la
absorcion de nutrientes, lo que reduce los riesgos de mortalidad (Levy y Frondoza, 1983; Bury et

al., 2003; Glover y Hogstrand, 2003; Salinas et al., 2022).

En conjunto, estos resultados demuestran que la suplementacién con histidina promueve la salud
intestinal al mejorar la integridad de la barrera epitelial y modular las respuestas inmunitarias.
Las correlaciones observadas entre mucinas y citocinas afirman la idea de que la histidina

contribuye a un ambiente intestinal antiinflamatorio.

8.3 Regulacidon de la expresion génica asociada al crecimiento

La evaluacién de la expresion génica relacionada con el crecimiento proporciond informacién
adicional sobre los mecanismos mediante los cuales la suplementacién con histidina influye en el
rendimiento de Seriola rivoliana. En particular, la expresion del factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), la actina y la miosina revelé patrones de asociacidon con los parametros de

crecimiento.

En diversos estudios, la expresion hepatica de IGF-1 se ha asociado positivamente con el
crecimiento y el peso final de los peces, como lo reportado por Taj et al. (2022) en juveniles de
mero hibrido (Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus), donde la suplementacion
con diferentes niveles de histidina incrementé significativamente la expresién relativa de IGF-1,
la cual se correlaciond positivamente con el peso final. A diferencia de lo reportado por Taj et al.
(2022), nuestros resultados mostraron que la inclusion de histidina no produjo diferencias
significativas en la expresidon del gen IGF en musculo ni en el peso final entre tratamientos. A pesar
de no encontrar diferencias significativas, observamos una tendencia donde una mayor expresiéon
del gen se asocid con un menor peso y viceversa. Esta tendencia tiene respaldo en que la
expresion del gen IGF en musculo puede incrementarse en respuesta a procesos de dafio y
regeneracion tisular, ya que este factor de crecimiento participa activamente en la activacién de

vias de sefalizacidn asociadas a la proliferacién y diferenciacién celular (Saera-vila et al., 2018).
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En este sentido, la mayor expresion de IGF observada en el grupo control, junto con su menor
peso final, podria relacionarse con un mayor recambio o reparacién muscular. En contraste, el
tratamiento S1 presentd una menor expresion del gen IGF y un mayor peso final, lo que sugiere
un estado fisiolégico mas estable con una menor necesidad de activar mecanismos de

regeneracion tisular.

Por otra parte, el efecto de la histidina sobre el crecimiento ha sido reportado principalmente en
especies de menor actividad metabdlica, como en juveniles de mero hibrido Epinephelus
fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus (Taj et al., 2022). En contraste, las especies pelagicas
altamente activas, como Seriola rivoliana, Seriola lalandi, Seriola dumerili, Auxis thazard,
Katsuwonus pelamis, Thunnus albacares, Thunnus alalunga, Sarda sarda, Scomberomorus
munroi 'y Scomber scombrus, presentan mayores requerimientos de histidina asociados a su
elevada actividad natatoria. En estas especies, la histidina cumple un papel fundamental en |a
regulacion acido-base y en el mantenimiento de la funcién muscular (Macias-Reyes et al., 2025).
En este contexto, es posible que la histidina se utilice preferentemente para funciones fisiolégicas
relacionadas con la homeostasis y la contraccién muscular, en lugar de destinarse directamente
al crecimiento somatico. Como lo observado por Ogata (2002) quien demostré que la
suplementacién con histidina en la dieta de juveniles de Seriola quinqueradiata no produjo un
aumento en el crecimiento corporal, pero si generd niveles significativamente mas altos de
histidina libre en el musculo en comparacion con el grupo control, lo que se tradujo en una mayor
capacidad de amortiguacion del pH. Estos resultados, junto con lo reportado por Ogata (2002),
sugieren que en especies del género Seriola la histidina podria desempenar funciones fisioldgicas
relacionadas con la regulacién acido-base y el mantenimiento de la homeostasis muscular, aun

cuando ello no se traduzca necesariamente en un aumento del crecimiento corporal.

Adicionalmente, que los organismos que alcanzaron una mayor longitud final tendieron a
presentar menores niveles de expresidn de los genes estructurales actina y miosina. Este patrén
coincidio con el incremento progresivo de histidina en la dieta, sugiriendo que el crecimiento
longitudinal observado no estuvo acompafiado por una mayor expresion de proteinas contractiles

musculares.
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De manera similar, los organismos que presentaron una menor expresion de actina también
mostraron valores mas bajos del indice de Fulton (k), indicando una menor masa corporal relativa

respecto a la longitud.

En conjunto, los resultados indican que la suplementacién con histidina en S. rivoliana no
promueve el crecimiento a través de un aumento directo en la expresidén de genes estructurales
o del IGF, lo que sugiere la participacion de otros mecanismos fisiolégicos asociados al desempeiio

de los organismos.

Adicionalmente, el peso final mostrd una fuerte correlacion negativa con las actividades de CAT
y POD. Los tratamientos que presentaron mayores actividades antioxidantes tendieron a exhibir
menores pesos corporales, mientras que el tratamiento S1 mostrd simultdneamente el mayor
peso y las menores actividades enzimaticas. Este patréon sugiere que una menor necesidad de
activar mecanismos antioxidantes podria estar asociada con una mayor asignacién de recursos al

crecimiento.

En conclusidn, los resultados sugieren que la suplementacion con histidina favorece el
crecimiento longitudinal de S. rivoliana sin incrementar la expresion de genes musculares
asociados al crecimiento. De hecho, tanto la expresion de IGF como la de los genes estructurales

actina y miosina mostraron relaciones inversas con los indicadores de crecimiento observados.

8.4 Correlaciones funcionales que vinculan el crecimiento, las mucinas y la supervivencia

El analisis de correlaciones nos proporciond una vision integral de cémo la suplementacién con
histidina afecta diferentes dimensiones bioldgicas en Seriola rivoliana. La longitud final emergié
como un rasgo central y mostrd fuertes correlaciones positivas con el porcentaje dietético de
histidina (r = 0.99), la biomasa (r = 0.99) y la abundancia de mucina (r = 0.92). Estas asociaciones
sugieren que la histidina apoya simultdneamente el desarrollo mucoso y el crecimiento somatico,
lo que establece un vinculo entre la disponibilidad de nutrientes, la funcién intestinal y el proceso

de mineralizacion.

Respecto a la correlacidn positiva entre el area de cobertura de mucinas y la longitud final,

diversos autores han relacionado las mucinas con la regulacidon de la mineralizacion tisular,
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incluyendo la formacion de ndcar en moluscos (Marin et al., 2000), la calcificacion en
equinodermos y la formacién dsea en vertebrados (Midura, 1996). Esta evidencia indica que la
secreciéon de moco epitelial desempefia un papel importante en el mantenimiento de la
solubilidad de los minerales en los peces. El moco forma quelatos metal-mucina que ayudan a
retener los metales en solucidn dentro del tracto intestinal, aumentando asi su disponibilidad
para su absorcidn. Este proceso facilita la disponibilidad de minerales esenciales necesarios para

el desarrollo esquelético (Bury et al., 2003; Glover y Hogstrand, 2003).

Apoyando estos hallazgos, Teles et al. (2022) encontraron que las larvas de Seriola
rivoliana exhibieron un aumento en la produccién de mucina en el tracto digestivo, junto con una
regulacién al alza del gen muc-2, debido a la alimentacidon con presas vivas enriquecidas
con Debaryomyces hansenii. Este aumento en la secrecién de mucina se vinculé con una mayor
longitud larval, una mayor mineralizacién esquelética y una reduccién de las deformidades
esqueléticas. Estos hallazgos refuerzan la relacidon entre las mucinas y la biodisponibilidad

mineral, lo que promueve asi el desarrollo 6seo y el crecimiento longitudinal.

En cuanto a la disponibilidad de minerales en los peces, diversos estudios han identificado al zinc
como un elemento critico para el crecimiento y la salud general. La deficiencia de este mineral se
ha asociado con tasas de crecimiento extremadamente bajas, alta mortalidad, digestién reducida
de las proteinas y el desarrollo de patologias especificas (Ogino y Guang-Yang, 1978; Faiz et al.,
2015; Dominguez et al., 2019). Investigaciones previas han demostrado que los signos comunes
de deficiencias minerales en peces incluyen una reduccion de la mineralizacidon dsea, anorexia,
cataratas (relacionadas con la deficiencia de zinc), deformidades esqueléticas (asociadas a
deficiencias de fosforo, magnesio y zinc) y erosion de las aletas (comunmente relacionada con
desequilibrios de cobre y zinc) (Rhodes et al., 2010; Lall y Kaushik, 2021). Por su parte, Ogino y
Guang-Yang (1978) confirmaron estas observaciones en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
mostrando que las dietas con un contenido muy bajo de zinc (1 ppm) producian tasas de
crecimiento extremadamente bajas, alta mortalidad, cataratas y erosion de aletas y piel. Ademas,
estos autores demostraron que la deficiencia de zinc reduce la digestibilidad tanto de la proteina
como de los carbohidratos, siendo la proteina la mas gravemente afectada (Ogino y Guang-Yang,

1978).
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Otros estudios han reportado efectos similares en otras especies, como la carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) y la dorada (Sparus aurata), donde la baja disponibilidad de zinc
influyé negativamente en el crecimiento, la deposicion mineral y la resistencia al estrés oxidativo
(Faiz et al., 2015; Dominguez et al., 2019). En conjunto, estos hallazgos subrayan el papel
fundamental del zinc en el mantenimiento del crecimiento normal, la integridad ésea y la salud
en los peces. Por el contrario, las dietas enriquecidas con zinc aumentan la deposicién de
nutrientes y las actividades enzimaticas intestinales, lo que promueve el crecimiento (Tan et al.,

2011).

Aunque el zinc puede absorberse tanto por las branquias como por el tracto gastrointestinal,
estudios previos han demostrado que el tracto gastrointestinal constituye la principal via de
absorcién tanto en ambientes de agua dulce como marinos (Spry et al., 1988; Glover y Hogstrand,
2002; Lall y Kaushik, 2021). Sin embargo, las alteraciones en el transporte de zinc no solo
dependen de cambios en los niveles de iones de zinc libres, sino también de la naturaleza quimica
de los quelatos de aminodcidos con el zinc, lo que influye en la absorcidn de este mineral. En este
contexto, la histidina modula la absorcién intestinal de zinc no porque reduzca su fraccidn libre,
sino porque forma complejos quimicos especificos, como Zn(His),, que son compatibles con los

mecanismos de transporte intestinal (Glover y Hogstrand, 2002).

También existen minerales que afectan la absorcion del zinc. Lonnerdal (2000) demostré en su
investigacion que al coadministrar zinc y hierro en una proporcién molar de 1:25 —una condicién
comunmente encontrada en suplementos fortificados— la absorcién de zinc se ve
significativamente afectada. Curiosamente, cuando se incluyd histidina en la formulacién, este
efecto inhibitorio dejé de observarse, incluso bajo la misma proporcién hierro:zinc. Estos
hallazgos ponen de manifiesto el papel modulador de la histidina en la biodisponibilidad mineral.
En lugar de actuar Unicamente como agente quelante, la histidina parece facilitar la absorcidn del
zinc al formar complejos solubles que permanecen disponibles para su absorcién en presencia de
iones competidores como el hierro. Este mecanismo ha posicionado a la histidina como un aditivo
valioso en formulaciones de suplementos, especialmente en contextos donde la interferencia

inducida por el hierro en la absorcién de zinc constituye una preocupacion.
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En este sentido, Djellarta (2021), al suplementar histidina en larvas de Seriola dumerili, reportd
resultados consistentes con los de Teles et al. (2022) y observé una mejora en el desarrollo larval

y una menor incidencia de deformidades esqueléticas.

Mediante criomicroscopia electrénica en mucinas humanas, diversos investigadores han revelado
que la regién amino-terminal de la mucina intestinal contiene un agrupamiento distintivo de
residuos de histidina y metionina dentro del dominio del factor tipo D de von Willebrand. En
ensayos de uniéon metdlica utilizando termofdresis a microescala, observaron una clara
preferencia por Cu?* y Zn?* (Reznik et al., 2022). Estos hallazgos demuestran que los residuos de
histidina dentro de las mucinas desempefian un papel crucial en la biodisponibilidad del zinc al
facilitar su absorcién y utilizacion en el organismo. En conjunto, estas observaciones confirman
gue tanto la histidina libre como su incorporacién en glicoproteinas estructurales como las
mucinas influyen significativamente en la absorcién y utilizacién del zinc en peces y otros

organismos.

Por el contrario, la longitud final mostré correlaciones negativas con la miosina (r = —0.9973), la
actina (r =-0.9156), la enzima SOD (r =-0.9313) y la /IL-10 (r = —0.8545). Estos hallazgos refuerzan
la idea de que el crecimiento potenciado por histidina va acompaiiado de una regulacidn a la baja
de ciertos marcadores moleculares y de estrés oxidativo, lo que resulta compatible con un cambio
hacia una regulacion celular mas eficiente en lugar de un aumento de la actividad transcripcional

o de la defensa oxidativa intensificada.

Diversos estudios han documentado que la histidina dietética dptima reduce las respuestas
inflamatorias en tejidos como el intestino (Yang et al., 2018) y las branquias (Jiang et al., 2016) al
regular a la baja la expresién génica del TNF-a. Como concluyen Taj et al. (2022), la modulacién
de la expresidn de TNF-a y la activacién de Nrf2 sugieren un posible efecto antiinflamatorio y

antioxidante de la histidina dietética.

Los resultados de supervivencia también estuvieron estrechamente asociados con la integridad
intestinal. La tasa de supervivencia mostré una fuerte correlacion positiva con la abundancia de
células caliciformes (r = 0.9967), que a su vez se correlacioné positivamente con las mucinas (r =

0.9978). Las mucinas, por su parte, mostraron correlaciones negativas con la SOD, la IL-10, la



31

actina y el indice de condicion de Fulton (K). Esta red de correlaciones indica que la integridad
mucosa actua como un factor clave no solo para la absorcion de nutrientes, sino también para la
resiliencia y la supervivencia, integrando asi el impacto de la histidina en el crecimiento, la

inmunidad y la fisiologia.

Estos resultados sugieren que la histidina contribuye a mantener la homeostasis inmune
intestinal al suprimir la activacidon inmune excesiva, promoviendo asi un ambiente mucoso estable
sin desencadenar respuestas inflamatorias innecesarias. El aumento simultaneo en la produccion
de mucina con niveles mds altos de histidina refuerza adn mas la idea de que el intestino se
encuentra estructuralmente reforzado, lo que contribuye a una mejor salud intestinal y a la

proteccion del huésped.

En nuestro estudio, tanto la expresion de /L-10 como la de [L-16 se correlacionaron
negativamente con las tasas de supervivencia, lo que sugiere que la supresién de estos genes
favorece un entorno intestinal mas estable y saludable. Picchietti et al. (2009) observaron un
fendmeno similar en Dicentrarchus labrax, donde la administracién de una cepa de Lactobacillus
delbrueckii resultd en la disminucidon de la expresién de /L-16 e IL-10. El grupo tratado mostro
niveles de transcripcion significativamente mas bajos de /L-16, junto con una tendencia a la
reduccion de la expresion de IL-10, COX-2 y TGF-8, lo que indica la modulacién de la respuesta
inmunitaria intestinal y la supresiéon de las principales vias de sefalizacidon proinflamatoria

(Picchietti et al., 2009).

Los efectos antiinflamatorios de la histidina se han atribuido a sus propiedades antioxidantes y a
su capacidad para modular vias clave de sefializacion. Son et al. (2005) demostraron que la
histidina inhibe significativamente la secrecion de /L-8 en células epiteliales intestinales expuestas
al estrés oxidativo mediante la supresién de la activacion de NF-kB inducida por TNF-a. Esta
inhibicion dependia de la dosis, con tasas de supresidn superiores al 78 % a concentraciones de
25 mM en células Caco-2, y un efecto similar observado en células HT-29. Aunque nuestras
concentraciones experimentales de histidina (131 mM y 180 mM en S1 y S2, respectivamente)
difieren de las reportadas por Son et al. (2005), atribuimos esta discrepancia a la naturaleza in

vivo de nuestro estudio en peces en comparacién con las condiciones in vitro en células humanas



32

utilizadas en investigaciones anteriores. Aunque no analizamos la /L-8 directamente en nuestro
estudio, sabemos que la expresién de IL-8 puede aumentar en respuesta a la citocina /L-18
(Yamamoto et al., 2003). Cabe destacar que evaluamos los niveles de /L-16 y observamos una
disminucion progresiva de su expresion al aumentar la suplementacion con histidina, lo que

sugiere una posible atenuacién posterior de la sefializacidn de IL-8.

Ademas, diversos autores han demostrado que la L-histidina protege el intestino del dano
inducido por Salmonella typhimurium, la toxina del célera y las infecciones por Nippostrongylus
brasiliensis en rata (Levy y Frondoza, 1983; Peterson et al., 1998, 2001). Estos efectos se
relacionaron con la capacidad de la histidina para reducir la formacién de especies reactivas de
oxigeno e inhibir la actividad de PGE2, ambos aspectos criticos en los procesos inflamatorios.
Aunque Peterson et al. no evaluaron directamente la expresién de las citocinas, sus hallazgos

refuerzan el papel antioxidante y protector de la histidina en la salud intestinal.

En conjunto, nuestros resultados y las investigaciones previas destacan a la histidina como un
compuesto prometedor para modular la inflamaciéon intestinal. La histidina puede regular la
expresion génica, reducir el estrés oxidativo y aumentar la produccidon de mucina. Este efecto se
explica en parte por su naturaleza quimica como aminoacido basico con alta afinidad por los
metales, lo que le permite influir en la regulacion de iones traza como Zn?* y Cu?*. Estos iones
estdn estrechamente vinculados a la sintesis de glicoproteinas, incluidas las mucinas. En conjunto,
estos mecanismos pueden mejorar la funcién inmunitaria, aumentar las tasas de supervivenciayy,
en ultima instancia, potenciar la biomasa final. Por ello, la histidina surge como un posible
suplemento dietético funcional para promover la salud intestinal y prevenir patologias

relacionadas con la inflamacion.

8.5 Implicaciones para las practicas de nutricion y acuacultura de S. rivoliana

El presente estudio destaca la histidina dietética como un factor clave para optimizar el
crecimiento, la integridad intestinal y la regulacién inmunitaria en juveniles de Seriola rivoliana.
Desde una perspectiva practica, estos hallazgos subrayan la importancia de incluir la histidina en
niveles adecuados dentro de las dietas formuladas para lograr un mejor rendimiento vy

supervivencia.
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En los sistemas acuicolas, donde la presion de las enfermedades y la eficiencia del crecimiento
resultan criticas (FAO, 2024a), el doble papel de la histidina —potenciar el desarrollo somatico
mientras refuerza las barreras mucosas (Aures et al., 1968; Taj et al., 2022)— ofrece una ventaja
especialmente valiosa. Mas alla de S. rivoliana, mecanismos similares pueden aplicarse a otros
peces marinos carnivoros, lo que sugiere que la suplementacién con histidina podria tener una

amplia relevancia para la formulacion de alimentos en especies de alto valor comercial.

No obstante, varias preguntas permanecen abiertas. Los vinculos mecanisticos entre la histidina,
la biosintesis de mucinas y la regulacién de las citocinas requieren una exploracion mas profunda,
potencialmente mediante enfoques metabolédmicos, protedmicos o microbidmicos. Asimismo, la
evaluacion de la resiliencia de los peces alimentados con histidina frente al desafio de patégenos

proporcionaria conocimientos aplicados cruciales.

Este trabajo establece la histidina como un componente dietético esencial para el cultivo
sostenible de S. rivoliana. Al integrar evidencia molecular, histoldgica y zootécnica, demostramos
que la suplementacién con histidina favorece una mejora integral en el rendimiento de los peces,
lo que allana el camino hacia practicas acuicolas mas eficientes y resilientes. Por lo que, en
estudios posteriores, recomendamos analizar genes relacionados con el desarrollo éseo de
teledsteos (collal, colla2, bmp2, bmpd, bmp7, sppl u osteopontina), asi como genes implicados
en la mineralizacién (alpl, phosphol) o enzimas (fosfatasaalcalina). También sugerimos realizar
analisis de la actividad de la histidina descarboxilasa o evaluar la abundancia de mastocitos

mediante histologia o microscopia electrdnica de barrido como lo observé Aures et al. (1968).
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9. CONCLUSIONES

La histidina influyd sobre la longitud de las criptas digestivas y estas a su vez sobre el peso final,
sin embargo, los pesos no difieren con el control, por lo que la histidina no mejoré el crecimiento
en peso nilos indicadores cldsicos de desempefio zootécnico, pero promovié cambios intestinales
caracterizados por una mayor produccién de mucina, una reduccién del grosor de la pared
intestinal y modificaciones en la expresion de genes relacionados a la inmunidad. Estos cambios
estuvieron asociados con una mayor longitud del organismo, supervivencia y biomasa final,
sugiriendo que los beneficios de la suplementacién con histidina se relacionan principalmente
con la optimizacién de la salud intestinal mas que con una estimulacién directa del crecimiento

muscular.

En conjunto, estos resultados indican que la histidina dietética desempefia un doble papel:
fortalece la barrera epitelial y modula la funcién inmunitaria en el intestino. Esta mejora en la
proteccion intestinal podria contribuir a las mayores tasas de supervivencia registradas en los
grupos alimentados con histidina, aunque los mecanismos responsables de este efecto requieren
una evaluacién mas detallada. Futuras investigaciones deberan explorar mas a fondo los efectos
sistémicos de la suplementacidn con histidina mediante la evaluacién de la expresion de genes
relacionados con el crecimiento esquelético (factores de sefializacién de coldgeno y hueso), la
medicion de los niveles hepaticos de hormonas reguladoras del crecimiento como IGF-1y GH, y
el andlisis de la expresién de genes implicados en la produccién de mucina (MUC2) y en el
transporte intestinal de nutrientes, incluidos los transportadores de zinc y calcio. En conjunto,
estos enfoques proporcionardn una vision mas profunda de los roles fisioldgicos mas amplios de
la histidina y de su contribucién al rendimiento del crecimiento, la funcionalidad intestinal y la

resiliencia general bajo condiciones ambientales desafiantes(Alvarez y Moreno-arribas, 2014).
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11. ANEXOS

Anexo A.-Articulo publicado.-Histidine as a key nutrient for enhancing reproductive
performance and larval survival in marine fish: a mechanistic review.
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Abstract

The early larval stage in marine fish is characterized by high mortality rates, principally due to heightened sensitivity to
environmental and nutritional factors that impair adaptive capacity. Broodstock nutritional condition stands as a pivotal
factor influencing larval sur-vival, with histidine identified as a key nutrient that substantially enhances reproductive
performance in marine species. This review synthesizes current knowledge on the mecha-nisms by which dietary
histidine improves reproductive outcomes and offspring viability. Histidine plays a dynamic and multifunctional role
throughout reproduction. Initially, it facilitates the mobilization of muscle reserves to meet increased metabolic
demands, sup-porting energy production, pH regulation, and antioxidant defense during gonadal devel-opment. As
maturation progresses, histidine actively contributes to ovarian maturation by participating in vitellogenin synthesis and
osmolyte regulation for oocyte hydration, while providing antioxidant protection against oxidative stress during
gametogenesis. In males, histidine enhances sperm motility and function through its dual role as an energy substrate and
antioxidant. Although evidence suggests histidine content in eggs influences embry-onic viability, further research is
needed to elucidate these mechanisms. Dietary histidine supplementation in broodstock has been shown to significantly
improve fertility, gonadal quality, and larval survival, underscoring its potential as a functional aquafeed additive.
Juvenile studies further demonstrate histidine’s beneficial effects on health and stress resil-ience at appropriate inclusion
levels. These findings collectively highlight histidine as a strategic dietary component that supports the reproductive
continuum from muscle reserve mobilization to embryonic development, ultimately enhancing reproductive success and
sustainability in marine fish aquaculture.
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Introduction

Reproduction remains a critical bottleneck in fish aquaculture, where captive conditions
compromise broodstock physiology, diminishing spawning volume, fertilization suc-
cess, and hatching rates (Zupa et al. 2017; Zhu et al. 2020). Early larval mortality, pre-
dominantly occurring within the first 20 days post-hatching, arises from underdeveloped
digestive capacity during the transition to exogenous feeding. Asynchronous hatching
and differential digestive system development induce size heterogeneity that precipitates
cannibalism in predatory species, driving first-month survival rates below 11% (Izqui-
erdo et al. 2001; Mylonas et al. 2004; Moran et al. 2007; Henrotte et al. 2010; Samaee
et al. 2010; Rodriguez-Barreto et al. 2014; Roo et al. 2014; Fernandez-Palacios et al.
2015; Zupa et al. 2017; Stuart et al. 2018).

Gamete quality constitutes a pivotal determinant of reproductive success, with egg
biochemical composition directly governing embryonic development. Yolk-derived
amino acids and lipids sustain larvae until exogenous feeding initiation (Campbell 1992;
Papandroulakis et al. 2005). During gametogenesis, reproductive organs commandeer
somatic nutrient reserves of amino acids and lipids (Rodriguez-Barreto et al. 2014;
Zupa et al. 2017; Zhu et al. 2020). Captive broodstock exhibit lower reproductive per-
formance than wild counterparts despite being fed high-quality fresh or frozen diets,
which lack the nutritional diversity of natural food sources (Rodriguez-Barreto et al.
2014; Zupa et al. 2017).

Functional dietary additives, including vitamins, minerals, amino acids, fatty acids,
and pigments, demonstrate potential to enhance reproductive performance (Vassallo-
Agius et al. 2001; Matsunari et al. 2006; Rodriguez-Barreto et al. 2014; Roo et al. 2014;
Stuart et al. 2018; Salze et al. 2019; Sarih et al. 2019; Hernandez de-Dios et al. 2022).
Amino acid profiles in fish gametes correlate directly with sperm quality and fertiliza-
tion success (Lahnsteiner 2009; Qari et al. 2013). Among these, histidine exerts par-
ticularly significant effects on marine fish reproductive performance (Sarih 2019; Sarih
et al. 2019; Djellarta 2021) through multiple interconnected metabolic pathways.

The functional versatility of histidine originates from its imidazole ring structure,
which enables participation in diverse enzymatic and regulatory processes. Specifically,
histidine: (1) modulates inflammation and immune function through histamine conver-
sion (Galindo-Villegas et al. 2016); (2) acts as an antioxidant and pH buffer in both free
form and as carnosine derivatives (Abe 2000); (3) supports energy metabolism via the
tricarboxylic acid cycle (Torres et al. 2023); (4) serves as a precursor for purine and
pyrimidine biosynthesis; (5) contributes to hormone synthesis during gonadal matura-
tion (Brosnan and Brosnan 2020). While the precise mechanisms by which histidine
enhances marine fish reproduction require further investigation, a comprehensive analy-
sis of these pathways will be presented in the ‘Biological functions and metabolism of
histidine in fish’ section of this review.

This review examines histidine’s role in viable offspring production through two ana-
lytical approaches. The first section analyzes histidine distribution and function in repro-
ductive tissues using Figs. 3, 4, 5, 6, 7, and 8 and Table 1. The second section evaluates
dietary histidine inclusion strategies to improve broodstock condition and reproductive
performance, presented in Figs. 9 and 10 and Table 2. By integrating these perspectives,
we sought to elucidate histidine’s role and capacity to enhance reproductive outcomes
in captive marine fish populations and bridge the reproductive performance gap between
captive and wild populations.

@ Springer



527

Page 3 of 34

(2025) 33:527

Aquaculture International

€06
8'€L

490
76
€01
7’8
¥'8
6'8
1'6¢€C
9'v8

890
[eA

8'LET
8691

8'€L
Iel

K1y,

LvIl
8'96

190
VL
9
99
99
89

6L1
(a4t

L9°0
L

6'89
9'¢S

o
145
Y
s
149
s

810l

799

650
aud

718 91§
1'v9 (2%
§To
€ 9L
€ 9L
LT L'L
6C S8
Lc 6L
vyl gee
£'16¢ £'8¢¢
920
PN SAT

[RX44
£'eol

260
8'6

€6

€8

'8
LI18
19¢gel

10°1
nog

08
¥'9¢

170
9
¥'9

8¢

ocl
9'¢Cs

50
0s[

6'88C
8'81€
£90°0
ws10
961°0
o
e
I'¢
8T
e
Te
el
6'9€1
LEOO
500
£90°0
18°0
SIH

AN A N F T n AN F N O A AN N T n

age1g

pqivs Yy

[ZET)

s1SuUIS "y RN

punssiprdos 'y

QDS Y

YU O

S1SUUIS Y orewo

soadg SPIOE OUIIE [BIUISSH

(0T0T ‘T8 12 NYZ 610T T8 10 08D *€10T

‘Te 19 1eQ) <0961 ‘Te 39 poopy) (SwySn) a3els oanonpoidar SuLmp sanssn [Epeuos Ul SPIOR OUTWE [BNUISSS 921) Jo uonisodwo)) | ajqel

pringer

Qs



(2025) 33:527

Aquaculture International

Page 4 of 34

527

['€6
9'v6
620
€9
6
149
Y
Y
1'ec
819
90
IAL

6'191
oLl
¥6'0
9¢
8¢
LS
9°¢
4
¥'6€S
'Svy
1.0
helN

L'1S €991
1'6€ SOLT
12X

€8

8

V'L

€L

'L

1'¢8 8'CCC
6'tS 1's61
€L°0

oid A1D

£08¢
eLIT
66'1
L'ST
Sl
6°Cl
oyl
€l
Ly
(439
€L'1
o

8Y'1
!
4!
40!
40!

01

8¢l
XSy

011 LSE
(41181 443
IS°1

89

'L

8901 6S¢
L1101 8'¢8
6L°0

dsy Sy

['vSS
Tyes
eyl
8'8
o
¢'8
9L
€8
TLST
yeed
10°1
BV

AN F n AN T N O AT n

a3e1s

DQIDS"Y

SISUUIS Y RN

puassiprdps y

DQIDS Y
SISUIUIS Y olewo, |

soroadg SPIOE OUTWE [BNUISS-UON

(ponunuod) | sjqer

pringer

a's



527

Page 5 of 34

(2025) 33:527

Aquaculture International

(smdat "y)

8¢ ¥L'9 ‘8¢ 8 79 Q1geaN 0202 ‘T8 10 BIpIARRS
(vivippaanbuinb -g)

LY'T LY'T (44 4 [re1mor[eA Surradury 700 ©1e30
(vvipoaanbuinb g)

'l TO'L 681 LT TTT TI'L Sv 9v [1eImO[[oA SurIoSury 610C 'Te 1o ojowrewe
(puvpo] °S)

91 0T 191 ‘CET '96'0 61 08 ysySury [[eIMO[[X T20T 12z0o1d pue y1oog
(p220.49 )

860 Y'1YTT 860 “8L°0 '99°0 “S¥°0 159 9 Toyeo1d MOf[ek o5re] $10C e I'T
(pyosikmoysi *0)

60 Y1 T160°L0 0L 6C uouires jyoourys 0L61 Te 19 Ulary]
(yomsry -0)

60 €L TT60°L0 0L e uouuyes oyon 0L61 'Te 32 utory]
(v D)

L0 96'0 ‘¢80 L0 ‘€S0 78 §9°0 Surpredury 910T 'Te ¥° BlYaZ
(smpp1200 °g)

89°0 €LLTT 10T ‘89°0 ‘8+°0 (4% 860 wnIp pay 810T Te 10 Loyoead
(vppanp -g)

¥'0 70 0¢ €L WeaIqeas peaylro 1202 OluIg-sowrey]

uors
-npour o>uoot.o (sAep)
WNWIUIA (M %) [9A9] uoISNOUl pajen[eArq aw amyny (3) 1ySrom Tentuy QWRU JYNUSIOS PUB UOWWIOD) Ioyny

(20T 12zond pue

q1oog ‘1707 ‘Te 12 OuIg-sowey {070T Te 10 BIPAABES ‘610 ‘T& 10 OJoWeWEL ‘RT07 Te 19 A9yoesd (G107 UBY Pue BIYIZ ‘10T T8 12 1T ‘7007 #1eS0 ‘0L6] JPATEH pue Urory)
sarpmys paysijqnd woij pa[idwod eje "UOISN[OUT SANOIYS WNWIUTW 9y} pue siojowered [eIudwLIodxe :S9YSY ouLrew o[IudAn( ur s[ern Surpasy auIpnsiy jo Arewwng g ajqel

pringer

Qs



527 Page 6 of 34 Aquaculture International (2025) 33:527

Biological functions and metabolism of histidine in fish
Overview of histidine’s biochemical properties

Histidine is the only naturally occurring essential amino acid that possesses an imidazole
group as its side chain (Schneider 1978). Among the 20 standard amino acids, histidine
stands out due to its remarkable structural and functional versatility within protein archi-
tecture (Martinez 1995; Uchida 2003; Remko 2010; Li et al. 2010). This unique versatility
arises from the properties of its imidazole side chain, which is both aromatic and ionizable
(Agnieszka et al. 2003).

Histidine contains three ionizable groups: the a-amino group (pKa = 9.17), the carboxyl
group (pKa ~ 1.82), and the imidazole side chain (pKa = 6.00) (Fig. 1), but the imidazole
ring, being aromatic, has an isoelectric point at a physiologically relevant pH and exhibits
both strong o-donor and moderate n-acceptor characteristics. Under acidic conditions, the
imidazole group accepts protons (H"), becoming positively charged, whereas in alkaline
conditions, it donates protons, reverting to a neutral state. This amphoteric behavior ena-
bles histidine to function as both an acid and a base under physiological conditions, clas-
sifying it as an ampholyte (Andersen et al. 2016).

This dual functionality is attributed to the polar hydrogen atom capable of serving as
a hydrogen bond donor, as well as to the presence of two nitrogen atoms in the imida-
zole ring, each with distinct donor and acceptor properties that contribute to its chemical
flexibility. One of these nitrogen atoms (commonly referred to as N1) acts as a hydrogen
bond donor when protonated, while the other nitrogen (N3) functions as a strong elec-
tron donor due to its lone electron pair (Smith and March 2007; Liao et al. 2013). This

{
H 3

Fig.1 Chemical structure of histidine highlighting functional groups: a-amino group (blue), carboxyl group
(green), and imidazole side chain (black) (Holecek 2020)
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structural configuration makes the imidazole ring a favorable site for coordinating metal
ions and participating in hydrogen bonding as an acceptor (Krishna Deepak and Sankarara-
makrishnan 2016).

The imidazole ring coordinates metal ions primarily through the lone electron pairs on
its nitrogen atoms, with the N3 position showing particular binding affinity. These coordi-
nate covalent bonds exhibit variable strength and geometry, determined by the metal ion’s
identity, oxidation state, and ligand count (Kapinos et al. 1998; Li et al. 2024).

Li et al. (2024) computationally analyzed d-nitrogen protonated imidazole interactions
with eleven biologically relevant metal ions (Ag(Il), Ca(Il), Cd(Il), Co(I), Cu(Il), Cu(l),
Fe(II), Mg(Il), Mn(II), Ni(II), and Zn(II)) using the OPC water model. Their results dem-
onstrate that binding free energies correlate strongly with ionic radius and electronic con-
figuration. Larger metal ions generally form stronger interactions, as evidenced by more
negative binding free energies, though transition metals exhibit exceptions due to d-orbital
electron distributions. These findings establish that metal-imidazole binding strength
depends principally on ionic size and electronic configuration.

Extended simulations by Li et al. (2024) examined Co(II), Cu(II), Mn(II), Ni(II), and
Zn(II) complexes with one to six imidazole ligands. The data reveal that Ni(II) and Cu(Il)
spontaneously form stable histidine complexes across all ligand configurations. In contrast,
Zn(II) requires multiple imidazole ligands for stable coordination, showing no spontaneous
binding with single histidine molecules. This pronounced metal-chelating capacity, stem-
ming from imidazole’s biochemical properties, underscores histidine’s structural and func-
tional importance in metabolic pathways.

Relevant metabolic pathways
Transport of nutrients

Histidine plays a fundamental role in the structure and function of hemoglobin, particularly
in the coordination and stabilization of the heme-bound iron essential for oxygen transport.
Within each subunit of hemoglobin, two conserved histidine residues—known as the proxi-
mal histidine (F8) and the distal histidine (E7)—are critical to the molecule’s functionality.
The proximal histidine forms a covalent bond with the ferrous ion (Fe?") at the center of
the heme group, anchoring it securely within the heme pocket and ensuring proper align-
ment for ligand binding. In contrast, the distal histidine is strategically positioned near the
ligand-binding site, where it stabilizes the bound oxygen molecule via hydrogen bonding,
thus preventing the oxidation of iron and promoting reversible oxygen binding under physi-
ological conditions (Olson et al. 1988; Poon et al. 2011).

This dual histidine arrangement facilitates efficient oxygen transport while protecting
the heme group from toxic ligands like carbon monoxide. The distal histidine dynamically
gates ligand access, and in some hemoglobins, both histidines coordinate iron simultane-
ously to form reversible bis-histidine complexes that precisely regulate ligand affinity and
release (Nagai et al. 1987).

The imidazole ring’s chemical versatility underpins these mechanisms. Its dual capacity
as proton donor/acceptor and conformational flexibility enable precise metal ion coordi-
nation and structural transitions during cooperative oxygen binding (Mrozek et al. 2003).
This functional adaptability extends beyond hemoglobin to other metalloproteins like
myoglobin, highlighting histidine’s fundamental role in oxygen delivery systems (Holecek
2020).
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Histidine as a physiological pH buffer

Histidine effectively buffers physiological pH, maintaining intracellular homeostasis dur-
ing metabolic stress such as anaerobic exercise. The imidazole side chain, a nitrogen-con-
taining heterocycle, confers this unique acid—base buffering capacity.

The free imidazole group exhibits a pKa of approximately 6.0, which increases to
7.0-7.1 when incorporated into dipeptides like anserine or carnosine. This range aligns
with physiological intracellular pH (typically 6.5-7.1), optimizing histidine’s buffering
function (Abe 2000; Derave et al. 2010). The Henderson-Hasselbalch equation describes
this acid-base behavior, where histidine maintains a dynamic equilibrium between proto-
nated and deprotonated forms near its pKa. At this equilibrium point, roughly equal pro-
portions of each form exist, enabling effective proton buffering.

Muscle contraction generates excess protons (H*) that induce acidosis. Histidine buff-
ers these protons, attenuating intracellular pH decline and preserving cellular function
during prolonged activity (Davey 1960; Skulachev 1978; Hochachka and Mommsen
1983; Somero 1986). Fish and other vertebrates with high endurance or anoxia tolerance
demonstrate elevated free histidine and histidine-containing dipeptide concentrations,
underscoring their evolutionary significance as a non-bicarbonate buffering system (Abe
2000; Dolan et al. 2019). Unlike the bicarbonate system, this mechanism remains func-
tional during hypoxia or anaerobiosis when CO,-dependent buffering becomes limited
(Hochachka and Somero 1984).

When integrated into proteins or dipeptides like skeletal muscle carnosine, local chemi-
cal environments modulate histidine’s pKa, extending its buffering effectiveness. The
imidazole ring’s chemical structure and near-physiological pKa establish histidine and its
derivatives as essential regulators of acid—base balance, particularly in muscle tissue under
metabolic stress.

Antioxidant function of histidine and its derivatives

Histidine, whether in free form or incorporated into dipeptides like carnosine and anserine,
functions as a potent endogenous antioxidant that mitigates oxidative stress in biological
systems. The imidazole ring’s chemical versatility enables selective interactions with reac-
tive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS), forming the basis of this protective capacity
(Kohen et al. 1988). Through transition metal ion chelation, particularly of iron (Fe**) and
copper (Cu?), histidine prevents their participation in deleterious redox reactions, includ-
ing Fenton chemistry that generates destructive hydroxyl radicals. This metal-sequester-
ing activity provides critical preventive antioxidant protection (Zs.-Nagy and Floyd 1984;
Wade and Tucker 1998).

The imidazole ring directly neutralizes reactive species, including singlet oxygen, super-
oxide, hydroxyl radicals, and peroxynitrite. Extensive in vitro and in vivo studies confirm
histidine’s exceptional scavenging efficiency against hydroxyl radicals, the most damaging
ROS (Dahl et al. 1988; Hipkiss 2009; Song et al. 2014). This radical-neutralizing capacity
complements its metal-chelating function, creating comprehensive oxidative defense (Abe
2000). Within redox enzymes like catalase, superoxide dismutase (SOD), and peroxidases,
histidine’s imidazole ring provides optimal metal coordination through its aromaticity and
electronic configuration. The resulting reversible binding environment maintains catalytic
activity while resisting oxidative damage to enzyme structures (Poon 2011).
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These three synergistic mechanisms—metal ion sequestration, direct radical neutraliza-
tion, and redox enzyme stabilization—establish histidine and its derivatives as essential
components of oxidative stress management in aerobic organisms. The compound’s mul-
tifunctional antioxidant capacity stems from the unique physicochemical properties of its
imidazole ring, which enables diverse protective interactions against oxidative damage at
multiple biological levels.

Immunological and physiological functions of histamine

Histamine [2-(4-imidazolyl)-ethylamine], a short-acting bioactive amine derived from
L-histidine via histidine decarboxylase activity, represents an evolutionarily conserved
mediator across vertebrates, including fish, reptiles, birds, and mammals (Baccari et al.
2011; Sundvik et al. 2011; Martinel Lamas et al. 2015). Diverse mucosal cell popula-
tions produce this multifunctional compound that critically regulates inflammation, gastric
secretion, and neurotransmission (Galindo-Villegas et al. 2016).

In fish, mast cells (MCs) serve as the primary histamine reservoirs, functioning as spe-
cialized granulocytic sentinels that coordinate innate immunity through controlled degran-
ulation in response to pathogens, tissue damage, or cellular signals (Csaba 2015; Reber
et al. 2015; Oskeritzian 2012; Dezfuli and Giari 2008; Mulero et al. 2007; Salim et al.
2012). These immune effector cells, particularly well-characterized in Perciformes, mod-
ulate inflammatory responses by regulating phagocyte recruitment and activity (Mulero
et al. 2007). While fish lack mammalian-type ILC2s that mediate histamine-dependent
anti-helminth defenses, advanced teleosts likely possess analogous mechanisms (Licona-
Limoén et al. 2013).

Intestinal MC-derived histamine stimulates mucus production as a frontline defense
against parasites while coordinating acute phase responses that may progress to chronic
inflammation under persistent stimulation (Alcaiiiz et al. 2013; Novak et al. 2012; Ross-
bach et al. 2015; St John and Abraham 2013). This dual capacity to either exacerbate or
resolve inflammation reflects histamine’s context-dependent roles in tissue damage versus
wound healing (Branco 2018).

Beyond immunity, histamine operates along the gut-brain axis, linking intestinal MCs
with enteric neurons and visceral afferents (Buhner and Schemann 2012). The compound
stimulates gastric acid secretion via parietal cells (Andersson 1998) while hypothalamic
neurons utilize histamine as a neurotransmitter with widespread projections (Haas 2008;
Sheiner et al. 1985; Watanabe 1984).

These findings establish histamine as an essential bioactive derivative of histidine, with
critical functions in immune regulation, neuroendocrine communication, and digestive
physiology. The compound’s multifunctional nature underscores its physiological impor-
tance in fish, particularly for aquaculture applications targeting developmental and repro-
ductive optimization.

Histidine as a substrate for energy production
Histidine plays a key metabolic role as a substrate for cellular energy production (Fig. 2),
particularly through its conversion into glutamate and subsequently into a-ketoglutarate,

a critical intermediate in the Krebs cycle. As shown in Fig. 2, the catabolism of histidine
begins with deamination by the enzyme histidase (1), which is expressed predominantly
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Fig.2 Metabolic integration of histidine degradation: pathways connecting histidine catabolism to folate-
mediated one-carbon metabolism and tricarboxylic acid (Krebs) cycle (Holecek 2020)

in the liver and skin. This enzyme removes the amino group from histidine to form trans-
urocanate and ammonia (Mehler and Tabor 1953; Coltorti et al. 1966).

In the liver, trans-urocanate is further metabolized by urocanase (2) into 4-imida-
zolone-5-propionate, which is then hydrolyzed by imidazolone propionate hydrolase (3)
to formiminoglutamate (FIGLU). FIGLU donates its formimino group to tetrahydrofolate
(THF) via the action of formiminotransferase (4), releasing glutamate (Glu) and ammonia
(Coltorti et al. 1966). Glutamate produced in this way serves multiple metabolic purposes:
it may be used for glutamine (Gln) synthesis, released into the blood, or deaminated by
glutamate dehydrogenase (5) to form a-ketoglutarate (a-KG), which then enters the tricar-
boxylic acid cycle (TCA/Krebs cycle) to support ATP synthesis (Coltorti et al. 1966).

Beyond the central pathway, a minor route of histidine degradation is mediated by histi-
dine aminotransferase (8), which converts histidine into imidazole-pyruvate, subsequently
leading to aspartate (Asp) or alanine (Ala) formation, depending on the tissue and isoform
involved (Holecek 2020).

Altogether, the catabolism of histidine provides multiple metabolic intermediates—glu-
tamate, o-ketoglutarate, alanine, and aspartate—that feed into central energy pathways,
especially under conditions of increased protein intake, exercise, or reproductive demand.
This highlights histidine’s contribution not only to nitrogen metabolism but also to bioener-
getic balance in diverse tissues.
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Histidine distribution and metabolic dynamics in marine fish
reproduction

Muscle tissue

Analysis of all currently published data on muscle amino acid profiles in marine fish brood-
stock (encompassing 13 commercially important species; Fig. 3) reveals significant inter-
specific variation, with histidine showing the most pronounced differences. Pelagic spe-
cies Katsuwonus pelamis (skipjack tuna) and Thunnus albacares (yellowfin tuna) exhibit
exceptionally high concentrations (>100 pmol/g), while benthic species Pagrus major
(red seabream) and Oplegnathus fasciatus (barred knifejaw) display markedly lower lev-
els (<20 pmol/g). This distribution pattern correlates with ecological niche and metabolic
intensity, as active swimmers require greater histidine reserves for muscle contraction,
acid-base regulation, and histamine-mediated signaling during reproduction. These obser-
vations confirm Suyama and Yoshizawa’s (1973) findings that migratory species accumu-
late histidine and its derivatives, anserine and carnosine, as major non-protein nitrogen
components (>50% total), with balenine consistently absent across studied species.

The elevated histidine concentrations in active swimmers likely support multiple physi-
ological demands: (1) muscle contraction energetics, (2) acid—base regulation through
imidazole buffering (pKa ~ 6.0-7.1), and (3) histamine-mediated cellular signaling dur-
ing reproduction. During reproductive phases, amino acid mobilization from muscle sup-
ports both energy production and the synthesis of reproductive tissues. Histidine serves
dual roles as a structural component and histamine precursor, with its abundance in pelagic
species suggesting an adaptive strategy to meet the metabolic demands of gonadal develop-
ment (Mylonas et al. 2004; Matsunari et al. 2006; Zhu et al. 2020). This mobilization pro-
foundly affects body reserves, including lipid and protein stores (Fontana and Torre 2016).

Sockeye salmon (Oncorhynchus nerka) demonstrate characteristic histidine dynamics
during reproduction. Initial muscle concentrations (~4 pmol/g) decline to approximately
one-fifth of original values during migration (Wood et al. 1960), with white muscle his-
tidine dropping to < 0.4 pmol/g, accompanied by elevated levels of alanine and glutamate
in red muscle (Fig. 4; Mommsen et al. 1980). This reflects intense catabolism supporting
hepatic synthesis and gonadal development (Mommsen 2004). Notably, anserine remains
stable (~40 pmol/g), suggesting prioritized retention for buffering functions. Seasonal

60 = Mommsen Wood

Mean (mg/100g tissue)
(%)
(=)

*

Lummi Island Lillooet Marguerite Gluske Creek Forfar Creek

Fig.3 Amino acid profiles of the muscle of commercial fish (Wood et al. 1960; Mommsen et al. 1980;
Goémez-Requeni et al. 2004; Rungruangsak-Torrissen and Fosseidengen 2007; Tanahashi et al. 2014;
Thakur et al. 2009; Peng et al. 2013)
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Fig. 4 Histidine concentration in the muscle of Oncorhynchus nerka during the spawning migration (Wood
et al. 1960; Mommsen et al. 1980). Standard deviations and significant differences at P=0.01 (*) are as
reported in the original sources. The absence of data reflects that the author did not collect samples for this
location

variations show higher histidine and glycine in early-spawning salmon, correlating with
carnosine-mediated antioxidant protection (Skjerven et al. 2022). Hernandez de Dios et al.
(2024) similarly observed conserved histidine predominance in longfin yellowtail (Seriola
rivoliana) juveniles despite taurine supplementation.

Histidine catabolism involves hepatic conversion to urocanate via histidine ammonia-
lyase, with subsequent urocanase-dependent transformation to glutamate (Reilly and Da
Fabo 1991; Norval et al. 1995). Alanine aminotransferase then generates alanine (Chew
et al. 2003), facilitating nitrogen transport to the gonads. This flux peaks during vitello-
genesis in Chinese sturgeon (Acipenser sinensis), where sarcosine, alanine, and histidine
concentrations surge at ovarian stage IV (Zhu et al. 2020). Alanine serves as a key nitrogen
shuttle to reproductive tissues which require substantial biochemical input for development
and gametogenesis (Rodriguez-Barreto et al. 2012; Miura et al. 2014), while red muscle
utilizes glutamate for oxidative phosphorylation (Mommsen et al. 1980).

During lipid mobilization in A. sinensis, muscle lipid stores decline significantly across
ovarian stages II-IV (Zhu et al. 2020), increasing peroxidation vulnerability. Histidine
inhibits Fenton reactions by chelating Fe**/Cu** (Wade and Tucker 1998; Andersen et al.
2016) and scavenging radicals (Uchida 2003; Boldyrev et al. 2004), preserving sarcoplas-
mic reticulum integrity (Erickson and Hultin 1988, 1992; Feng et al. 2013). Complemen-
tary iron-detoxification proteins provide additional protection (Wiedenheft et al. 2005).

The imidazole buffering system (histidine, carnosine, anserine) maintains pH homeosta-
sis during anaerobic activity (Ogata et al. 1998; Abe 2000) and thermal stress (Fry 1971;
Remo et al. 2011, 2014). While buffering capacity decreases at elevated temperatures
(Erickson and Hultin 1992), these compounds prevent muscle acidification during meta-
bolic stress (Ogata 2002). The imidazole ring’s dual nitrogen atoms enable proton binding/
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release, creating an efficient pH buffer in proteins and dipeptides (Abe 2000; Dolan et al.
2019).

These integrated mechanisms establish histidine as a critical regulator of reproductive
physiology through three synergistic functions: meeting energy and nitrogen requirements,
providing antioxidant protection, and maintaining pH balance. The consistent depletion
patterns in muscle across species (Stuart and Drawbridge 2013; Jirapongpairoj et al. 2015;
Marrero 2017; Zupa et al. 2017) reflect its dual role as metabolic substrate and signal-
ing molecule during gametogenesis, highlighting the need to investigate gonadal histidine
dynamics.

Histidine dynamics in gonadal tissues

Analysis of amino acid profiles in male and female broodstock across marine species
reveals consistent differential mobilization patterns of essential and non-essential amino
acids during gonadal development. Obtaining such data from captive species remains chal-
lenging due to limited reproductive stock availability in aquaculture operations. Nonethe-
less, studies on captive Chinese sturgeon (Acipenser sinensis) provide valuable insights
(Zhu et al. 2020), while wild fish investigations supplement our understanding through key
studies on gold-lined seabream (Rhabdosargus sarba) (Qari et al. 2013), American shad
(Alosa sapidissima) (Gao et al. 2019), and sockeye salmon (Oncorhynchus nerka) (Wood
et al. 1960) (Table 1).

Sex-specific amino acid distribution shows leucine (essential) and serine (non-essential)
predominance in females, contrasting with male predominance of aspartic acid, alanine
(non-essential), and histidine (essential). This suggests distinct sex-based metabolic path-
ways during gonadal development (Zhou et al. 2017). Stage-specific patterns in A. sinen-
sis and A. sapidissima females reveal glutamic acid and aspartic acid abundance, followed
by leucine, valine, and alanine. Males show consistent aspartic acid, histidine, and alanine
prominence across stages.

Reproductive metabolic demands drive significant gene expression changes in lipid/
amino acid metabolism pathways. This coordinated nutrient mobilization supports vitel-
logenesis, spermatogenesis, and gamete maturation (Zhu et al. 2020). Among studied spe-
cies, O. nerka exhibits notable histidine depletion during early spawning migration (Fig. 5),
remaining low thereafter despite stable non-protein nitrogen compounds (Mommsen et al.
1980). This pattern underscores histidine’s reproductive importance, with stage-spe-
cific declines observed in R. sarba (stage 4—5; Fig. 5, Table 1) but not A. sapidissima
(Table 1).

In A. sinensis ovaries, alanine metabolites, histidine-related compounds, and taurine
increase significantly during stage IV embryonic development post-maturation (Zhu et al.
2020). Histidine and alanine may facilitate carnosine synthesis—a p-alanine/L-histidine
dipeptide with antioxidant properties (Hipkiss et al. 2010; Remo et al. 2011). Though
unconfirmed in fish gonads, carnosine’s mammalian gonadal presence (Aydin et al. 2017)
and established cytoprotective functions suggest it may protect against oxidative stress dur-
ing gametogenesis. Both histidine (a potent radical scavenger) and alanine exhibit intrinsic
antioxidant capacity (Zs.-Nagy and Floyd 1984; Wade and Tucker 1998; Feng et al. 2013),
complemented by taurine’s antioxidative role in Japanese eel (Anguilla japonica) testes
(Higuchi et al. 2012). Alanine additionally functions in carbon/nitrogen transport (Felig
1973).
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Fig.5 Gonadal histidine concentrations (pmol/g wet weight) in male and female Rhabdosargus sarba and
Oncorhynchus nerka across reproductive development stages (Wood et al. 1960; Qari et al. 2013). Error
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reported in original studies

These metabolic patterns suggest O. nerka and R. sarba experience heightened repro-
ductive oxidative stress compared to A. sapidissima. In female O. nerka, histidine proves
critical during final maturation: total gonadal content surges at stage IV (Fig. 6), coinciding
with oocyte hydration and gonadosomatic index increase. Histidine, arginine, and methio-
nine contribute to vitellogenin synthesis—a yolk precursor essential for hydration (Matsub-
ara et al. 2003; Abdo-de la Parra et al. 2017). While arginine regulates aquaporin channels,
histidine scavenges reactive species, countering embryogenic oxidative stress (Valderrama-
Diaz 2014). Antioxidant enzymes (superoxide dismutase and catalase) increase during
Brycon amazonicus embryogenesis, reflecting escalating radical defense needs (Valder-
rama-Diaz 2014). Such protection neutralizes ROS (O,, H,0,) and sequesters pro-oxidant
metals (Fe, Cu, and Zn) during vulnerable stages (Halliwell 1999).

Histidine thus fulfills multifaceted gonadal roles: abundant essential amino acid in male
gonads; stage-IV surge participant in oocyte hydration; and antioxidant partner to alanine/
taurine during gametogenesis. Its metabolic conversion to alanine and glutamate provides
osmolytes and energy substrates, while participation in vitellogenin synthesis indirectly
supports hydration. The prominence of alanine and glutamate in both sexes highlights their
mobilization from muscle to gonads.

Histidine per tissue (mg)
S o =

(= S o

L.L L. F.C.
H Female Male

Fig. 6 Non-protein total histidine in gonads from sockeye salmon (Oncorhynchus nerka) at different migra-
tory locations: Lummi Island (1), Lillooet (2), and Forfar Creek (3) (Wood et al. 1960). The absence of SD
indicates that no variability measures were provided
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Histidine dynamics in male gametes

Histidine demonstrates significant functional relevance in male gonadal tissue as one of the
most abundant essential amino acids, exhibiting marked concentration shifts during repro-
ductive maturation. Its involvement in osmolyte synthesis (e.g., alanine and glutamate),
antioxidant defense, and vitellogenin production suggests critical roles in sperm develop-
ment. However, a knowledge gap persists regarding its presence and function in seminal
plasma and sperm cells.

Current literature reveals only three studies reporting fish semen amino acid profiles:
common carp (Cyprinus carpio) (Billard and Menezo 1984; Lahnsteiner 2009), rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) (Lahnsteiner 2009), and gilthead seabream (Sparus aurata)
with European perch (Perca fluviatilis) (Lahnsteiner 2010). Histidine consistently occurs
in low concentrations (< 5% total free amino acids; Fig. 7), with arginine, glutamate, and
methionine predominating. Notably, C. carpio spermatozoa contain threefold higher his-
tidine than seminal plasma, indicating cellular compartmentalization (Lahnsteiner 2009).
During 48-h in vitro storage simulations, histidine degrades rapidly alongside lysine and
glutamate, coinciding with transaminase and dehydrogenase upregulation, confirming
active spermatozoal metabolism of these amino acids for energy (Lahnsteiner 2009). Low
methionine sulfoxide reductase activity suggests alternative antioxidant systems protect
gametes, potentially involving histidine’s radical-scavenging capacity (Moskovitz et al.
2001). Antioxidants are crucial at this stage to counteract oxidative stress and preserve
sperm function (Martin-Hidalgo et al. 2019). Fish sperm, rich in polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), are highly susceptible to lipid peroxidation and, upon losing the protec-
tive seminal plasma after release, experience oxidative damage to DNA, midpiece, axo-
neme, and mitochondria, as well as impaired motility and membrane function, ultimately
reducing fertilization potential (De Lamirande and Gagnon 1992; Alvarez and Storey 1995;
Saleh and Agarwal 2002; Cabrita et al. 2011; Guthrie and Welch 2012; Nowicka-Bauer
and Nixon 2020; Zini et al. 1995).

European eel (Anguilla anguilla) studies demonstrate nutritional modulation of sperm
quality. Milt with elevated histidine proportions (<2% total FAAs) correlates with
improved motility via principal component analysis, clustering with proline/valine and
inversely with arginine/lysine (Butts et al. 2020). Contrastingly, C. carpio sperm exposed
to 5 mmol/L histidine in inhibitory media show reduced viability during prolonged incuba-
tion (Lahnsteiner 2009), highlighting context-dependent effects.

—_ m Perca Flubiatilis mOncorhynchus mykiss Salmo trutta Salmo gairdneri Salmo gairdneri
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°
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Fig.7 Amino acid concentration in milt. Bars indicate standard deviation as reported by the original
authors (Billard and Menezo 1984; Schmehl et al. 1987; Lahnsteiner 2009, 2010)
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These findings imply histidine optimizes sperm function within narrow physiological
thresholds, potentially serving as an energy substrate or redox buffer. Nevertheless, mecha-
nistic validation in marine species remains limited, warranting focused research on histi-
dine flux during spermatogenesis and dose-response relationships.

Histidine in oocyte hydration mechanisms

The histidine surge during late oocyte maturation coincides with hydration—a teleost-spe-
cific process where oocytes expand >50% via water influx, enabling embryonic buoyancy.
This requires coordinated osmotic gradient generation and aquaporin-mediated water trans-
port (Cerda et al. 2007), with histidine contributing at molecular, enzymatic, and osmotic
levels.

Aquaporins feature conserved NPA (Asn-Pro-Ala) motifs that facilitate selective water
permeability (Fujiyoshi et al. 2002; Harries et al. 2004). High glutamic acid and aspartic
acid concentrations in Chinese sturgeon (Acipenser sinensis) and American shad (Alosa
sapidissima) ovaries (Table 1) provide biochemical precursors: aspartic acid converts to
asparagine (NPA component) via glutamine synthetase (Murray et al. 2012). Histidine
indirectly supports this process by maintaining redox homeostasis during hydration.

Free amino acids from vitellogenin proteolysis drive osmotic gradients. In Verasper
moseri, yolk degradation liberates osmolytes that facilitate water influx (Matsubara and
Koya 1997; Ohkubo and Matsubara 2002). Cathepsins D and L mediate this proteolysis,
with cathepsin L showing peak activity during mid-vitellogenesis in rainbow trout (Onco-
rhynchus mykiss) (Sire et al. 1994) and gilthead seabream (Sparus aurata) (Carnevali et al.
1999). Prawn (Macrobrachium nipponense) studies confirm cathepsin L (Mn-CL2) upreg-
ulation in vitellogenic stages, localized to yolk granules (Jiang et al. 2022).

Histidine critically enables cathepsin L function through its catalytic triad position (Cys-
His-Asn), acting as a general base during proteolysis (Jiang et al. 2022). Rational inhibitor
design demonstrates histidine at peptide P4 positions enhances cleavage efficiency fivefold
(Phan et al. 2021). Mammalian studies further reveal cathepsin L processes histidine-rich
domains in copper transporters (Ohrvik et al. 2016), suggesting conserved metalloregula-
tory roles.

Thus, histidine operates synergistically: as a proteolytic product contributing to osmotic
gradients, an enzymatic cofactor in yolk processing, and a redox regulator—collectively
ensuring efficient hydration while preserving oocyte integrity. Future studies should quan-
tify histidine spatial distribution in oocytes of marine species and characterize its interac-
tions with aquaporin isoforms.

Histidine effects in marine fish egg composition and development

In teleosts, histidine is not one of the most abundant amino acids in the ovary and eggs
(Fig. 8) (Ohkubo et al. 2008; Samaee et al. 2010; Lanes et al. 2012; Cruzado et al. 2013;
Zakeri et al. 2014; Abdo-de la Parra et al. 2017; Sarih et al. 2019; Kwasek et al. 2014).
However, including histidine influences the abundance of other amino acids (Sarih 2019).
Sarih (2019) evaluated the influence of three dietary treatments—histidine, taurine, and
protein—on broodstock and their progeny. Although histidine itself did not reach high
concentrations in fish eggs, its inclusion led to the highest concentrations of amino acids,
especially arginine, tyrosine, lysine, alanine, leucine, and glutamic acid (Sarih 2019). Some
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Fig. 8 Heatmap visualization of free amino acid concentrations (umol g~.! wet weight) in oocytes from five
marine teleost species. Color gradient represents relative abundance across species, with hierarchical clus-
tering of amino acids by concentration patterns. Data derived from published studies (Samaee et al. 2010;
Lanes et al. 2012; Zakeri et al. 2014; Abdo-de la Parra et al. 2017; Sarih 2019)

of these amino acids rank among the most abundant in other species (Fig. 8), enabling
improved egg quality reflected in higher viability, increased hatching percentages, and
enhanced larval survival. Effects on egg viability parameters correlate with total amino
acid content in the yolk, as observed in Dentex dentex (Samaee et al. 2010).

The influence of histidine on specific amino acid abundance may stem from its cata-
bolic pathway, where glutamic acid is the main end product (Holecek 2020). Glutamic acid
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serves as a central amino donor in transamination reactions, providing substrate for synthe-
sizing non-essential amino acids like alanine through alanine aminotransferase (Holecek
2020). Furthermore, in species capable of endogenous arginine synthesis, glutamate acts as
a precursor via the ornithine—citrulline—arginine pathway; citrulline synthesis relies on glu-
tamine, glutamate, and proline (Stryer et al. 2002). Dietary histidine supplementation may
therefore enhance the availability of these amino acids in the yolk by promoting glutamate-
mediated biosynthetic routes, potentially influencing amino acid redistribution or retention
mechanisms during vitellogenesis.

Free amino acids (FAAs) serve as the primary endogenous energy source during early
development in marine fish, particularly species with pelagic eggs. During embryogenesis,
FAAs supply 60-70% of the total energy required, underscoring their critical role in meet-
ing metabolic demands before exogenous feeding begins (Rgnnestad and Fyhn 1993; Rgn-
nestad et al. 1992, 1999, 2000; Finn and Fyhn 1986). Highly concentrated in the yolk,
these amino acids mobilize progressively and typically deplete before other energy sub-
strates, such as lipids.

This metabolic pattern occurs consistently across diverse species. In V. moseri, FAA
levels remained stable early but decreased to approximately 13% of initial concentra-
tions by day 13 post-fertilization, indicating sustained metabolic utilization (Ohkubo and
Matsubara 2002). Similarly, Pseudopleuronectes americanus exhibited sequential sub-
strate mobilization: carbohydrates were consumed first, followed by proteins (maintaining
their role as the dominant energy source), with lipids utilized only after hatching (Cetta
and Capuzzo 1982). A marked FAA decline just before hatching occurred in Scophthal-
mus rhombus (Cruzado et al. 2013), a pattern documented in other teleosts. This deple-
tion phase coincides with increasing somatic protein content, suggesting a metabolic shift
from energy production to structural protein synthesis during late morphogenesis (Finn and
Fyhn 2010).

Although FAA depletion during embryonic development is a general marine fish pat-
tern, some studies indicate histidine may be reduced remarkably in specific taxa. For
instance, Naz (2009) reported that among essential amino acids, histidine and lysine
showed the most significant decreases (P<0.05) by 96 h post-fertilization, suggesting
preferential metabolic use. Similarly, in Lutjanus guttatus, Abdo-de la Parra et al. (2017)
observed that histidine, arginine, methionine, and taurine were consumed rapidly from
fertilization through the first day after hatching, underscoring their importance during
this critical period. Additionally, in Japanese eel (A. japonica), glutamine—the primary
product of histidine catabolism—appeared in unusually high concentrations (32% of total
FAAs) in ovulated eggs but dropped sharply to 5% of its initial value within two days post-
fertilization, suggesting intense metabolic turnover (Ohkubo et al. 2008). These findings
collectively point to a potentially prominent role of histidine, not only as an energy sub-
strate but also as a precursor for key metabolic intermediates like glutamine during early
development.

In parallel, high concentrations of cortisol accumulate in teleost oocytes, but levels
decline rapidly after fertilization and reach minimal values at hatching. A significant pro-
portion of the cortisol content may be lost during water hardening (Brooks et al. 1997),
suggesting FAA utilization.

While histidine influences the abundance of other amino acids in fish eggs and is pre-
sumed to function either as an antioxidant or energy substrate during early development,
these roles remain speculative. Examining the distribution and temporal fluctuations of his-
tidine in key tissues—muscle, gonads, gametes, and eggs—during the reproductive period
in various fish species provides descriptive patterns. However, understanding its functional
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importance requires moving beyond description: it is essential to determine if manipulat-
ing broodstock histidine intake alters the amino acid profile of gametes and eggs, affects
embryonic development, or improves larval performance to evaluate histidine’s precise
roles better.

Histidine supplementation in marine fish diets: effects on broodstock

To date, only two studies have specifically investigated histidine as a functional dietary
additive for enhancing reproductive performance in marine fish: Sarih (2019) and Djellata
(2021). Both experiments used Seriola dumerili, evaluating a 0.8% histidine-supplemented
diet against two controls—one supplemented with 0.93% taurine and another with elevated
protein (56%).

Histidine supplementation significantly increased spawning volume and fertilization
rates (77.02%), surpassing rates reported for hormonal induction (22-50%; Mylonas et al.
2004) and natural spawning (61.75-76.0%; Kawabe et al. 1996, 1998; Jerez et al. 2006),
highlighting its potential as a reproductive enhancer.

Given the limited studies on histidine’s influence on reproductive hormones in fish,
research on the red swamp crayfish (Procambarus clarkii) offers relevant insights. Females
fed 10.57 g/kg histidine exhibited improved gonadosomatic index, elevated ecdysteroid
levels, and increased intracellular cyclic adenosine monophosphate—all indicators of ovar-
ian maturation (Yao et al. 2024). Histidine supplementation also regulated gene expres-
sion of key molecules (mih, ecr, rxr, foxI2, vg, cdc2, cyclin B, chitinase, pka), suggesting
activation of genetic pathways essential for vitellogenesis and ovarian cell proliferation.
These effects, combined with histidine’s chelation capacity, may stem from its role as a
copper-binding ligand in gonadotropins (Kochman et al. 1992), supporting key hormonal
mechanisms.

The imidazole group of histidine serves as a primary nitrogen donor for Cu** coordina-
tion (Sealfon et al. 1997; Da Silva and Williams 2001; Uchida 2003; Sévagé et al. 2016),
with microscale thermophoresis assays confirming Cu?’s preferential binding (Reznik et al.
2022). Copper induces ovulation by promoting the release of luteinizing hormone, folli-
cle-stimulating hormone, gonadotropin-releasing hormone I, and neurokinin B, acting as a
critical cofactor in reproductive neuropeptides within the hypothalamic-pituitary—gonadal
axis (Fevold et al. 1936; Topaloglu et al. 2009; Inesi 2016; Peacey et al. 2019). Dietary
histidine thus likely enhances reproductive performance by improving hypothalamic-pitui-
tary—gonadal axis function.

In S. dumerili, histidine supplementation improved egg viability (Sarih 2019), correlat-
ing strongly with buoyancy, primarily determined (~90%) by aqueous content (Craik et al.
1987). Proper osmoregulation and oxygen exchange depend on the vitelline membrane’s
low permeability (Rgnnestad et al. 1999), with developmental abnormalities often alter-
ing density and increasing mortality. Histidine may mitigate such risks through antioxi-
dant activity and pH buffering, countering stressors like oxygen deficits or salinity changes
(Izquierdo et al. 2001).

Egg buoyancy in pelagic species arises from water influx during oocyte maturation,
driven predominantly by free amino acid (FAA) generation from vitellogenin hydrolysis
surpassing inorganic ion contributions (Craik et al. 1987). FAAs serve as primary osmotic
effectors for buoyancy and hydration, as documented extensively in marine species (Cerda
et al. 2007). Proline depletion at hatching in Scophthalmus maximus eggs (Finn and Evjen
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1996) underscores its role in chorionic proteins, corroborated by proline/glutamine enrich-
ment in teleost egg proteins (Lubzens et al. 2010). Aquaporins in the chorion membrane
further facilitate osmotic water transport via asparagine-proline-alanine motifs (King et al.
2004).

Histidine supplementation enhances the availability of arginine, tyrosine, proline, and
alanine—amino acids linked to egg viability (Samaee et al. 2010). Conditional amino acids
(proline, arginine, cysteine, glutamine, tyrosine, glycine, ornithine, and serine) become
critical under stress when endogenous synthesis is insufficient (Asencio-Alcudia 2021).
Histidine thus indirectly improves egg quality by modulating amino acid profiles involved
in chorion structure and osmotic regulation.

Eggs from histidine and protein treatments were larger than those from taurine-fed
broodstock, though histidine-group eggs had smaller yolk sacs and lipid droplets (Fig. 9b,
¢). Crude protein content differed significantly, with the high-protein diet yielding the high-
est yolk protein (12.30%), followed by histidine (10.98%) and taurine (5.5%) (Sarih 2019).
Egg size and protein content were positively influenced by dietary protein and histidine,
suggesting that larger eggs provide greater structural reserves. Despite unchanged yolk sac
size, histidine elevated arginine, tyrosine, proline, and alanine concentrations—with glu-
tamic acid, leucine, lysine, alanine, and proline being most abundant and functionally criti-
cal (Samaee et al. 2010; Lanes et al. 2012; Zakeri et al. 2014; Abdo-de la Parra et al. 2017,
Sarih 2019; Kwasek et al. 2014).
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Fig.9 Effect of the addition of histidine in the diet of Seriola dumerili broodstock on a total eggs per
spawn, b egg diameters, lipid drop, and yolk sac, and ¢ % of fertilization, viability, hatching, lipid, moisture,
and protein in eggs and larval survival at 1, 3, and 15 days post-hatching. Different letters indicate sig-
nificant differences between treatments documented by the author in each analysis (Sarih 2019; Sarih et al.
2019; Djellata 2021). Standard deviations and significant differences at P=0.05 (letters) are as reported in
the original sources
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Higher hatching percentages in S. dumerili (Sarih et al. 2019) may relate to choriolysin
synthesis—a zinc-dependent astacin metallo-endopeptidase whose active site requires three
histidine residues (His92, His96, and His102) for zinc coordination (Orsetti 2007). This
aligns with histidine utilization peaks preceding hatching (Rgnnestad et al. 1992; Ohkubo
et al. 2008; Abdo-de la Parra et al. 2017). Larvae from histidine-supplemented broodstock
showed significantly higher survival at 3 and 15 days post-hatching (dph) (Fig. 9¢; Sarih
et al. 2019; Djellata 2021). Egg composition directly influences yolk reserves, which fuel
energy metabolism, protein synthesis, and development of feeding structures (Samaee et al.
2009; Finn et al. 1996; Rgnnestad et al. 1999; Teles 2019). Survival advantages beyond
yolk absorption (Djellata 2021) indicate that histidine optimizes embryonic development,
yielding robust larvae with enhanced starvation resistance and feeding competence (Blax-
ter and Hempel 1963).

While juvenile fish studies offer insights into histidine metabolism, invasive gonadal
analyses remain unfeasible in valuable broodstock. This limitation necessitates cautious
extrapolation across life stages, as juvenile endpoints do not directly reflect reproduc-
tive function. Nevertheless, histidine supplementation demonstrably enhances broodstock
reproductive performance, egg quality, and larval viability through multifaceted mecha-
nisms—f{rom hormonal regulation and osmotic balance to enzymatic activation—though
its direct roles as an antioxidant or energy substrate require further validation. Future
research should prioritize non-invasive methods to elucidate histidine’s precise actions in
reproductive tissues and assess its translational potential across commercially important
marine species.

Histidine supplementation in marine fish diets: effects on juvenile
stages

Approximately ten studies since 1970 have evaluated dietary histidine supplementation
(0.25-6.74%) in juvenile fish weighing 0.65-80 g (Table 2). Histidine supplementation did
not significantly affect survival in Sciaenops ocellatus, Protonibea crocea, or Argyrosomus
regius (Fig. 10a; Li et al. 2014; Peachey et al. 2018; Saavedra et al. 2020), but improved
final weight in S. ocellatus, Catla catla, and P. crocea at optimal levels of 0.48%, 0.67%,
and 0.66%, respectively. Supplementation also reduced feed conversion ratios at 0.39% (C.
catla), 0.48% (S. ocellatus), 0.7% (Oncorhynchus tshawytscha), and 0.9% (Oncorhynchus
kisutch) (Fig. 10c; Klein and Halver 1970; Li et al. 2014; Zehra and Khan 2015; Peachey
et al. 2018).

In contrast, Seriola quinqueradiata and A. regius showed no significant changes in
growth metrics across 0-6.74% histidine (Fig. 10b; Ogata 2002; Yamamoto et al. 2019;
Saavedra et al. 2020). These high-performance swimmers exhibit sustained, rapid locomo-
tion supported by streamlined morphology and developed axial musculature (Clark and
Seymour 2006). Their ecological divergence from less active species (S. ocellatus, C.
catla) suggests histidine may be preferentially allocated to muscle buffering or carnosine
synthesis rather than growth. Supporting this, Ogata (2002) documented increased free his-
tidine in S. quinqueradiata white muscle and enhanced buffering capacity (pH 6.0-7.5),
indicating efficient histidine deposition for pH regulation during physiological stress.

In less active species, histidine inclusion (0.39% in C. catla; 0.48% in S. ocella-
tus) improved condition factor (Fig. 10d; Zehra and Khan 2015; Peachey et al. 2018),
reflecting enhanced nutritional status. Notably, C. catla—exhibiting the lowest energy
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2018; Yamamoto et al. 2019; Saavedra et al. 2020)

expenditure—showed increased hematocrit at 0.7% histidine, underscoring histidine’s role
in hemoglobin function for iron/oxygen binding and erythropoiesis (Kopple and Swend-
seid 1975). Histidine’s effects on hematopoiesis amplify when co-supplemented with iron
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(Jontofsohn et al. 1975; Giordano et al. 1997). In S. quinqueradiata, histidine dose-depend-
ently reduced glucose levels (Yamamoto et al. 2019), suggesting mitigation of cortisol-
mediated stress responses and improved homeostasis (Saavedra et al. 2020). This stabili-
zation likely enhances energy allocation for growth in less active species (S. ocellatus, C.
catla, P. crocea), where 0.48-0.66% histidine improved final weight (Li et al. 2014; Zehra
and Khan 2015; Peachey et al. 2018).

Supraoptimal histidine reduced growth performance (e.g., 1.4% in P. crocea), aligning
with findings that amino acid imbalances increase feed conversion ratios (Lewis and Kohler
2008). Excess histidine may alter T cell polarization, phagocytic activity, and inflammatory
responses, causing tissue damage. Histidine-induced mucin hypersecretion (e.g., MUC2)
can disrupt gut microbiota and nutrient absorption despite conferring parasite resistance
(Vallejo and Ellis 1989; Morel et al. 1991; Galindo-Villegas et al. 2016).

Collectively, histidine exerts pleiotropic physiological effects: it optimizes growth and
feed efficiency at species-specific concentrations in less active teleosts but supports mus-
cle buffering and stress responses in high-performance swimmers (S. quinqueradiata, A.
regius). It further enhances hematopoiesis and glucose homeostasis, yet supraoptimal sup-
plementation risks immune dysregulation and malabsorption. Current literature remains
limited to ten species over five decades, highlighting the need for expanded research on
dose-response dynamics, interactions with micronutrients (e.g., iron), and mechanistic
studies linking histidine metabolism to species-specific life history strategies.

Conclusions

Histidine plays a dynamic and multifunctional role throughout the reproductive cycle of
marine fish. During early reproductive stages, histidine is mobilized from muscle reserves
to meet increased metabolic demands, supporting energy production, pH regulation, and
antioxidant protection required for gonadal development. As maturation progresses, histi-
dine becomes actively involved in ovarian development through vitellogenin synthesis and
osmolyte generation, which are essential for oocyte hydration, while simultaneously pro-
tecting against oxidative stress during gametogenesis.

In male reproduction, histidine maintains sperm function by serving as both an energy
substrate and an antioxidant. Although evidence indicates that histidine content in eggs
influences embryonic viability, the specific mechanisms require further investigation.

Dietary histidine supplementation in broodstock has been demonstrated to significantly
improve three key reproductive parameters: fertility, gamete quality, and larval survival.
Parallel studies in juveniles confirm its beneficial effects on health and stress resilience
when included at optimal levels. These findings collectively establish histidine as a crucial
nutritional component that supports the complete reproductive process from initial reserve
mobilization through embryonic development, making it an essential dietary factor for sus-
tainable marine aquaculture production.
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ABSTRACT. Seriola rivoliana is a fast-growing marine species with high potential for aquaculture diversification. 12
However, its specific nutritional requirements, particularly during the juvenile stage, remain poorly defined. This study 13
evaluated the effects of three levels of dietary histidine supplementation (0%, 1%, and 2% added on top of a commercial 14
reference diet) on growth performance, intestinal health, and skeletal development in juvenile S. rivoliana. Fish fed 15
histidine-supplemented diets showed improved final lenght, survival, and biomass compared to the control group (0%). 16
Histidine supplementation significantly enhanced intestinal morphology, with increased villus height and goblet cell 17
abundance, indicating improved absorptive and protective capacity. Histidine also promoted vertebral elongation and 18
mineralization, suggesting a role in axial skeletal development. Hematological analysis revealed elevated hematocrit 19
values in histidine-fed groups, pointing to enhanced oxygen-carrying capacity. These findings demonstrate that dietary 20

histidine plays a key role in optimizing growth, nutrient assimilation, and skeletal integrity in S. rivoliana, and should be 21

considered in the formulation of nutritionally balanced diets for this species. 22
Keywords: histidine; Histidine; Mineralization; Mucin; Anti-Inflammatory. 23
Highlights 24
1. Adequate histidine intake is essential; its over-supplementation does not appear to translate into measurable gains 25
in somatic growth under standard rearing conditions. 26
A dietary histidine level of ~2% supports peak SGR in Seriola, marking an adequate intake threshold. 27
Histidine stabilizes gut immunity and prevents unnecessary inflammation. 28

Dietary histidine supplementation is associated with increased body elongation in Seriola rivoliana, suggestinga 29

preferential effect on linear growth rather than somatic weight gain 30
31
INTRODUCTION 32

Seriola rivoliana, commonly known as longfin yellowtail or kampachi, has gained increasing attention in aquaculture 33
over the past two decades, particularly in countries such as the United States, Mexico, and Panama (FAO, 2024; Nakada, 34
2008). This species is highly appreciated due to its rapid growth rate, excellent flesh quality, adaptability to captive 35
conditions, and high commercial value (Nakada, 2000; Pastor et al., 2000; Harris et al., 2007, Sicuro and Luzzana, 2016). 36
As aquaculture production of S. rivoliana remains in a developmental stage, especially during early life phases, optimizing 37
husbandry practices—particularly nutrition and essential amino acid balance—is essential to ensure sustainable and 38

efficient production. 39
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Seriola rivoliana is a relatively new species in aquaculture, and little is known about its nutritional requirements. Given
its high growth rates, this species is especially susceptible to nutritional deficiencies. Failure to meet its dietary
requirements can result in impaired growth, skeletal deformities, and immunosuppression (Mesa-Rodriguez et al., 2016;
Prabhu et al., 2016; Severin et al., 2016). These effects may be exacerbated when fish are fed low-fishmeal diets.
Inadequate nutrition not only compromises growth performance but also leads to hematological and immunological
alterations, increasing sensitivity to environmental stressors such as temperature fluctuations, hypoxia, handling, and high
stocking densities (Khan and Abidi, 2009). Collectively, these factors reduce overall condition, elevate physiological
stress, and negatively impact on both fish health and the economic and environmental sustainability of aquaculture
operations (Monge-Ortiz et al., 2018). Consequently, identifying nutritional strategies that enhance growth efficiency,
improve physiological condition, and mitigate stress is essential for the successful farming of this species.
In recent years, dietary additives such as tilapia fry, marine by-products, amino acids (histidine, taurine and tryptophan),
fatty acids, and vitamin E (a-tocopherol) have been evaluated in different fish species to improve growth performance
(Asencio-Alcudia, 2021; Benitez-Hernandez et al., 2017; Booth and Pirozzi, 2022; Dorner, 2018; Hernandez-de Dios et
al., 2024; Ogata, 2002; Pineda and Zambrano, 2022; Yamamoto et al., 2019) Among these, histidine, an essential amino
acid in fish, has shown promising effects due to its essential role in metabolism and cellular function (Peacey et al., 2019;
Sarih et al., 2019; Broshan and Brosnan, 2020; Djellarta, 2021, Khan and Abidi, 2019). Positive responses to histidine
supplementation have been observed in juveniles of S. quinqueradiata, S. lalandi, O. tshawytscha, O. kisutch, Sciaenops
ocellatus, Catla catla, and Pseudosciaena crocea, improving final body weight, feed conversion efficiency, condition
factor and hematocrit values, reflecting improved metabolic efficiency and physiological condition (Klein and Halver,
1970, Li et al., 2014; Zehra and Khan, 2016; Peachey et al., 2018, Yamamoto et al., 2019; Booth and Pirozzi, 2022 ).
The beneficial effects of histidine stem from its unique biochemical properties. Histidine exhibits the highest chelation
capacity among amino acids due to its imidazole ring, which facilitates metal coordination under physiological pH
(Brosnan and Brosnan, 2020). It also serves as a precursor to histamine, a regulator of inflammatory and immune
responses essential for maintaining intestinal homeostasis (Galindo-Villegas et al., 2016, Booth and Pirozzi, 2022).
Additionally, histidine acts as a pH buffer through reversible binding of hydrogen ions, and as an antioxidant by
scavenging reactive oxygen and nitrogen species, thereby protecting cells from acidification and oxidative stress (Wade
and Tucker, 1998; Vaughan-Jones et al., 2009). Its catabolism contributes to energy metabolism through its conversion
to glutamate, which is subsequently converted into a-ketoglutarate and enters the Krebs cycle. Moreover, histidine is
involved in metal ion binding in hormones (e.g., gonadotropin I, Neurokinin B), metalloenzymes (e.g., superoxide
dismutase, catalase), and structural proteins (e.g., hemoglobin), enhancing various physiological functions (Gul et al.,
2018; Orsetti, 2007; Sovago et al., 2016; Poon et al., 2011; Berenbrink, 2016).

In this context, the present study aims to evaluate dietary histidine requirements on growth and health of Seriola
rivoliana juveniles through an experimental trial involving diets with graded levels of this amino acid, evaluating its

impact on fish growth and health.

Materials and methods
Experimental diets

The basal diet consisted of Nutec® brand commercial feed (control). Two supplemented diets were prepared by
adding graded levels of L-Histidine HCI (MERCK®) to the basal commercial diet, resulting in final histidine
concentrations of 2.03% (S1) and 2.81% (S2) on a dry weight basis. The basal feed was ground in a TORE brand mill
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until flour was obtained, simultaneously the amount corresponding to each treatment of the amino acid was dissolved in
1 L of purified water. In a Kitchen Aid blender, the flour was mixed with the solution of L-Histidine HCL and 416 mi
purified water was added per kg of flour. The new dough was extruded, and the extruded ones were dried in a VWR
convection oven at a temperature of 30°C for 12 hours. Once dried, the extruded products were fractionated and sieved
into four size classes: 3 mm in diameter x 2.8 mm in length, 3 x 4 mm, 5 x 4 mm, and 5 x 8 mm.

Proximal chemical analysis was performed on the feed.The percentage of moisture was determined by weight loss
by subjecting the feed to 105°C in an oven Terlab, Zapopan, Jalisco, México for 4 hours. The percentage of ash was
determined by incineration of the sample in a muffle at 600 °C for 5 h. The percentage of proteins was determined by the
Dumas method in a LECO FP528 equipment. The percentage of lipids was determined using the Soxtec method with a
Soxtec Avanti 2050 system. Crude fiber content was analyzed by acid-alkaline digestion using a Fibertec 2010/1020
system. Nitrogen-free extract (NFE) was calculated by difference as 100 — (crude protein + lipids + ash). The amino acid

profile was determined by HPLC. The histidine composition and macronutrient percentages of the diets are shown in

Table 1 and the amino acid profile in Table 2.

Table 1 Proximate analysis of control and supplemented feeds.

Treatments
Analysis Control S1 S2
Protein 48.74+0.27 48.88+0.52 49.47+0.09
Lipids 21.1240.43 21.66+0.32 20.29+0.12
Ashes 10.31+0.17 10.11+0.02 10.28+0.18
Moisture 7.16+0.06 7.25+0.03 6.93+0.60
NFE 12.67 12.10 13.03
Table 2 Essential and non-essential amino acids in diet (% dry weight)
Treatments
AA Control S1 S2
Histidine 1.335 2.034 2.810
Glutamic acid 3.526 3.571 4.007
Aspartic acid 3.831 3.897 3.948
Serine 1.717 1.723 1.747
Glycine 1.669 1.397 1.719
Threonine 2.158 2.104 2.196
Alanine 1.930 1.916 1.927
Arginine 2.186 2.048 2.246
Tyrosine 1.747 1.586 1.538
Valine 2.058 1.852 1.943
Phenylalanine 1.978 1.863 1.833
Isoleucine 1.995 1.792 1.871
Leucine 2.810 2.526 2.678
Lysine 3.667 3.664 3.619
Proline 3.027 2.787 2.796
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Bioassay

The three diets were evaluated in triplicate (n=3) for 60 days: Control, S1 and S2. Each replica consisted of a 3 m®
fiberglass tank provided with continuous aeration (dissolved oxygen, 8.3 + 0.07 mg - L"), and stable conditions of
temperature (24.03 £ 0.06 °C), salinity (35.2 £ 1.2 psu) and pH (7.20 + 0.07), under a photoperiod of 10:14 h light:dark.
Sea water exchange was continuous at 3.6 Lemin™', corresponding to a turnover rate of 1.73 tank volumes per day (=173%
per day)
Juveniles of S. rivoliana were obtained from King Kampachi®, La Paz, Baja California Sur. 70 organisms of 23+3 g of
average weight was placed per unit, resulting in a stocking density of 0.53 kgem®. The percentage of feeding was 5% of
the biomass of each pond and was carried out manually 4 times a day. The pellet size varied according to the development
of the organisms, 3 mm in diameter x 2.8 mm in length in organism from 23 to 37 gr, 3 x 4 mm in organism from 37 to

77 gr, 5 x 4 mm in organism from 78 to 101 gr, and 5 x 8 mm in organism from 102 to 140 gr.

Sampling and analysis

At both the beginning and the end of the experimental period, 20 fish from each tank were transferred to a 60-L reservoir
containing filtered seawater, previously disinfected with sodium hypochlorite and neutralized with sodium thiosulfate. 60
ml of eugenol oil (Macklin, Shanghai, China) was added to the reservoir to anesthetize the organisms (1.06 g/mL), after
which their weight and total length were measured. From the sampled individuals, 10 were returned to their respective
experimental units, whereas the remaining 10 fish were maintained in the anesthetic solution until cessation of opercular
movement and loss of all reflex activity were confirmed, ensuring a humane endpoint. Tissue samples were then collected
for subsequent analyses.

From five organisms designated for dissection, foregut and liver samples were collected and preserved in
Davidson’s solution at room temperature for subsequent histological analysis. In the remaining five organisms, liver,
intestinal fragments and muscle portions were obtained, preserved in RNAlater, and flash-frozen for genomic analyses.
Liver fragments were also placed in 2-mL conical tubes and stored at ultra-low temperatures for enzymatic
determinations.

Growth parameters
Each two weeks, a subsample of 20 fish was weighed and measured. Based on the data obtained for body weight,
total length, feed intake, and survival, the following parameters were calculated: weight gain, specific growth rate, feed

conversion ratio, survival rate, and final biomass.

RNA extraction, cDNA synthesis and qPCR

TRIzol RNA Isolation Reagent (Ambion) and a tissue homogenizer (FastPrep-24 5G, M.P. Biomedicals, Santa Ana,
California, United States) were used for the extraction of total RNA from the intestines and muscle, according to the
manufacturer’s instructions. Subsequently, a DNase treatment with RQ1 RNase-Free DNase kit (Promega, Madison,
United States) was performed. The concentration and purity of the RNA were determined with NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) and RNA quality was observed on agarose gel (1.5%) with
Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Paisley, United Kingdom). Finally, the Improm Il kit (Promega, Madison,
Wisconsin, United States) was used for cDNA synthesis following the manufacturer’s instructions. The reaction was
performed with 2 pg of total RNA in Cycler thermocycler T100 (Bio-Rad, Berkeley, California, United States). The

primers used for intestine were IL- /4 and IL-10 and Myo, Act and IGF for muscle, both of them were designed based on
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specific for S. rivoliana (BioProject: PRINA756687). Table 3 details the sequences of the primers used for qPCR
analyses.

The qPCR was performed using a Bio-Rad CFX 96 thermocycler (BioRad Laboratories, Inc., Hercules, California,
United States) to analyze the expression of IL-/4, IL-10, and 18S gene as reference. The qPCR assay was performed in
triplicate for each sample, taking a total volume of 10 pL containing 3-pL ¢cDNA, 0.16 pL primers (20 uM), 5-uL. SSO
advanced Sybr Green (BioRad Laboratories, Hercules, California, United States) and 1.84 pL of sterile water. A negative
control (NTC — no template control) was included for each of the reaction sets on each plate (96-well plate). The reactions
were incubated using the following conditions: one cycle at 95°C for 30 minutes; 40 cycles at 95°C for 5 minutes; 50°C
for 15 minutes, one cycle al 65°C for 5 minutes and 95°C for 5 minutes. To perform the analysis, the normalized relative

expression to zero was considered using the BioRad CFX Manager software.

Table 3 Oligonucleotide primers used for the gPCR analysis of target genes of Seriola rivoliana

Oligonucleotides

Gen forward Reverse Pb
IGF | GAGCTGCCTTGCTAGTCTT TGTGGAGAGAGAGGCTTTTA 154
Actin AAGGAAGACATCGAGAGGAGGA GTTACTTTCTTCAGCGAGCGG 168
Myosin GGATATTCACAGAGCCTCTCCG TCCTTTCATCCACACCACTCTG 171
IL-10 GAAACTACTTCTCCTGCAAGA CAGACCTTACTCTCCATCTG 217
IL-18 AGCCAGCAGAGACACTTAG TGGGTAAAGGTGGCAAGTAG 124
18S TAAAGGAATTGACGGAAGGGCA AGACAAATCGCTCCACCAACTA 172

Statistical analyses

Homoscedasticity (F or Bartlett) and normality (Shapiro—Wilk, Kolmogorov—Smirnov) were assessed. Data
meeting assumptions were analyzed by one-way ANOV A with Tukey’s post hoc test; otherwise, Wilcoxon and Kruskal—
Wallis tests were used. Analyses were performed in STATISTICA.

Results

Zootecnical parameters

Survival differed significantly among treatments. The S2 group showed the highest survival (98.3 + 1.44%), significantly
greater than both the control (90 £4.33%) and S1 (90 £ 0%), which did not differ from each other. Final body weight
ranged from 133.1+6.3 g (control) to 140.7 +£9.03 g (S1), with no significant differences. In terms of final length, fish
from S2 reached the greatest size (21.09 £0.13 cm), significantly higher than the control (20.32 +0.15 cm), while S1
(20.72 £0.13 cm) showed intermediate values without statistical differences.

Final biomass was significantly higher in S2 (5,385.4+ 102 g) compared to the control (4,786.6 + 107 g), whereas S1
(5,065.6 +£ 325 g) presented intermediate values, not differing from the other groups. No significant differences were
found in condition factor (K index: 1.44—1.58), specific growth rate (SGR: 3.15+0.09 to 3.26 £ 0.10 % BW/day), or feed
efficiency ratio (FER: 0.71 +0.04 to 0.85+0.10).

Table 4 Growth performance of amberjack fed the test diets

. . . Final Length  Final Biomass SGR
Diet Survival (%) Final BW (g) K Index FER
(cm) (an) (% BW/day)
Control 90+4.33; 133.14+6.3,  20.32+0.15, 4,786.6+107, 1.58, 3.15+0.09,  0.71+0.04,
S1 90+0, 140.71+9.03, 20.72+0.135  5,065.6+£3254, 1.58, 3.26+0.10.  0.85+0.10,

S2 08.33+01.44, 135.77+2.07, 21.09+0.13, 5,385.4+102, 1.44, 3.20+0.02,  0.77%0.09,

Values are means (n = 3). Values with the same superscript letter within the same column are not significantly different (P > 0.05) ANOVA unidirectional; Tukey’s; P <
0.05).
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Gain (%) = 100x (final BW-initial BW)/initial BW

SGR (specific growth rate, % BW/day) = 100x [Ln (final BW) — Ln (initial BW)]/days

FER (feed efficiency ratio) = wet weight gain/dry feed intake

FI (feed intake, % BW/day) = 100xdry feed intake/ [initial BW + final BW)x0.5xdays]

Futon index (K) = Weight / (Length”3)*100

Intestine morphology

Histological analysis revealed that dietary histidine supplementation had a marked effect on intestinal villus morphology
(Table 5). Villus length differed significantly among treatments (p < 0.05), with the S1 group exhibiting the longest villi
(1466.07 um), whereas fish in the S2 group showed the shortest (632.5 um). The control group presented intermediate
villus length values (734.30 um), which were not significantly different from those of S2 (Table 5).

Goblet cell coverage area did not differ significantly among treatments (p > 0.05; Table 5). However, mucin
coverage area increased progressively with dietary histidine supplementation, being significantly higher in the S2 group
compared to both the control and S1 groups (p < 0.05; Table 5). Histological sections corroborated these findings, showing
more intense blue mucin staining in the intestinal epithelium of fish from the S2 group (Fig. 1C) relative to the control

(Fig. 1A) and S1 (Fig. 1B) treatments.

Table 5 Morphological parameters of the anterior intestine in juvenile Seriola rivoliana supplemented with different dietary histidine

levels.

Treatment Villus height (um) | Total intestinal wall | Goblet cell area (um? | Mucin coverage area
thickness (um) (um?

Control 712.78+48.99% 196.03+£13.362 41,499+ 6,1942 14,947+5,0462

S1 864.61+33.86" 152.59+4.32° 42,746+6,955° 19,595+4,4972

S2 626.77+28.502 146.55+5.26° 55,306+4,7122 44,296+5,249°

p <0.05 0.0059 >0.05 <0.05

A 0.05 0.05 0.05 0.05

Values are expressed as mean + standard error. Different superscript letters within the same column indicate statistically
significant differences among treatments according to Tukey’s test (a = 0.05).
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Figure 1 Progressive increase in mucin-covered area with rising histidine percentage: control (A), S1 (B), and largest area in S2 (C).

Mucins stained blue indicated by arrows

Enzymatic activity

Catalase, glutathione peroxidase (GPx), and superoxide dismutase (SOD) activities were assessed across experimental
groups to determine the impact of histidine supplementation on antioxidant enzyme function. The results revealed a
statistically significant reduction in catalase activity in the S1 group, which received 1% histidine supplementation, when

compared to both the control group and the S2 group (p < 0.05; Fig. 2). This reduction was consistent across biological
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replicates and was reflected in visibly lower mean enzymatic activity values for S1, as evidenced by the distinct clustering

of data points and the presence of non-overlapping errors.

In contrast, the S2 group, supplemented with 2% histidine, did not exhibit significant differences in catalase or GPx
activity relative to the control. Statistical analysis confirmed that only the S1 group differed significantly from the control,
as indicated by the assignment of distinct letters in the post hoc comparison. Regarding SOD activity, although no
statistically significant differences were detected among the experimental groups, a slight downward trend was observed
as histidine concentration increased. Mean SOD activity values were marginally lower in the S1 and S2 treatments
compared to the control, and this pattern was consistent across replicates. However, the overlap of error bars and the

uniform assignment of statistical groupings indicate that these differences did not reach the threshold for significance
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Figure 2 Enzymatic activity (U/mg) in response to treatments. Individual one-way ANOVA was performed for each enzyme
(P <0.05). Data are expressed as mean values. Vertical bars represent + standard errors. Different lowercase letters indicate

statistically significant differences among treatments.

Relative gene expresion

The relative expression of IL-10, IL-1B, IGF, Myosine, and Actine genes was evaluated under three experimental
conditions: a control group without histidine supplementation. The results showed a decrease in gene expression levels
across all analyzed genes in the histidine-treated groups compared to the control. This suppression was consistent for IL-
10, IL-1B, Myosine, and Actine, with relative expression values approaching zero in both S1 and S2 treatments.
However, when assessing the statistical significance of these changes, only the expression of Actine showed a significant
difference compared to the control group, with a p-value below 0.05. Although the other genes exhibited a downward
trend in expression, they did not meet the established threshold for statistical significance and therefore cannot be

considered differentially regulated under the tested conditions.

188

189

190
191
192
193
194
195

196

197
198
199
200
201
202
203
204

205



A
5 18 i
S 16 a
o
s 14 a
=] a
g 12
g 1
o
c 0.8
p d
= 06 b
o
g 04
0.2
0
IL-10 IL-IB
Control mS1 mS2
2.5
3 B
wn
g a .
5 2 :
ie]
(5]
= a
g 15 a
S a ab
[t
S 1 B {
= 1
©
o ] b bc
0.5
0
IGF Actina Miocina

Control mS1 mS2

Figure 3 Normalized relative expression of IL-10, IL-1p, actin, IGF, and myosin under different histidine supplementation treatments.
Bars represent mean expression values + standard deviation for each target gene. Gene expressions of IL-1p, actin, and myosin showed
a statistically significant downregulation in S2 compared to the control (p < 0.05). No significant differences were detected for IL-10

and IGF.

Correlation

Correlation analysis revealed a complex network of associations among physiological, histological, and molecular
variables. Intestinal mucin coverage emerged as a central factor, showing a strong positive correlation with final length
(r=0.9217), goblet cell abundance (r = 0.9978), and survival rate (r = 0.9967). Despite its positive associations with final
lenght and survival, mucin coverage was negatively correlated with several physiological and molecular variables,
including SOD (r =-0.9997), IL-10 (r = -0.9891), actin (r = -0.9999), and the K index (r = -0.9891).

Survival was strongly and positively associated with goblet cell abundance and mucin coverage. In contrast, survival
showed negative correlations with the expression of cytokines IL-10 (r = —1.0000) and IL-/f (r = —0.9890). IL-18
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expression was significantly reduced in the S2 group compared to the control and S1 (p < 0.05; Fig. 3D), and IL-10
expression was significantly lower in both histidine-supplemented groups relative to the control.

Final length was positively correlated with dietary histidine percentage (r = 0.9986), biomass (r = 0.9980), and mucin
coverage, and negatively correlated with expression of myosin (r = —-0.9973), actin (r = -0.9156), IL-10 (r = —0.8545).
and SOD activity (r = —0.9313). Among development-related genes, only actin expression was significantly reduced in
the S2 group compared to S1 and the control (p < 0.05), while no significant differences were observed for myosin or
IGF.

Biomass was strongly correlated with histidine percentage (r = 1.0000), SGR (r = 0.9990), and final length (r = 0.9980),
and negatively correlated with myosin (r =-0.9910) and actin (r = —0.9390) expressions and SOD activity (r = -0.9520).
Complementary analysis of the specific growth rate (SGR) revealed negative correlations with myosin (r =-0.9890) and
actin (r =-0.9431) expressions. In contrast, SGR was positively correlated with final length (r = 0.9971).

Finally, antioxidant enzyme activity (SOD, GPx and CAT) showed a strong inverse relationship with final body weight.
Both catalase and GPx activities were negatively correlated with body weight (r = -0.963 and —0.959).

L] = ECIEEIE =
oo [l e [ e Lo o e
Final Lenght
K Inclex
E = -
oo [l L L EEEE
SUryival
Final Biomass

Actine -0.050

I & . -0.512

IGF

‘ariables

peroxidase

catalase

IL-10

IL-Ie

Glabet cells

o e e A0 ]
R W b
a I

Qﬂ‘f - o fo

Figure 4 Heatmap of Pearson correlations among physiological, biochemical, and morphological variables.
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expression, antioxidant enzymatic activity and intestinal structure. Green tones represent positive correlations, purple tones indicate
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DISCUSSION

In the present study, histidine supplementation did not lead to significant differences in final body weight when compared
to the control group, even at supplemented levels (1.33-2.81% dry weight). This outcome mirrors a consistent trend
reported in previous research on Seriola species. For instance, Ogata (2002) observed that the addition of 2.47% histidine
to a commercial dry feed for Seriola quinqueradiata juveniles did not compromise growth. Likewise, Yamamoto (2019)
found no detrimental effects on growth when testing histidine inclusion levels between 1.2% and 1.92% in S.
quinqueradiata juveniles. More recently, Booth and Pirozzi (2022) extended these findings in Seriola lalandi, reporting
that dietary histidine levels ranging from 0.75% to 2.42% over a seven-week trial did not significantly alter harvest weight.
The absence of a growth response to histidine supplementation in Seriola contrasts with findings in other genera, such as
Sciaenops ocellatus, Catla catla, and Pseudosciaena crocea, where these studies have reported significant increases in
final body weight following histidine supplementation in lower concentrations (0.68, 0.7 and 0.98% dry weight,
respectively) (Li et al., 2014; Peachey et al., 2018; Ravi and Devaraj, 1991; Zehra and Khan, 2016). This discrepancy
may be attributed to species- or genus-specific differences in nutritional requirements. For instance, Ogata (2002)
observed that juveniles of Seriola quinqueradiata exhibit significantly higher histidine concentrations in their dorsal white
muscle compared to other species, irrespective of dietary treatments. This finding suggests that Seriola may naturally
possess a higher basal level of histidine, potentially explaining the lack of a pronounced growth response to increased
supplementation.

Based on a cross-study data analysis, Macias-Reyes et al. (2025) identified a correlation between histidine dependency
and the ecological niche and metabolic intensity of various species. Active swimmers, in particular, require elevated
histidine reserves to support muscle contraction and acid-base regulation. These observations are consistent with the
findings of Suyama and Yoshizawa (1973) and Suzuki et al. (1987), who reported that migratory species tend to
accumulate histidine and its derivatives—anserine and carnosine—as predominant non-protein nitrogen compounds,
accounting for more than 50% of the total and more recent reports by Wang et al. (2021) and Moro et al. (2020), which
documented the occurrence and distribution of histidine-containing dipeptides in teleost muscle tissues.

This plateau effect may reflect a physiological saturation point, beyond which excess histidine is either metabolized into
non-growth-related compounds or excreted. Given the pelagic nature and high metabolic rate of Seriola species, their
baseline histidine requirements are likely optimized for muscle function and nitrogen balance rather than linear growth
enhancement. Therefore, while adequate histidine intake is essential, its over-supplementation does not appear to translate
into measurable gains in somatic growth under standard rearing conditions.

Regarding growth performance metrics, no statistically significant differences were observed in Specific Growth Rate
(SGR) or Feed Efficiency Ratio (FER) among treatments and the control group. This reflects similar growth trajectories
among treatments. . As was also observed in the studies of Yamamoto (2019) and Booth and Pirozzi (2022). Yamamoto
reported no significant differences in SGR among S. quinqueradiata groups fed histidine-supplemented diets, with values
ranging from 4.48 (control) to 4.68 (histidine treatment)—notably higher than those observed in our results (3.15 in the
control and 3.26 in the S1 group). These discrepancies are explained by differences in feeding strategies: Yamamoto
employed feeding to apparent satiation twice daily, whereas the current study utilized a fixed feeding rate of 5 biomass
administered four times daily, which may have limited the expression of maximal growth potential. Although no
significant differences were detected in this study, the highest numerical SGR values were observed near 2% histidine —
specifically, 1.89% in Yamamoto et al (2019), 1.95% in Booth and Pirozzi (2022), and 2.03% in the present trial. - These
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findings suggest that histidine levels around 2% may be sufficient to support normal growth in Seriola species, while
higher levels do not yield further benefits in somatic development.

FER did show variations in Yamamoto et al. (2019) study, but such variations were not detected in our study . Since the
final weights were similar in Yamamoto et al. (2019), these differences imply variations in the amount of consumed feed,
resulting in differing feed efficiencies among the fish receiving histidine-supplemented diets versus control. The
differences between the results of Yamamoto et al. (2019) and the present is attributed to the stringent feeding protocol
employed, in which feed amounts were adjusted biweekly based on a quadratic growth model derived from biometric
data, ensuring a consistent 5% ration relative to tank biomass.

Although no statistically significant differences were detected in our study in final weight, SGR, or FER, body length
varied among treatments. Fish fed the S2 diet showed greater body length than those fed the S1 diet, although this
difference was not statistically significant. However, S2 groups exhibited significantly greater body length compared to
the control group, with the lowest values. These results suggest a positive trend in body length associated with increasing
dietary histidine levels. To our knowledge, no previous studies have evaluated the final body length in Seriola species in
response to dietary histidine inclusion, making this a novel contribution to the understanding of growth morphology in
this genus.

Confirming that fish in the S2 treatment experienced greater elongation, some trends were observed even though no
significant differences were detected in the Fulton index. Fish in the S2 group showed lower K values compared to those
in the S1 group, indicating a reduced weight-to-length ratio. While the highest weights occurred in the S1 treatment, the
greatest lengths were observed in the S2 group.

No difference in final weight was found among S. quinqueradiata and A. regius juveniles at the evaluated histidine
concentrations (Yamamoto et al. 2019; Saavedra et al. 2020). In A. regius, researchers tested two histidine percentages,
0.3 and 3%. Compared to evaluations in other species presented in this review, this range is extensive, making it difficult
to determine whether intermediate concentrations yield similar results or an increase in weight, as observed in other
species.

Histological analyses revealed that histidine supplementation significantly influenced intestinal integrity in S. rivoliana.
Although the goblet cell coverage area did not differ among treatments, the mucin-covered area increased notably in fish
as the level of histidine increased, suggesting that histidine may modulate mucus synthesis or secretion rather than goblet
cell proliferation.

The positive effects of histidine on intestinal morphology are consistent with previous studies in other fish species. For
instance, Taj et al. (2022) reported that moderate histidine levels (8.6-10.7 g/kg) improved gut morphometric traits in
hybrid groupers (Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus), while both lower and higher levels impaired intestinal
structure. Similarly, in our study, villus length followed a bell-shaped response, with the S1 treatment (intermediate
histidine) showing the longest villi, whereas excessive supplementation (S2) resulted in shorter villi. In that sense, this
pattern indicates that histidine exerts a dose-dependent effect on intestinal morphology, where optimal levels promote
epithelial growth, but excessive intake may disrupt structural integrity.

Our results revealed significant differences in intestinal mucosal characteristics between fish fed the highest histidine-
supplemented diets and those in the other groups, with greater mucin coverage observed in the S2 treatment. Although
the number of goblet cells did not differ significantly among treatments and the control group, the increased mucin
coverage in S2 may indicate enhanced mucin production per goblet cell and/or increased secretory activity. In this regard,
the increase in mucin production may be associated with the conversion of histidine to histamine, since histidine serves
as the precursor of histamine through the action of histidine decarboxylase (HDC) (Brosnhan & Brosnan, 2020), an enzyme
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highly expressed in mast cells (Hirasawa, 2019) and enterochromaffin-like cells of the oxyntic mucosa of the stomach
(Aures et al., 1968). Histamine has been associated with the stimulation of mucus secretion and modulation of epithelial
and immune responses in the gastrointestinal tract (Galindo-Villegas et al., 2016), which may partially explain the greater
mucin coverage observed in the S2 group.

Histidine metabolism, particularly its conversion to histamine and subsequent degradation by amino oxidases, can
generate hydrogen peroxide (H.0-) (Brosnan & Brosnan, 2020, Moro et al., 2020, Alvarez & Moreno-Arribas, 2014),
potentially influencing catalase (CAT) activity. Notably, in the present study, CAT activity increased in the high-histidine
treatment (S2). This increase does not appear to be associated with H.0. production derived from SOD-mediated
dismutation of superoxide radicals, since SOD activity did not differ significantly among treatments. Therefore, the
simultaneous observation of elevated mucin coverage and increased CAT activity in S2 may constitute indirect evidence
of enhanced histidine conversion to histamine. This enzymatic response may reflect a protective mechanism to maintain
redox balance.

Interestingly, CAT activity was also elevated in the control group, this may be due to the inflammation found in the
foregut wall, since not only SOD activity is responsible for the generation of hydrogen peroxide, but also DUOX/NADPH
oxidase enzymes in inflamed tissue have been associated with the production of reactive hydrogen species (ROS)
(Wittmann et al., 2012)

In contrast, the intermediate histidine treatment (S1) exhibited significantly lower CAT activity. In this regard, mucins
are known to limit copper-catalyzed ROS formation and oxidative propagation reactions through copper sequestration
(Buettner and Jurkiewicz, 1996; Rubino and Franz, 2012; Reznik, 2022), thereby diminishing the need for catalase-
mediated detoxification. Specifically, the D1 domain of MUC2 mucin contains a cluster of histidine and methionine
residues capable of binding copper ions (Rubino and Franz, 2012; Reznik, 2022). In addition, exposure of mucus
glycoproteins to hydrogen peroxide has been associated with a marked reduction in histidine residues, suggesting that
histidine-rich regions may participate in oxidative buffering mechanisms (Creeth et al., 1983). This interaction stabilizes
copper in its reduced form (Cu*), preventing its participation in Fenton-like reactions that generate ROS (Buettner and
Jurkiewicz, 1996; Reznik, 2022). This suggests that in S1, redox homeostasis may be maintained through mucin-mediated
copper regulation rather than enzymatic compensation. Together, these findings highlight a dual antioxidant strategy in
Seriola rivoliana, where histidine supports both enzymatic and structural defenses depending on its dietary concentration.
The observed increase in catalase expression, in the absence of a corresponding induction of peroxidase activity, is
indicative of a cellular response to elevated hydrogen peroxide (H20:) levels rather than to tightly regulated redox
signaling. Catalase functions as a high-capacity, low-affinity enzyme optimized for the rapid detoxification of H.O> when
intracellular concentrations rise, whereas peroxidases generally operate under low H:0: conditions and depend on
reducing equivalents such as glutathione. In scenarios involving sustained or localized H.0O. generation, including that
potentially arising from enhanced histamine catabolism via diamine oxidase, peroxidase systems may become
functionally constrained by substrate saturation or cofactor limitation. Consequently, the preferential engagement of
catalase is consistent with an adaptive antioxidant response aimed at mitigating oxidative stress rather than modulating
redox-dependent signaling pathways.

Histamine is known to act as a potent inflammatory mediator capable of modulating innate lymphoid cells (ILCs),
particularly the type 2 innate lymphoid cells (ILC2), which mirrors the functions of T helper 2 cells (Morita et al., 2015,
MacGlashan, 2003, Greaves & Sabroe, 1996). ILC2s respond to epithelial-derived cytokines such as IL-25 and IL-33 by
regulating the secretion of IL-5, IL-9 and IL-13, which stimulate goblet cells to overproduce mucus, thereby reinforcing
the intestinal barrier (Licona-Limén et al., 2013). In parallel, histamine promotes the release of cytokines such as IL-4
and IL-13 from MCs, these cytokines stimulate goblet cells to enhance mucus secretion, reinforcing the intestinal barrier
(Galindo-Villegas et al., 2016; St John and Abraham, 2013). Goblet cells are specialized epithelial cells responsible for
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secreting the mucus hydrogel that lines the intestinal surface. This mucosal layer plays a multifaceted role: it protects
against microbial invasion, facilitates mast cell degranulation near parasite attachment sites, influences microbiota
distribution, and maintains tissue homeostasis by regulating the diffusion of nutrients and oxygen (Dezfuli et al., 2015;
Jevtov et al., 2014; Kim & Khan, 2013).

Our findings indicate that the increased mucin abundance observed in the S2 group may be driven by histamine-mediated
activation of both epithelial and immune signaling pathways. Given that dietary histidine is a precursor of histamine, this
supports a dual mechanism—direct and indirect—by which histidine intake promotes mucin synthesis in the intestine.
Histamine’s role in mucin regulation has also been documented in mammalian systems. During Nippostrongylus
brasiliensis infections, for instance, parasite expulsion is linked to mast-cell-driven mucus hypersecretion (Levy and
Frondoza, 1983), granules packed with inflammatory mediators such as heparin, proteases, TNF, histamine and other
products like histamine (Kunder et al. 2009). In this context, our findings in fish align with a conserved mechanism where
histidine-derived histamine enhances mucosal defense through increased mucin synthesis.

Although several studies have shown that high doses of dietary histamine can impair intestinal antioxidant capacity—as
reported by Liu et al. (2021) in striped catfish, grouper (Liu et al. 2021), American eel (Ma et al., 2020) and Pacific white
shrimp (Lin et al., 2022)—our findings suggest a different response in Seriola rivoliana. In our study, the diet with the
highest histidine level (2.810%) resulted in significant catalase (CAT) activity, indicating that despite the potential
conversion of histidine to histamine, the antioxidant system remained functional and epithelial damage did not occur.
This enzymatic activity suggests that endogenously generated histamine may modulate the antioxidant response
adaptively rather than toxically. Therefore, we propose that the effect of histamine on intestinal epithelium is dose-
dependent, species-specific, and influenced by its origin (exogenous vs. endogenous), with Seriola capable of maintaining
epithelial integrity under high histidine availability.

Beyond mucus regulation, our cytokine data indicate that histidine supplementation influences the immune milieu. The
negative correlation between mucins with IL-10 and IL-75, suggesting modulation of intestinal immune signaling.
Histamine released by mast cells can downregulate pro-inflammatory cytokines and enhance IL-10 expression (Galindo-
Villegas et al., 2016; Mulero et al., 2007; Vo and Kim, 2013), supporting this interpretation. Together, these findings
indicate that histidine acts as an immunomodulatory amino acid, balancing mucus-mediated protection and controlled
inflammation to maintain intestinal homeostasis (Babe & Serafin, 2000).

The observed increase in mucin production and goblet cell abundance may have contributed to the higher survival rates
observed in histidine-fed groups. By strengthening the mucosal barrier, fish likely gained improved resistance against
opportunistic pathogens, reducing mortality risks. To the best of our knowledge, no studies have reported an increase in
intestinal mucins in fish through dietary histidine supplementation. However, evidence from mammalian systems suggests
that histidine may play a protective role in the intestinal mucosa. For instance, Son et al. (2005) demonstrated that histidine
could inhibit inflammation induced by oxidative stress in human intestinal epithelial cells, highlighting its potential as an
immunomodulatory amino acid. This finding, although derived from human cell culture models, supports the notion that
histidine may contribute to intestinal homeostasis not only through its role in mucin production but also by attenuating
inflammatory responses. Histamine has been shown to stimulate the release of cytokines, chemokines, and adhesion
molecules by inflammatory cells, epithelium, and endothelium (Vo and Kim, 2013; Yamauchi et al., 2007).

Taken together, these results demonstrate that histidine supplementation promotes intestinal health by improving
epithelial barrier integrity and modulating immune responses. The correlations observed between mucins and cytokines
(IL-10 and IL-1p) support the view that histidine contributes to an anti-inflammatory intestinal environment. This dual
role—enhancing nutrient absorption and reducing pathogen susceptibility—may partly explain the improved performance
and survival observed in histidine-fed S. rivoliana.
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These results indicate that histidine modulates intestinal structure by influencing villus growth and mucin secretion,

potentially reflecting an adaptive response of the intestinal mucosa to varying dietary histidine levels.

The evaluation of growth-related gene expression provided further insights into the mechanisms by which histidine
supplementation influences S. rivoliana performance. In particular, the expression of insulin-like growth factor (IGF),
actin, and myosin revealed complex patterns of association with growth parameters.

As has been observed in juvenile hybrid grouper Epinephelus fuscoguttatus /Epinephelus lanceolatus IGF has been
correlated with the final weight. In this study the histidine had a significant increase on the relative expression level of
IGF-1 mRNA and correlated whit the final weight (Taj et al., 2022). Unlike Taj et al. (2022), in our results, histidine
inclusion did not show significative differences between treatments in both the expression of IGF and the final weight.
The IGF did not show a straightforward relationship with both, final weight and length.

The histidine supplementation has been shown to increase final weight in species with lower metabolic intensity, such as
hybrid grouper Epinephelus fuscoguttatus /Epinephelus lanceolatus. In contrast, highly active pelagic species such as
Seriola rivoliana, Seriola lalandi, Seriola dumerili, Auxis thazard, Katsuwonus pelamis, Thunnus albacares, Thunnus
alalunga, Sarda sarda, Scomberomorus munroi, Scomber scombru  may use histidine primarly for muscle buffering via
histidine-containing dipeptides such as carnosine, and metabolic regulation (Macias-Reyes et al., 2025) rather than
somatic growth, which is driven by the expression of IGFI and IGFII (Castillo et al., 2004; Codina et al., 2004).

More unexpectedly, strong negative correlations were detected between final length and the expression of genes that
encode structural proteins in somatic muscles of teleost fish, such as actin (r = -0.9156) and myosin (r = -0.9973). In
turn, actin had a correlation of 0.991 with the K-index, that is, as the expression of the gene decreased, a decrease in the
k-index was also observed. The lower K-index indicates lower body mass in relation to its length, that is, as the percentage
of histidine increased, organisms with lower muscle mass were found to coincide with the lower expression of actin.
This phenomenon has been interpreted as a shift from transcriptional upregulation to post-transcriptional and translational
regulation, ensuring efficient protein synthesis without requiring sustained high mRNA levels. In this sense, the negative
correlations observed in our study may reflect a more efficient use of existing transcripts during histidine-supported
growth.

The molecular results therefore suggest that histidine supplementation may influence muscle regulatory pathways,
although no significant improvements in growth performance were observed. This interpretation aligns with the improved
feed efficiency ratios (FER) observed in the supplemented groups. It also highlights that molecular growth regulation can
involve downregulation of certain transcripts while still supporting robust somatic development.

Overall, these findings indicate that dietary histidine modulates molecular pathways associated with muscle physiology,
where final length and biomass differences may be associated with regulatory adjustments in gene expression.

The correlation analysis provided an integrative view of how histidine supplementation affects different biological
dimensions in S. rivoliana. Final length emerged as a central trait, showing strong positive correlations with histidine
dietary percentage (r = 0.9986), biomass (r = 0.9980), and mucin abundance (r = 0.9217). These associations suggest that
histidine simultaneously supports somatic body length and mucosal development, establishing a link between nutrient
availability, intestinal function, and whole-body performance.

A strong positive correlation was observed between the final body length and mucin coverage area (r = 0.921).
Specifically, greater mucin coverage was associated with increased fish length. Mucins have been implicated in the
regulation of tissue mineralization, including nacre formation in mollusks (Marin et al., 2000), calcification in
echinoderms, and bone formation in vertebrates (Midura, 1996) although this mechanism was not directly evaluated in

the present study.
It has been proposed that epithelial mucus secretion plays an important role in maintaining metal solubility in fish. This

is because mucus form metal-mucus chelates that help retain metals in solution within the intestinal tract, thereby may
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enhance their availability for absorption. This process plays a key role in facilitating the availability of essential minerals
required for skeletal development (Bury et al., 2003; Glober and Hogstrand, 2003).

Supporting this hypothesis, Teles (2022) reported that Seriola rivoliana larvae fed live preys enriched with Debaryomyces
hansenii exhibited increased mucin production in the digestive tract, along with upregulation of the muc-2 gene. This
increase in mucin secretion was not only linked to enhanced larval length but also to improved skeletal mineralization
and a reduction in skeletal deformities. These findings reinforce the proposed relationship between mucins and
mineralization processes, suggesting that elevated mucin production enhance mineral bioavailability, thereby potentially
influencing bone development and longitudinal growth.

Regarding mineral availability in fish, zinc has been identified as a critical element for growth and overall health.
Deficiency of this mineral has been associated with extremely low growth rates, high mortality, impaired protein
digestibility, and the development of specific pathologies. According to Lall and Kaushik (2021), common signs of
mineral deficiencies in fish include reduced bone mineralization, anorexia, cataracts (linked to zinc deficiency), skeletal
deformities (associated with phosphorus, magnesium, and zinc deficiencies), and fin erosion (commonly related to copper
and zinc imbalances)(Lall and Kaushik, 2021; Rhodes et al., 2010). Classic studies by Ogino and Guang-Yang (1978) in
Oncorhynchus mykiss (rainbow trout) confirmed these observations, showing that fish fed diets with very low zinc content
(1 ppm) exhibited extremely low growth rates, high mortality, cataracts, and fin and skin erosion. Moreover, zinc
deficiency was shown to reduce the digestibility of both protein and carbohydrate, with protein being more severely
affected (Ogino and Guang-Yang, 1978). Similar effects have been reported in other species, such as Ctenopharyngodon
idella (grass carp) and Sparus aurata (gilthead seabream), where low zinc availability negatively influenced growth,
mineral deposition, and resistance to oxidative stress (Dominguez et al. 2019; Faiz et al., 2015). Collectively, these
findings underscore the fundamental role of zinc in maintaining normal growth, skeletal integrity, and health in fish.

On the contrary, Tan et al (2011) concluded that diet whit zinc could promote growth and increase nutrient deposition
and intestinal enzyme activities.

Although zinc can be absorbed through both the gills and the gastrointestinal tract, but previous studies have
established that the gastrointestinal tract is the primary route of absorption in both freshwater and marine environments
(Spry etal. 1988, Lall and Kaushik, 2021). The composition of the intestinal lumen is likely to have considerable influence
upon the absorption (Glover and Hogstrand, 2002). Glover and Hogstrand (2002) concluded that alterations in zinc
transport were not correlated with changes in levels of free zinc ion. Rather, the chemical nature of the zinc—amino acid
chelates appeared to exert the most important influence on zinc absorption. In this context, L-histidine, despite its strong
zinc-chelating effect, maintained zinc uptake at levels comparable to those observed with zinc alone, an effect correlated
with the formation of Zn(His): species. In contrast, D-histidine at a luminal concentration of 100 mmol 1! significantly
enhanced subepithelial zinc accumulation but simultaneously reduced the fraction of zinc ultimately retained and
absorbed by the fish. These findings led the authors to discuss the potential existence of a Zn(His).-mediated pathway for
intestinal zinc uptake.

A key study by Lonnerdal (2000) demonstrated that zinc absorption is significantly impaired when iron is co-
administered at a high molar ratio (25:1), a condition commonly encountered in fortified supplements. Interestingly, when
histidine was included in the formulation, this inhibitory effect was no longer observed, even under the same iron:zinc
ratio. These findings highlight the modulatory role of histidine in mineral bioavailability. Rather than acting solely as a

chelating agent, histidine appears to facilitate zinc absorption by forming soluble complexes that remain available for

15

443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480

481



uptake in the presence of competing ions such as iron. This mechanism has positioned histidine as a valuable additive in
supplement formulations, particularly in contexts where iron-induced interference with zinc uptake is a concern.
In this regard, Djellarta (2021), by supplementing histidine in larvae of Seriola dumerili, reported results

consistent with those of Teles (2022), an improvement in larval development and a lower incidence of skeletal deformities
were observed.

Further, studies have shown that cryo-electron microscopy on human mucins revealed that the amino-terminal region of
intestinal mucin contains a distinctive clustering of histidine and methionine residues within the von Willebrand factor
type D domain. In metal-binding assays using microscale thermophoresis (MST), a clear preference for Cu?" was
observed, with Zn?* acting as a weaker competitor (Reznik, 2022). These findings demonstrate that histidine residues
within mucins play a crucial role in zinc bioavailability by facilitating its absorption and utilization in the organism. This
conclusion is further reinforced by the analysis of human mucin paralogs, which identified histidine residues in other gel-
forming mucins such as MUC5AC and MUC5B, where three histidine residues acted as ligands for copper and zinc ions
(Reznik, 2022). Altogether, these observations confirm that both free histidine and its incorporation into structural
glycoproteins like mucins significantly influence zinc absorption and utilization in fish and other organisms.
Conversely, final length displayed negative correlations with myosin (r = —0.9973), actin (r = —0.9156), superoxide
dismutase (SOD; r =-0.9313), and IL-10 (r = -0.8545). These findings reinforce the idea that histidine-enhanced growth
is accompanied by downregulation of certain molecular and oxidative stress markers, consistent with a shift toward more
efficient cellular regulation rather than increased transcriptional activity or heightened oxidative defense.

According to reports, optimal dietary histidine reduced inflammatory responses in tissues, such as the intestine (Yang et
al, 2019), and gills (Jiang et al. 2016) by downregulating TNF-a gene expression. These findings highlighted that adequate
dietary histidine can reduce the inflammatory response of the liver through the downregulation of mMRNA expression of
proinflammatory cytokines in hybrid grouper. The precise mechanism through which dietary histidine can influence
cytokine expression in fish remains unidentified, and these topics are worthy of further investigation.

Survival outcomes were also closely associated with intestinal integrity. Survival rate showed a strong positive correlation
with goblet cell abundance (r = 0.9967), which itself correlated positively with mucins (r = 0.9978). In turn, mucins
exhibited negative correlations with SOD, IL-10, actin, and the condition factor K index. This network indicates that
mucosal integrity may contribute to resilience and survival, integrating histidine’s impact across growth, immunity, and
physiology.

These results suggest that histidine may contributes to maintaining intestinal immune homeostasis. The concurrent
increase in mucin production with higher histidine levels further supports the idea that the intestine is structurally
reinforced, contributing to enhanced intestinal health and host protection. The availability of minerals such as zinc can
promote the abundance of mucins as observed Zahra et al. (2024) whereby the zinc supplementation, the fish intestinal
immunity was improved in a dose-dependent manner, in terms of improved morphometry and a higher count of acid

mucin producing goblet cells.
In our study, both IL-10 and IL-75 expression was negatively correlated with survival rates, further supporting

the idea that suppression of these genes favors a more stable and healthier intestinal environment, As was observed in
Dicentrarchus labrax, where the administration of a Lactobacillus delbrueckii strain resulted in the down regulation of
both IL-7p and 1L-10 expression. The treated group exhibited significantly lower transcription levels of IL-74, along with
a trend towards reduced expression of IL-10, COX-2, and TGF-4, indicating modulation of the gut immune response and
suppression of key pro-inflammatory signaling pathways (Picchietti et al., 2009).

Histidine’s anti-inflammatory effects have been attributed to its antioxidant properties and its ability to modulate
key signaling pathways. Son et al. (2005) demonstrated that histidine significantly inhibits IL-8 secretion in intestinal

epithelial cells exposed to oxidative stress, through the suppression of TNF-a-induced NF-xB activation. This inhibition
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was dose-dependent, with suppression rates exceeding 78% at concentrations of 25 mM in Caco-2 cells, and a similar
effect observed in HT-29 cells. While our experimental histidine concentrations (131 mM and 180 mM in S1 and S2,
respectively) differ from those reported by Son et al. (2005), the discrepancy may be due to the in vivo nature of our study
in fish compared to the in vitro conditions in human cells used in previous research. Although IL-8 was not directly
analyzed in our study, it is known that I1L-8 expression can be upregulated in response to the cytokine IL-14 (Yamamoto
et al, 2003). Notably, we did evaluate IL-75 levels and observed a progressive decrease in its expression with increasing
histidine supplementation, suggesting a potential downstream attenuation of IL-8 signaling.

Additionally, Peterson et al (1998, 2001) demonstrated that L-histidine protects the intestine from damage induced by
Salmonella typhimurium and cholera toxin. These effects were linked to histidine's ability to reduce reactive oxygen
species (ROS) formation and inhibit PGE2 activity—both critical in inflammatory processes. Although Peterson's work
did not directly assess cytokine expression, their findings reinforce the antioxidant and protective role of histidine in
intestinal health.

Taken together, our results and previous research highlight histidine as a promising compound for modulating intestinal
inflammation. Histidine can regulate gene expression, reduce oxidative stress, and enhance mucin production. This is
partly explained by its chemical nature as a basic amino acid with high affinity for metals, which allows it to influence
the regulation of trace ions such as Zn?" and Cu?*. These ions are closely linked to the synthesis of glycoproteins, including
mucins. Altogether, these mechanisms may improve immune function, increase survival rates, and ultimately enhance
final biomass. Therefore, histidine emerges as a potential functional dietary supplement to promote gut health and prevent

inflammation-related pathologies.

CONCLUSIONS
The results of this study demonstrate that dietary histidine supplementation significantly influences intestinal integrity
and immune responses in Seriola rivoliana. Notably, the highest histidine level (S2) promoted increased mucin production
and greater mucosal coverage, strengthening the epithelial barrier even though goblet cell abundance did not differ among
treatments. These findings suggest that histidine modulates mucosal function primarily through biochemical pathways—
likely via histamine synthesis—rather than through changes in goblet cell numbers.
Evidence gathered in this study supports the idea that the enhanced mucosal capacity is partly explained by the
immunomodulatory role of histamine. Activation of mast cells and type 2 innate lymphoid cells, together with the release
of cytokines known to stimulate mucin secretion, offers a plausible mechanism linking histidine supplementation to the
improved epithelial protection observed. Furthermore, the positive correlations between mucins and 1L-10, along with the
negative association with IL-1, reinforce the notion that histidine promotes an anti-inflammatory intestinal environment
supportive of homeostasis.
Although excessive histamine levels have been associated with reduced antioxidant capacity in other species, our findings
indicate that, within the levels tested, histidine supplementation does not compromise intestinal integrity in S. rivoliana.
Instead, the increased mucin production observed here may even contribute additional protection against oxidative stress,
given the ability of mucins to stabilize metal ions such as copper and limit ROS formation.
Overall, these results indicate that dietary histidine plays a dual role by strengthening the epithelial barrier and modulating
immune function in the intestine. This improved protection may help explain the higher survival rates recorded in
histidine-fed groups, likely due to increased resistance against opportunistic pathogens. Future research should further
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explore the systemic effects of histidine supplementation by evaluating the expression of genes related to skeletal growth
(e.g., collagen and bone signaling factors), assessing hepatic levels of growth-regulating hormones such as IGF-1 and
GH, and analyzing the expression of genes involved in mucin production (e.g., MUC2) and intestinal nutrient transport,
including zinc and calcium transporters. Together, these approaches would provide deeper insight into the broader
physiological roles of histidine and its contribution to growth performance, intestinal functionality, and overall resilience
under challenging environmental conditions.
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