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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE HUFAs n-3 EN LA DIETA SOBRE EL
CRECIMIENTO, SUPERVIVENCIA, EFICIENCIA ALIMENTICIA E INDICE DE
CONDICION EN JUVENILES DE Totoaba macdonaldi

Resumen aprobado por:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Director de Tesis

Con el objeto de incrementar nuestro conocimiento en cuanto a los requerimientos
nutricionales de juveniles de Totoaba macdonaldi, se evaluo el efecto de cuatro
concentraciones de HUFAs n-3 adicionadas a la dieta (0%, 0.5%, 1% y 1.5% de la
dieta) sobre el crecimiento, supervivencia, eficiencia alimenticia e indice de
condicion. Se realizé un bioensayo durante 56 dias en juveniles de totoaba con un
peso inicial de 1.5 gr y una longitud inicial de 47 mm. Cada tratamiento fue
evaluado por triplicado, asi como los analisis proximales y la composicion de
acidos grasos tanto en dietas como en organismos. El crecimiento en peso (gr) y
longitud (mm) de los peces alimentados con dietas que contenian 1.0% de HUFAs
n-3 resultaron en valores significativamente mayores (16.11+0.38gr vy
119.62+1.81mm respectivamente) en comparacion a los otros tratamientos. Sin
embargo, los peces alimentados con dietas adicionadas con 1.5% de HUFAs n-3
resultaron con los pesos y tallas menores (12.34+0.49gr y 110.13+0.92mm,
respectivamente). No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia
(100%) e indices de condicion. Se estimd por medio de una regresion polinomial
de segundo orden que el mayor crecimiento en longitud y peso se podria alcanzar
adicionando a la dieta el 0.90% de HUFAs n-3. Asi mismo, la mejor utilizaciéon del
alimento en términos de eficiencia alimenticia se obtuvo con el tratamiento
adicionado con 1.0% HUFAs n-3. Las concentraciones de &cidos grasos
encontradas en los organismos reflejaron directamente el porcentaje del contenido
de acidos grasos en la dieta, en particular en los acidos grasos esenciales. Por
ejemplo, el aumento de la concentracion de HUFAs n-3 en la dieta, resultdé en un
incremento en la concentracién de HUFAs n-3 en los organismos (r* = 0.96). Los
acidos grasos mas abundantes cuantificados en los juveniles de totoaba fueron el
18:2n-6, 18:1n-9, 16:0, 22:6n-3 y 18:0. Con base en los resultados obtenidos en el
presente estudio se recomienda adicionar de 0.9% a un 1.0% HUFAs n-3 a las



dietas de juveniles tempranos de totoaba para obtener un buen crecimiento,
supervivencia y eficiencia alimenticia.

Palabras clave: Totoaba macdonaldi, &cidos grasos en la dieta, HUFAs n-3.



ABSTRACT of the thesis presented by Gloria Edith Villarreal Rodarte as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Aquaculture.
Ensenada, Baja California, México. February 2011

EFFECT OF THE CONCENTRATION OF N-3 HUFA IN THE DIET ON THE
GROWTH, SURVIVAL, FEED EFFICIENCY AND CONDITION INDEX OF
JUVENILE Totoaba macdonaldi.

In order to increase our knowledge on the nutritional requirements of juvenile
Totoaba macdonaldi, a 56-day feeding trial was conducted with juvenile totoaba
(1.5 g initial weight and 47 mm initial total length) to evaluated the effect of four
dietary levels of n-3 HUFAs (0%, 0.5%, 1% and 1.5% of the diet) on growth,
survival, feed efficiency and condition index. Each treatment was evaluated in
triplicate, and the proximate composition and fatty acid profiles determined in the
diets and organisms. Growth in terms of weight and length of fish fed diets
containing 1.0% n-3 HUFAs resulted in significantly higher values (16.11+0.38gr
and 119.62 + 1.81mm, respectively) compared to other treatments. However, fish
fed diets supplemented with 1.5% n-3 HUFAs resulted in the lowest final weight
and length (12.34+ 0.49gr and 110.13 + 0.92mm respectively). There were no
significant differences in survival (100%) and condition indexes among treatments.
Based on a second order polynomial regression analysis the recommended n-3
HUFA level in the diet of juvenile totoaba to attain adequate growth, and survival
as estimated here for 1 g fish was 0.90% n-3 HUFAs of the diet. Additionally,
better-feed utilization in terms of feed efficiency was obtained with fish feed the diet
containing 1.0% n-3 HUFAs. Fatty acid profiles found in whole-body carcass
directly reflected the fatty acids profiles found in the diet, particularly for the
essential fatty acids. For example, increasing the concentration of n-3 HUFAs in
the diet resulted in an increase n-3 HUFAs levels in the organism (r> = 0.96). The
most abundant fatty acids quantified in juvenile totoaba were 18:2 n-6, 18:1 n-9,
16:0, 22:6 n-3 and 18:0. Based on the results from this study we recommend
formulating diets containing 0.9% to 1.0% n-3 HUFAs to obtain adequate growth,
survival and feed efficiency.

Keywords: Totoaba macdonaldi, dietary fatty acids, n-3 HUFAs,
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I. INTRODUCCION

En los dltimos afios la acuicultura ha sido el area con mayor crecimiento en el
campo de la produccion alimenticia. Su contribucién al suministro de organismos
acuaticos a nivel mundial ha pasado de un 3.9% en 1970 a un 36% en 2006. El
crecimiento de la produccién acuicola fue tal que, en el mismo periodo, se observé
un aumento en el consumo per capita de 0.7kg a 7.8kg, respectivamente. En el
2006 la actividad alcanz6 una produccion total de 51.7 millones de toneladas® y un
valor de 78,800 millones de ddlares, lo que representd el 47% del suministro de
pescado para la alimentacion de la poblacion humana (FAO 2009).

Entre los principales grupos de organismos cultivados estan los moluscos,
crustaceos y peces. Los peces dulceacuicolas son el principal grupo de
organismos cultivados, alcanzando una produccion de 27.8 millones de toneladas
en 2006 con un valor de 29,500 millones de délares, lo que representé el 54% del
volumen total de la produccion mundial acuicola y el 37% del valor total. El cultivo
de peces marinos contribuye solo el 3% del volumen; no obstante, su valor es del
8% del total. La mayor parte de las especies de esta categoria, poseen un valor
comercial relativamente elevado, (como los peces planos y los meros). Por otro
lado, en algunos casos las poblaciones naturales son reducidas o estan
disminuyendo, como es el caso de la perca japonesa (Lateolabrax japonicus), la
dorada (Sparus aurata), la corvina roja (Sciaenops ocellatus) y el lenguado
japonés (Paralichthys olivaceus), lo que ha llevado a que las cantidades
producidas en la actualidad por la acuicultura sean notablemente superiores a las

capturas registradas por la pesca (FAO 2009).

' No se contabilizan las plantas acuéticas. Si se incluyen este grupo, la produccién acuicola
mundial en el 2006 fue de 66.7 millones de toneladas, con un valor de 85,900 millones de ddlares
(FAO 2009).



En la dltima década, el cultivo de peces marinos en nivel mundial experimentd un
crecimiento anual promedio de 11.9%, pasando de un 0.53 millones de toneladas
en 1995 a 1.65 millones de toneladas® en 2005. Este crecimiento fue mayor al
alcanzado por el grupo de los peces dulceacuicolas (7.2%), peces diadromos
(6.6%) y moluscos (5.1%) durante el mismo periodo (FAO 2009). Esto se debio
principalmente al desarrollo y optimizacion de tecnologias de cultivo en jaulas, asi
como al mejoramiento de las técnicas de produccién de juveniles, lo cual ha
permitido incrementar el nimero de especies sobre las cuales es factible una
produccion a nivel industrial (Martinez-Lagos y Gracia-Lépez 2009). Ademas el
cultivo de peces marinos se ha convertido en una buena opcion para el
aprovechamiento y repoblacion de algunas especies, ya que las poblaciones
naturales han disminuido por diferentes causas. Las principales causas son la
pesca excesiva, la degradacion y la calidad del habitat por lo que su potencial de
explotacion es limitada. El cultivo de peces marinos es una alternativa para el

suministro de productos pesqueros.

Para el desarrollo de la acuicultura es necesario suministrar alimento para la
produccion de organismos. La nutricion de peces se ha convertido en un area de
investigacion muy importante, ya que los costos de alimentacion generalmente
constituyen un porcentaje sustancial (i.e., hasta un 60%) de los costos de

operacion de una empresa acuicola.

Para llevar a cabo el cultivo de peces marinos, y en general de cualquier tipo de
peces y crustaceos, uno de los aspectos mas importantes es caracterizar los

requerimientos nutricionales de cada especie, asi como el desarrollo de la

? Excluyendo los salménidos Salmonidae. Estos peces corresponden a uno de los grupos de
organismos de mayor produccién en la acuicultura mundial. En 2006 la produccion del salmén del
Atlantico (Salmo salar) alcanzé un poco méas de 1.3 millones de toneladas. Las principales regiones
productoras son el norte del Atlantico y el norte y sur oriental del Pacifico. Noruega, Chile, Gran
Bretafia y Canada son los principales paises productores (FAO 2009).



formulacion y elaboracion de dietas que cubran sus necesidades metabdlicas y
fisiologicas béasicas al menor costo.

Los lipidos son uno de los principales componentes de la dieta de los peces ya
gue tienen un importante papel en la generacion de la energia metabdlica, por ser
los nutrientes con mayor cantidad de energia total por unidad de peso (9.5 Kcal/g),
ademas son fuente de acidos grasos esenciales, vitaminas y determinados

micronutrientes de cardacter liposoluble.

Un acido graso esencial es todo aquel que el animal es incapaz de sintetizar de
novo (sintesis endégena) en las cantidades requeridas. Por lo tanto, su presencia
es necesaria para el mantenimiento de funciones celulares vitales (Sargent et al.,
1989). El ambiente en el que evolucionaron los peces ha condicionado el tipo de
alimento y la disponibilidad de este, lo que ha llevado a determinar las
necesidades esenciales por ciertos nutrientes en estos organismos, en particular
la de los acidos grasos (Sargent et al., 2002). En los peces marinos hay un aporte
de acidos grasos altamente insaturados (HUFAs por sus siglas en ingles) asociado
al consumo de fito y zooplacton de este medio. Estos acidos grasos son del tipo
HUFA n-3 y n-6 (que indica la posicion del carbono con un doble enlace a partir
del grupo metilo del acido graso). Se ha logrado comprobar la incapacidad que
tienen la mayoria de peces marinos para sintetizarlos de novo estos acidos grasos
en cantidades suficientes y se ha observado una serie de efectos negativos
asociados a su deficiencia en la dieta, particularmente en el caso del 20:5 n-3
(acido eicosapentanoico, EPA), del 22:6 n-3 (acido docosahexanoico, DHA) y 20:4
n-6 (acido araquidonico, ARA) (Watanabe, 1987; Webster y Lowell, 1990). Es por
esto que es de suma importancia formular dietas que contengan las cantidades y

proporciones adecuadas de HUFAs n-3 requeridas por los peces.

El presente estudio tuvo por objeto conocer el efecto de la concentracion de

HUFAs n-3 en la dieta sobre los indicadores de crecimiento, supervivencia,



eficiencia alimenticia e indice de condicion en juveniles de Totoaba macdonaldi,
con la finalidad de generar conocimiento que ayude en elaboracién de dietas
exitosas adecuadas para esta especie.



. ANTECEDENTES

1.1. Totoaba macdonaldi.

Totoaba macdonaldi (Figura 1) descrita por Gilbert 1891, es la especie mas
grande de la familia Sciaenidae (Flanagan y Hendrickson, 1976). La totoaba es un
pez carnivoro que en sus primeras etapas de desarrollo se alimenta de pequefios
crustaceos como anfipodos, misidaceos, y algunos decapodos (camarones)
(Rosales y Ramirez, 1987), y en su etapa adulta se alimenta de peces, como
sardinas, cangrejos y pequefios calamares (Roman Rodriguez, 1990). Esta
especie es endémica del Golfo de California, y se distribuye desde el Delta del Rio
Colorado hasta Bahia Concepcion en Baja California (costa oeste del golfo) y
desde el Delta del Rio Colorado hasta la desembocadura del Rio Fuerte en la

costa del estado de Sinaloa (costa este del golfo) (Rosales y Ramirez, 1987).

Figura 1. Adulto (a) y juvenil (b) de Totoaba macdonaldi.

Durante la primera mitad del siglo XX, sus capturas fueron de gran importancia
comercial y deportiva en la produccion pesquera del alto Golfo de California
(Flanagan y Hendrickson, 1976). Sin embargo, el inadecuado manejo de su

pesqueria y las alteraciones ecolégicas ocurridas en la zona del Delta del Rio



Colorado provocaron un fuerte decremento de su poblacion (Flanagan vy
Hendrickson, 1976).

Como una medida de conservacion de la poblacion de totoaba, el gobierno
mexicano decretd una veda total indefinida en 1975, la cual aln esta vigente
(Diario Oficial de la Federacién, 1975), y en 1991 T. macdonaldi fue declarada una

especie en peligro de extincion.

Actualmente la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de Ciencias
Marinas de la Universidad Autbnoma de Baja California participa en programas de
repoblamiento con juveniles obtenidos mediante el desove de organismos
mantenidos en cautiverio (True et al., 1997, 2001). Ademas, se encuentra en
proceso la obtencién de permisos para lograr la comercializacion de juveniles de

totoaba procedentes de cultivo.

Los requerimientos nutricionales y habitos alimenticios de la especie han sido
poco estudiados. Se han realizado estudios evaluando el efecto de dietas
isoproteicas formuladas con distintos niveles de energia sobre crecimiento,
consumo, supervivencia y composicion proximal de los juveniles, (Vizcaino-Pérez,
2008). Asi mismo, se ha realizado investigacion para evaluar el efecto de niveles
de alimentacion sobre el crecimiento y composicion proximal de estos organismos
(Solérzano-Salazar, 2006) y también se ha evaluado la absorcion in vitro de

aminoécidos utilizando la técnica del intestino invertido (Rosas-Servin, 2006).

Con respecto a la investigacion especifica sobre acidos grasos, se realizd un
estudio caracterizando la composicion proximal y contenido de &cidos grasos en
juveniles silvestres de totoaba (Rodriguez-Gémez, 2003) y otro mas comparando
la composicion proximal y perfil de acidos grasos entre juveniles silvestres y

cultivados (Lépez et al., 2006).



1.2 Importancia del estudio de lipidos y acidos grasos

En las dos décadas pasadas hubo un gran impetu en estudiar los lipidos en
organismos marinos debido al interés de la industria de la acuicultura por entender
los requerimientos nutricionales de peces cultivados para optimizar su produccion
(Tocher, 2003). Sargent et al., (2002) hicieron una evaluacion acerca de la
importancia de los diferentes nutrientes que componen las dietas formuladas
(proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales), concluyendo que para

los peces no existe nutriente ni mas, ni menos importante.

Actualmente se tiene poca informacion en lo que respecta a los requerimientos
nutricionales de lipidos en comparacién con otros nutrientes, ya que los lipidos
presentan cierta complejidad quimica y metabdlica. Sargent et al., (2002)
mencionan que para el afio 2000 ya se contaba con el conocimiento detallado de
la bioquimica de los aminoacidos y carbohidratos, asi como el conocimiento de
sus rutas biosintéticas y catabdlicas, actividad enzimatica, biologia molecular y
genética, y de su papel como nutrientes. Por el contrario, el conocimiento
generado para los lipidos es menor, se encuentra en desarrollo y aun se
investigan las rutas anabdlicas y catabdlicas de los acidos grasos mas

importantes, los acidos grasos poliinsaturados.

Para carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos se ha logrado establecer que las
interacciones enzima-sustrato son altamente especificas (especificidad de sustrato
y accion por interacciones ionicas y enlaces hidrégeno). En contraste, estas
interacciones para lipidos y acidos grasos son menos especificas (i.e.,
interacciones por fuerzas hidrofébicas “Van de Waals”). Es por esto que en el perfil
proteico la composicion de aminoacidos es menos variable, debido a la alta
especificidad en la sintesis de proteinas. Sin embargo, en el caso de la sintesis de
lipidos, los &cidos grasos que pueden ser incorporados en triglicéridos y
fosfolipidos son mucho mas variables debido a la poca especificidad de

incorporacion de estos acidos grasos a los lipidos. La funcionalidad de estos



depende de los acidos grasos presentes en el momento de la sintesis de lipidos
(Sargent et al., 2002).

1.3. Funciones de los &cidos grasos altamente insaturados (HUFAS)
en los vertebrados

Las funciones de los HUFAs en los peces marinos, coinciden con su funcion en la
mayoria de los vertebrados, las cuales se han catalogado en dos éreas
principales: en el mantenimiento de la estructura y funcionamiento de las
membranas celulares y como precursores de eicosanoides, que son un grupo
heterogéneo de sustancias de alta actividad biolégica (i.e., como las hormonas
pero en nivel local), las cuales se especifican en la Tabla 1. (Gurr y Harwood 1991;
Sargent et al., 1995).



Tabla l. Principales funciones de los HUFAs: Araquiddnico (ARA, 20:4n-6), Eicosapentanoico
(EPA, 20:5 n-3) y Docohexaenoico (DHA, 22:6 n-3) en vertebrados.

Acido graso Funcion

Precursor de eicosanoides

ARA
20:4 n-6 Funciones especificas de los eicosanoides derivados del ARA
Intervienen en varias reacciones en respuesta al estrés »%34°
Coagulacion de la sangre
Reacciones inflamatorias
Regulacion de la respuesta inmune
Precursor de eicosanoides
EPA
20:5n-3 Funciones especificas de los eicosanoides derivados del EPA **
Intervienen en la regulacién de la respuesta inmune y reacciones en
respuesta al estrés.
Funciones especificas del DHA
DHA Es el componente mayoritario en las membranas celulares *
22:6 n-3 Mantiene la integridad de las membranas celulares **

Se encuentra presente en gran cantidad en la membrana de los

bastoncillos de la retina, por lo que se asocia al funcionamiento de la
- e, 1,3

vision

Se encuentra presente en gran cantidad en las membranas neurales o

del sistema nervioso central de los peces **

T Sargent et al. (1995); ¢ Izquierdo, (1996); ° Mourente et al. (1999): * Evans et al. (2000); ° Bell y
Sargent, (2003).
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Se ha observado que un aumento en el numero de dobles enlaces y de carbones
en los acidos grasos favorece la fluidez de las membranas, lo que explicaria el
aumento del contendido de HUFAs en peces que habitan en aguas mas frias
(Sargent et al.,, 1989; Delgado et al., 1994). De hecho, se ha observado
experimentalmente que al disminuir la temperatura del agua de cultivo los
organismos responden incorporando mas HUFAs a sus membranas celulares,

incluso en animales alimentados con dietas pobres en HUFAs (Olsen et al., 1999).

Al respecto, se podria entender el porqué se muestra en mayor cantidad los n-3 en
especies de aguas frias ya que el 20:5 n-3 (EPA) y 22:6 n-3 (DHA) presentan
mayor numero de enlaces dobles con respecto a los n-6 (como el 20:4 n-6 ARA),
lo cual otorga a los n-3 un punto de fusion mas bajo, que les confiere mayor fluidez

a las membranas ante temperaturas menores (Takama et al., 1999).

11.4. Requerimientos de acidos grasos en peces y vertebrados

Todas las especies de vertebrados requieren de ciertos acidos grasos
poliinsaturados que deben ser suministrados en la dieta (Sargent et al., 1995). Por
lo general, cuando un organismo es sujeto a una dieta deficiente en uno o varios
acidos grasos, y como consecuencia experimenta una disminucion en el
crecimiento, alteraciones en la reproduccion y patologias diversas, se considera

gue es un acido graso esencial.

Con base en investigacion que se ha llevado a cabo durante las ultimas dos
décadas se han logrado identificar a los acidos grasos de la serie n-6 (derivados
del acido linoléico 18:2 n-6) y de la serie n-3 (derivados del &cido linolénico 18:3 n-
3) como acido grasos esenciales para los peces (Sargent et al., 1995; Sargent et
al., 2002).
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Esta bien establecido que existe la inhabilidad o limitada capacidad de los peces
marinos de convertir el 18:3 n-3 a 20:5 n-3 y 22:6 n-3 y el 18:2 n-6 a 20:4 n-6
(Watanabe, 1993; Sargent et al., 2002; Bell y Sargent, 2003).

Esta incapacidad se debe a la relativa deficiencia de una o dos enzimas en la via
de conversion del 18:3 n-3 a 22:6 n-3. En particular, en el complejo de las
elongasas o de las desaturasas que son enzimas clave capaces de afadir dos o
cuatro atomos de carbono (elongasas) a los acidos grasos esenciales C18,
linoleico o linolénico, (transformandolos en C20 y C22) y las desaturasas, que son
enzimas capaces de introducir dobles enlaces. La nomenclatura de estas enzimas
radica en su area de accion siendo que la A-6- desaturasa introduce dobles
enlaces sobre el carbono seis a partir del carboxilo terminal, y la A-5-desaturasa

introduce doble enlaces sobre el carbono cinco a partir del carboxilo terminal.

La enzima A-6-desaturasa introduce un doble enlace en los C18 y la A-5-
introduce otro doble enlace en los C20, sin embargo, la de la A4-desaturasa que
involucra la desaturacion de 20:5 n-3 a 22:6n-3 no ha sido identificada en peces.
De la misma manera, estas enzimas estan involucradas en la elongacion y
desaturacion de los acidos grasos de la serie n-6 por lo que limitan la conversion
de 18:2 n-6 al 20:4 n-6 (Figura.2) (Bell y Sargent, 2003).

Los requerimientos de acidos grasos esenciales (AGE) entre especies de peces
de agua dulce y marinos, varian cualitativamente y cuantitativamente. En peces de
agua dulce, los requerimientos de AGE pueden ser provistos principalmente por el
acido linolénico y linoléico. En peces marinos los requerimientos de la serie n-3
son provistos por el &cido eicosapentaenoico EPA (20:5 n-3) y el &cido
docosahexaenoico DHA (22:6 n-3) y de la serie n-6 por el acido araquidénico ARA
(20:4 n-6) (Watanabe, 1993; Rainuzzo et al.,, 1997; Sargent et al.,, 2002; Bell y
Sargent, 2003).
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Esta situacion es el resultado de una combinacién de adaptaciones evolutivas, a la
predominancia de acidos grasos altamente insaturados (HUFAS) en la cadena
alimenticia marina y al habito zooplant6foro y carnivoro de las especies de peces
marinos investigadas. Debido a que el fitoplancton y zooplancton marino son
capaces de sintetizar HUFAs, particularmente abundantes en EPA y DHA con
relacion al 18:3 n-3 y 18:2 n-6, cuando los peces se alimentan de estos
organismos, no tienen la necesidad de sintetizar estos &cidos grasos que
incorporan y acumulan a través de la cadena tréfica. Esto al parecer ha provocado
gue los peces reduzcan y/o pierdan su capacidad de sintesis de HUFAs durante
su evolucion sin causarles deficiencias metabdlicas principalmente en los

carnivoros estrictos (Sargent et al., 2002).

18:0

A9 l A6 Elongacion A5
18:1n-9 — 18:2n-9 —» 20:2n-9— 20:3n-9 22:5n-6

” . U Acortamiento
A12 l A6 Elongacion A5 Elongacion Elongacién A6

18:2n-6 — 18:3n-6 —P 20:3n-6 —> 20:4n-6——P  22:4n-6——P 24:4n-6 —P 24:5n-6

1 1
ARA
A15 A6 Elongacién A5 Elongacién Elongacion A6
18:3n-3—» 18:4n-3 P 20:4n-3—P 20:5n-3 — P 22:5n-3— 24:5n-3 — P 24:6n-3
==

Acortamiento
EPA
22:6n-3

DHA

Figura 2 Rutas de biosintesis de los acidos grasos altamente insaturados de C20y C22 a
partir de los precursores n-3, n-6 y n-9. Las flechas grises indican las enzimas elongasas y
desaturasas que tienen una limitada capacidad de sintetizar el ARA, EPA y DHA (Tocher,
2003).

La enzima A9 se encuentra presente tanto en plantas como en animales, mientras
que la A12 y A15 sdlo se encuentra en plantas. Por lo tanto, el 18:2 n-6 y el 18:3
n-3 son esenciales para los animales, principalmente en peces de agua dulce. Los
animales carnivoros, como la mayoria de los peces marinos, tienen una limitada
capacidad de sintetizar el ARA, EPA y DHA, por una deficiencia en las enzimas

elongasas y desaturasas que pueden ser la A5 o A6 (flechas grises). Esta
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limitacién puede variar entre especies, en algunos peces la A5 esta presente y
pueden sintetizar EPA, sin embargo, la sintesis se interrumpe y so6lo pueden
elongar hasta el 22:5 n-3 y no pueden continuar la sintesis hasta DHA (Tocher,
2003).

I1.5. Influencia de la dieta en la composiciéon corporal de &cidos

grasos

Al igual que en mamiferos la composicion en acidos grasos de la dieta de los
peces se ve reflejada en sus tejidos corporales (Ruiz-Gutiérrez et al., 1999;
Luostarinem et al., 2001). Por ejemplo, Agrandi et al. (1995) llevaron a cabo un
experimento donde, tras la administracion de dietas ricas en HUFAs n-3 en anguila
europea (Anguilla anguilla), observaron un depésito de estos, en los tejidos
corporales, indicando que los niveles de acidos grasos acumulados en los tejidos
del cuerpo estan estrechamente relacionados con la composicion de lipidos

presentes en la dieta.

Asi mismo, Olsen y Henderson (1997) estudiaron la composicion de acidos grasos
en musculo de trucha alpina (Salvelinus alpinus) en relacion con dietas con
diferentes niveles de &cidos grasos poliinsaturados y encontraron que la
composicion de acidos grasos en musculo fue influenciado directamente por el

contenido de &cidos grasos poliinsaturados en las dietas.

Estudios de Huang et al., (1998) demostraron el efecto de la dieta con diferentes
fuentes lipidicas sobre la composicion de acidos grasos presentes en el masculo
de tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x O. aureus) y reportaron que los peces
alimentados con una dieta a base de aceite de soya presentaban un alto
porcentaje de acido linoleico, mientras que los peces alimentados con una dieta a
base de aceite de pescado y suplementadas con HUFAs n-3 se observé en los
peces un mayor contenido de DHA en sus membranas. Estos efectos de la dieta

explicarian la presencia de 18:2 n-6 y 18:3 n-3 asi como de 20:5 n-3y 22:6 n-3 en
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peces de agua dulce, mientras que los peces marinos son ricos particularmente en
22:6 n-3y 20:5 n-3 (Henderson y Sargent, 1985).

I1.6. Patologias y sindromes asociados a la carencia de HUFAs

Es un hecho bien documentado la importancia de los acidos grasos esenciales
para el desarrollo normal de un organismo. Como se menciond anteriormente, los
peces marinos son incapaces de sintetizar de novo, los acidos grasos
poliinsaturados (HUFAs: DHA, EPA, ArA), por lo que es necesario incorporarlos en
la dieta para lograr un desarrollo y crecimiento normal (Webster y Lovell, 1990).

Los efectos asociados a la deficiencia de acidos grasos esenciales, ya sea por
oxidacion de éstos o por una reduccion en la disponibilidad en la dieta, son
amplios y, basicamente, se asocian al deterioro y pérdida de funcionalidad de las
membranas celulares. (Roberts y Bullock, 1989; Sargent et al., 1989; Garcia-
Gallego, 1992)

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la deficiencia de HUFAs provoca
un descenso en la calidad de la puesta, ya que diferentes experimentos con
acidos grasos han mostrado que la incorporacion en la dieta de DHA y EPA, tiene
efectos en la calidad de los ovocitos y en el desarrollo embrionario (Navas et al.,
1997, Bromage, 1998; Blanchard et al., 2005).

Se puede generalizar que bajos contenidos de HUFAs n-3 en la dieta de los
reproductores de peces, disminuye la calidad de los huevos producidos (Furuita et
al., 2002). Sin embargo, algunos autores han identificado algunos efectos
negativos sobre la cantidad de huevos producidos ocasionados por el suministro
excesivo de HUFAs n-3, como el caso de la dorada (Sparus aurata), en donde los
peces alimentados con 1.13% de HUFAs n-3 en la dieta produjeron menos huevos
gue los alimentados con 1.6% de HUFAs n-3 y observaron que niveles superiores

a este 1.6% produce menor niumero de huevos. (Fernandez-Palacios et al., 1995).
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Se ha podido comprobar la importancia de los HUFAs n-3 para un buen
crecimiento en los peces marinos (Gapasin et al., 1998; Montero et al., 1998). Su
deficiencia en la dieta provoca un descenso en el crecimiento reflejado en valores
bajos de Tasa de Crecimiento Instantaneo (TCI) e indice de Conversion
Alimenticia (ICA). Sin embargo este efecto no fue tan claro en el caso de los
PUFAs n-6 (Cai y Curtis, 1990; Ruyter et al., 2000 a, b). Por el contrario, se ha
determinado que altos niveles de HUFAs n-3 en la dieta, puede causar problemas
metabdlicos en particular en los sistemas de generacion de energia celular, ya que
los acidos grasos altamente insaturados son sustratos relativamente malos para la
generacion de energia via - oxidacion celular de acidos grasos (Sargent et al.,
1999).

Adicionalmente, Sargent et al. (1989) mencionan que la carencia de HUFAs n-3
provoca variaciones en la composicion corporal del pez reflejadas en un aumento
de la humedad corporal y un descenso en lipidos y proteinas corporales, anemia
asociada a un descenso en los niveles de hemoglobina por un posible deterioro de

la membrana de los globulos rojos.

La deficiencia de HUFAs n-3 provoca alteraciones en tejidos como el epitelio
branquial, aletas y mandibula inferior, asi como alteraciones hepaticas reflejadas
en una inflamacién con aumento del indice hepatosomatico (IHS) y palidez del
tejido con depositos grasos, posiblemente asociadas a un deterioro en la sintesis
de lipoproteinas lo que provocaria una inhibicion del transporte de lipidos desde el
higado a otros 6rganos. Estas alteraciones pueden desembocar en el “Sindrome
de degradacion lipidica del higado” donde infiltraciones de grasas oxidadas
pueden generar, en Ultimo extremo, un depdsito de lipopigmentos ceroides que le
confieren un aspecto amarillento al higado, existiendo infiltraciones extremas de
lipidos en los hepatocitos. (Roberts y Bullock, 1989: Sargent et al., 1989; Hamre et
al., 1994).
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Hasta la fecha se desconoce la relacion y el efecto que tienen los &cidos grasos
altamente insaturados (HUFAS) de la serie n-3 en la dieta sobre el desarrollo y
utilizacion del alimento en juveniles de Totoaba macdonaldi, por lo que en el
presente trabajo se pretende evaluar el efecto de cuatro niveles de HUFAs n-3 en
la dieta (0%, 0.5%, 1.0%, 1.5% del total de la dieta) sobre el crecimiento,
supervivencia, eficiencia alimenticia e indice de condicion. Dada la importancia de
los HUFAs n-3 en la nutricion de peces marinos es importante establecer el
requerimiento de estos acidos grasos en juveniles de totoaba y de esta manera
contribuir con informacion necesaria para la formulaciéon de un alimento adecuado

para esta especie.
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l1l. HIPOTESIS

El requerimiento minimo de acidos grasos altamente insaturados (HUFAs) de la
serie n-3 para juveniles tempranos (1 gr) de Totoaba macdonaldi es del 1.0% del

peso seco de la dieta.
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IV. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de los acidos grasos altamente insaturados (HUFAS) de la
serie n-3 en la dieta sobre el desarrollo y la utilizacién del alimento en
juveniles de Totoaba macdonaldi.

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de cuatro concentraciones de HUFAs n-3 en la dieta (0%,
0.5%, 1.0% y 1.5% del peso seco de la dieta) sobre el crecimiento,
porcentaje de supervivencia, utilizacion del alimento, indice hepatosomatico

y el indice de condicion de juveniles de totoaba.

Estimar el requerimiento minimo de HUFAs n-3 en la dieta, con el cual se
logre el mayor crecimiento, eficiencia alimenticia y supervivencia de

juveniles de totoaba.

Evaluar el efecto de los &cidos grasos en la dieta sobre los &cidos grasos

asimilados por los juveniles de totoaba.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Formulacion y elaboracion de la dieta

Se formularon cuatro dietas isoproteicas (58% proteina) e isolipidicas (8.9%
lipidos) adicionando cuatro concentraciones de HUFAs n-3 (0%, 0.5%, 1%, 1.5%
del peso seco de la dieta). Como principal fuente de proteina se eligié una fuente
proteica con base en su perfil nutrimental, disponibilidad y que ésta fuera
relativamente magra (baja en lipidos), por lo que se seleccioné musculo de tiburén
azul (Prionace glauca). El masculo de tiburdn fue conseguido localmente y cocido
a vapor por un lapso de dos horas. Asi mismo, para eliminar en lo posible el
contenido de lipidos en la fuente proteica, se realizd una extraccion de la fraccion
lipidica soluble que consistié en un lavado (por cuatro horas) con alcohol etilico
(96° puro de cafa). Finalmente, se seco en estufa a una temperatura de 64°C por

24 horas para su posterior molienda y obtencion de la harina.
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Tabla Il. Formulacion y composicion proximal de las cuatro dietas experimentales con
concentraciones de 0%, 0.5%, 1.0% Yy 1.5% de HUFAs n-3.

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4

INGREDIENTE HUFAs (0%) (0.5%) (1%) (1.5%)
Harina de Tiburén, baja
en grasa 60 60 60 60
Hidrolizado de pescado 2.5 2.5 2.5 2.5
Gelatina 3 3 3 3
Aceite de maiz 7.7 6.5 5 3
Aquagrow-DHA 0 1.8 3.1 4.8
Aquagrow-AA 0.1 0.1 0.1 0.1
Cod oil 0 0.5 2 3.2
Almidén 12 12 12 12
Celulosa 9.7 8.6 7.3 6.4
Vitaminas 3 3 3 3
Minerales 2 2 2 2
a- tocoferol 0.01 0.01 0.01 0.01
Composicién proximal
(% en base seca)
Proteina 58.54 58.47 58.48 58.50
Lipidos 8.93 8.63 8.96 8.95
Cenizas 6.40 6.41 6.67 7.28
ELN (%)* 26.13 26.49 25.89 25.27

*Extracto Libre de Nitrégeno (%)

Las dietas fueron elaboradas en el laboratorio de fabricacion de alimentos del
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la Universidad Autonoma de Baja
California. Los ingredientes secos fueron pesados en una balanza (Sartorius,
Alemania, modelo BP6100) y mezclados en una mezcladora (Robot-coupe, USA,
modelo R10) por diez minutos. Una vez mezclados se agregaron los aceites de
higado de bacalao, aceite de maiz y el a-tocoferol, por Gltimo se agregd almidén y
grenetina mezclados con agua caliente, por separado y se mezclé todo

nuevamente por cinco minutos.

Una vez mezclados todos los ingredientes se pasaron por un peletizador con un

diametro de orificio de 1/8” (Tor-Rey, México, modelo M32 5), se colocaron sobre
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mallas-charolas de 55x25cm y se secaron a 65°C en un horno con aire forzado por
24 horas. Las dietas secas se trituraron de forma manual hasta obtener un tamafo
de particula uniforme de aproximadamente 2mm y se empaquetaron en bolsas de
plastico y almacenaron a -17°C hasta su utilizacion.

V.2. Condiciones de cultivo

Se obtuvieron huevos de Totoaba macdonaldi de la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de
Baja California, campus Ensenada, y se transportaron al laboratorio de cultivo de
peces marinos del Departamento de Acuicultura (CICESE). Se cultivaron hasta su
estadio juvenil (peso de 1.5gr y longitud total de 4.7cm). Se seleccionaron 240
juveniles que se distribuyeron aleatoriamente en 12 estanques experimentales de
fibora de vidrio con capacidad de 250 litros conectados a un sistema de

recirculacion. (n=3 tanques por cada dieta experimental).

El experimento se realizo bajo condiciones controladas; a temperatura de 24.00x

0.5°C, concentracién de oxigeno disuelto de 6.4+ 0.2 mg L_ly salinidad de 36.0 +
0.1 ppm. El agua de cultivo pas6 por un sistema de recirculacion interno
compuesto de un biofiltro expandible de cuentas de plastico (PolyGeyser, USA) y
un filtro de lampara UV. (Pentair aquatics, USA modelo QL-25). La tasa de
recambio del agua de cultivo fue de 1.56 L min™®. Se usé un intercambiador de
calor (Delta Star USA. modelo DSHP-6) para mantener el sistema cerca a una

temperatura constante.
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Figura 3. Sistema de cultivo en el laboratorio de peces marinos del departamento de
Acuicultura del CICESE.

Los peces de los cuatro tratamientos fueron sometidos a un periodo de
acondicionamiento por siete dias. Durante este periodo, se suministro alimento
comercial japonés Otohime C2 Marine Larval Diet. Después de este periodo, se
realiz6 una transicion gradual a las dietas experimentales suministrando una
mezcla de Otohime y la dieta experimental durante cuatro dias. Se inicio con una
proporcion de 25% dieta experimental y 75% Otohime, al dia dos se alimento con
50% Otohime y 50% dieta experimental, el dia tres 75% dieta experimental y 25 %

Otohime, y el dia cuatro 100% dieta experimental, dando inicio al bioensayo.

El bioensayo tuvo una duracion de 56 dias durante el cual los organismos fueron
alimentados a una tasa de alimentacion predeterminada con base a experimentos
previos con peces marinos en el laboratorio. Se utiliz6 una tasa de alimentacién
del 7% al dia de su peso corporal durante las primeras cuatro semanas de
experimento. Posteriormente, la tasa de alimentacién se redujo al 5% por dos
semanas y 3% hasta el final del periodo experimental. Los peces fueron
alimentados dos veces al dia (9:00a.m y 15:00 p.m.) donde la raciéon diaria (i.e.

7%) fue dividida en raciones iguales.

Durante el experimento los estanques fueron sifoneados una vez al dia (entre el

primer y segundo periodo de alimentacion), para retirar las heces producidas y el
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alimento remanente. ElI oxigeno disuelto, salinidad y temperatura fueron

registrados una vez al dia.

V.3. Muestreos y toma de datos

Se realizaron biometrias cada 8 dias para evaluar el crecimiento en peso humedo
y la supervivencia y poder ajustar la racion alimenticia semanalmente. Al final del
bioensayo, se registré el numero total de organismos y se pesaron
individualmente. Se colectaron aleatoriamente seis organismos por estanque y se
almacenaron a -17°C para su posterior andlisis quimico proximal y de acidos
grasos. Asi mismo, se registraron algunas caracteristicas asociadas a patologias
con el fin de evaluar la condiciéon de salud de los juveniles de totoaba.

V.4, Crecimiento y supervivencia

Para obtener el crecimiento en longitud (mm), se midieron los peces
individualmente (n=20) al inicio y final de experimento utilizando un ictibmetro
(Figura 4). Semanalmente se pesaron en grupo todos los organismos, intentando
minimizar el posible estrés y dafio fisico por manejo, con una balanza portatil
(AND, Japon, modelo SK-2000WP). Para la biometria inicial y final, se utilizé una
balanza portatil (Ohus Scout pro, USA, modelo SP202).

Figura 4. Imagen que muestra el proceso de las biometrias realizadas a los juveniles de
totoaba, donde se tomaron datos como talla (mm) y peso (gr).
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V.5. Tasa de Conversion Alimenticia

Para estimar la cantidad de alimento consumido por estanque durante el
experimento, se asumié que todo el alimento ofrecido fue consumido por los

peces. Por lo general el alimento no consumido fue minimo, pero no se cuantifico.

La Tasa de Conversién Alimenticia (TCA) se calculd para cada tratamiento, por

medio de la siguiente ecuacion:

TCA= alimento consumido (gr) /ganancia de peso (gr) Q)

V.6. Eficiencia proteica

La eficiencia de la utilizacion de la proteina, se estimo con la Tasa de Eficiencia
Proteica (TEP). Esta relacidbn compara la ganancia en peso corporal por gramo de

proteina consumida en el alimento (Watanabe, 1998).

TEP= Pg (2)
Psp

Donde:
Pg= Peso humedo ganado por el pez (gr)

Psp= Peso seco de la proteina en el alimento consumido (gr)

V.7. indice Hepatosomatico

Al final del experimento se disectaron los organismos, se les extrajeron los

higados obtener su peso himedo y estimar el indice hepatosomatico (IHS):

IHS = peso humedo de higado (g)/ peso humedo del pez (3)
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V.8. indice de condicién

Para calcular el indice de condicion (K) se utilizé el factor de condicion de Fulton
(Bagenal y Tesch, 1978) que relaciona la longitud y el peso del organismo. Este
indice se expresa matematicamente por la formula:
K= 100 x peso 4)
(Longitud)?
Si los valores de este indice de condicion son cercanos a 1, indica que el pez esta

en una condicion 6ptima entre su peso y longitud.

V.9. Analisis quimico proximal

Se analiz6 la composicion quimica proximal de las dietas experimentales y de los

organismos enteros de cada estanque en los diferentes tratamientos.

La estimacion del porcentaje de la proteina en la dieta y peces se realizé mediante
el método micro-Kjeldahl (Ma y Zuazago, 1942). El contenido de humedad se
calculo tras secar dietas y organismos a 70°C por 24hrs. Después del secado (y
pesado), de dietas y organismos, las muestras se incineraron en una mufla a
480°C por seis horas para cuantificar el contenido de cenizas (A.O.A.C. 1990) La
extraccion de grasa cruda se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Folch
et al., (1957), pero utilizando diclorometano:metanol como solvente en una

proporcién de 2:1 en lugar de cloroformo:metanol (Cequier et al., 2008).

V.10. Andlisis de acidos grasos

Después de la extraccion de los lipidos totales, las muestras se sometieron a una
saponificacion adicionando una solucién 0.3N de KOH metandlica al 90% a 80°C a
bafio maria por 60 minutos después se elimind la capa de hexano y se acidificd
con 0.6N HCL. La metilacién se realiz6 adicionando el reactivo de esterificacion

trifluoruro de boro en metanol (BFs/ CH3; OH) al 14% en bafio maria por 15 min a
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60°C y se lavo con hexano (Morris, 1986). Las muestras fueron secadas bajo N, y

almacenadas a -17°C.

Los esteres metilados obtenidos de la reaccién de metandlisis se disolvieron con
hexano grado HPLC y se analizaron utilizando un cromatégrafo de gases (Agilent
7890A) equipado con una columna capilar (J&W123-3232 30m x 320um grosor de
pelicula de 0.25um, Agilent J&W GC columns) y un detector de flamas ionizado.
Como gas transportador se utilizé nitrégeno a un flujo de 3 ml/min. Se utilizé 1 pl
de volumen de inyeccién, con un Split de 50:1. La temperatura inicial fue de 120°C
para después elevarla a 190°C (9°C/min) y mantenerla por 7 minutos.

Posteriormente, la temperatura se incrementd a los 230°C a una tasa de 3°C/ min.

Los acidos grasos se identificaron comparando con los tiempos de retencion de
tres estandares (37 component FAME Mix, Supelco Inc., PUFA -3; Menhaden OiIl
Supelco Inc y PUFA-1, Marine source Supelco Inc.). Para el célculo de la
concentracion de acidos grasos presentes en las muestras se utilizé el programa
ChemsStation version B.04.01 (Agilent, USA). Para estimar el contenido en peso de
cada acido graso identificado en la dieta, se estimo el porcentaje de acidos grasos
totales que tenian los lipidos de cada dieta utilizando el proceso de saponificacion

descrito anteriormente y cuantificando la fraccion saponificable del total del lipido.

V.11. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza de una via ANOVA
con un nivel de significancia p< 0.05. Las diferencias entre medias por tratamiento
fueron evaluadas mediante una comparacion de medias utilizando la prueba de
Tukey. Se utilizaron regresiones lineales y polinomiales con el fin de identificar la
relacion de la concentracion de HUFAs y el crecimiento, asi como las relaciones
entre los acidos grasos de la dieta y los peces. Los analisis estadisticos se
realizaron con el paquete estadistico STATISTICA 8.0™ (StatSoft, Inc. USA).
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VI. RESULTADOS

VI.1. Crecimiento

En las figuras 5 y 6 se muestran el peso final (gr) y la longitud total final (mm),
respectivamente, alcanzadas por los organismos alimentados con las diferentes
dietas. En la figura 7, se muestra el crecimiento en peso de los organismos
durante el bioensayo. Se encontraron valores significativamente mayores para los
peces alimentados con (1.0% HUFAs n-3 en la dieta) con un peso final de
(16.11+0.45 gr) con respecto a los otros tres tratamientos. Asi mismos los peces
alimentados con la dieta que contenia 1.0% HUFAs n-3 alcanzaron una longitud
final (119.62 = 1.81mm) significativamente mayor que los otros tratamientos.
(Tabla I11).

16 -

14 -
12 -
10 -

(OR%HUFAsS n-3)  (0.5% HUFAsS n-3)  (1.0%HUFAS n-3)  (1.5% HUFAS n-3)

Peso (gr)

[ L = =) B & o]

Tratamientos

Figurab. Peso (gr) de los juveniles de Totoaba macdonaldi por tratamiento registrado al final
del experimento. Las barras de error representan el error estandar de la media (n=3).
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Tratamientos

Figura 6. Longitud (mm) de los juveniles de Totoaba macdonaldi por tratamiento registrado
al final del experimento. Las barras de error representan el error estandar de la media (n=3).
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Figura 7. Peso (gr) de los juveniles de Totoaba macdonaldi a través de las semanas de
bioensayo. Las barras de error representan el error estdndar de la media (n=3).
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Por medio de una regresién polinomial de segundo orden (y = 8.8657 + 12.8542x
+ -7.1729%% r’= 0.30) se estimé utilizando las ecuaciones descritas por Foster
(2000) que el maximo crecimiento en peso se podria alcanzar con un nivel de
0.90% de HUFAs n-3 en la dieta (Figura 8).
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Concentracion de HUFAs n-3 en la dieta

Figura.8. Regresion polinomial de segundo orden respecto a la ganancia en peso (gr) en
juveniles de Totoaba macdonaldi y la concentracién (%) de HUFAs n-3 en la dieta.

VI.2. Supervivencia
No se registraron muertes durante el periodo experimental, por lo cual la
supervivencia fue del 100% en los cuatro tratamientos.

VI.3. Tasa de Conversion Alimenticia
En la Tabla lll, se reportan los valores de Tasa de Conversiéon alimenticia (TCA).

La TCA de los peces alimentados con 1.0% HUFAs n-3 en la dieta result

significativamente menor (1.76+ 0.01) que los otros tratamientos (Figura 9).
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Tasa de Conversion Alimenticia.
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Figura 9. Valores de la Tasa de Conversion Alimenticia (TCA) de los juveniles de Totoaba
macdonaldi durante el bioensayo. Las barras de error representan el error estandar de la
media (n=3).

VIi.4. Eficiencia proteica

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en la eficiencia
de utilizacion de proteina expresada en valores de la Tasa de Eficiencia Proteica
(TEP) (Tabla I11).

VI.5. indice hepatosomatico

En la Tabla Il se muestran los valores estimados para indice Hepatosomatico
(IHS) de cada uno de los tratamientos. No se encontraron diferencias significativas

en los valores de IHS entre los diferentes tratamientos (Figura 10)

Estos valores indican que los organismos alimentados con la dieta que contenia
1.5% HUFAs n-3 resultaron con el valor mas bajo (2.92+ 0.41) con respecto a los
peces de los otros tratamientos. No se encontraron diferencias significativas en los

valores del IHS entre los diferentes tratamientos (Figura 10).
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Figura 10. indice hepatosomatico (IHS) de los juveniles de Totoaba macdonaldi registrado al
final del experimento. Las barras de error representan el error estandar de la media (n=3)

VI.6. indice de condicién

En la Tabla Il se presentan los valores correspondientes al indice de Condicion de

Fulton (K) de cada uno de los tratamientos.
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Tabla Ill. Valores biolégicos de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas
formuladas a partir de cuatro concentraciones de HUFAs n-3. TCA= Tasa de Conversion
Alimenticia. TEP= Tasa de Eficiencia Proteica. IHS= indice Hepatosomatico. K= indice de
Condicién de Fulton. Los valores presentados son la media + error estandar de n=3. Los
superindices indican las diferencias significativas entre los tratamientos

Dietas experimentales

Variable (0% HUFAs n-3)  (0.5%HUFAs n-3)  (LO%HUFAs n-3)  (L5%HUFASs n-3)
Peso inicial (g) 1.55+0.02 1.56+0.03 1.56+0.01 1.55+0.02
Peso final (g) 13.50+0.61°  13.00+0.26" 16.11+0.38%  12.34+0.49°
Peso ganado (gr) 11.95+0.61°  11.43+0.26" 14.54+0.38%  10.79+0.49"
Peso ganado (%) 771.21+39.36° 730.19+16.76° 928.71+24.44% 696.43+31.84°
Talla inicial (mm) 47+0.51 46 +0.73 47+ 0.58 47+0.67
Talla final (mm) 110.83+2.21° 111.35+0.09°  119.62+1.81* 110.13+0.92°
TCA 1.82+0.01®°  1.86 +0.02% 1.76 +0.01°  1.84 +0.02?
TEP 0.20+0.01 0.20+0.02 0.23+0.01 0.19+0.02
IHS 3.67+0.28 3.72+0.13 2.95+0.30 2.92+ 0.41
K 0.96+ 0.01 0.93+0.03 0.93+0.02 0.91+0.01
Supervivencia (%) 100 100 100 100
VI.7. Composicion proximal de pez completo

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en el contenido

de proteina, humedad y cenizas en las muestras de pez entero (Tabla IV).Se

observaron diferencias significativas en el porcentaje de lipidos. (Tabla 1V). Los

peces alimentados con 1.5%HUFAs n-3 en la dieta resultaron con los valores mas

altos en porcentaje de lipidos con un valor de 8.41 + 0.04%, mientras que el valor

mas bajo fue para los peces alimentados con la dieta formulada con 0% HUFAS n-
3 con un valor de 6.41+0.13%.
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Tabla IV. Composicién proximal de pez entero, en base seca de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con dietas formuladas a base de cuatro concentraciones de HUFAs
n-3. (0%,0.5%, 1.0% y 1.5%) Los valores son la media * error estandar de (n=3). Los
diferentes superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Dietas experimentales (%HUFA n-3)

(0% HUFAs n-3)  (0.5%HUFAs n-3)  (1.0%HUFAs n-3)  (1.5% HUFAs n-3)

Proteina 74.69+0.91 74.52+0.71 75.99+0.11 75.89+0.54
Lipidos 6.41+0.13° 7.61+0.09° 7.93+0.01° 8.41+0.04°
Cenizas 9.22+0.59 9.08+0.04 8.96+0.02 9.32+0.31
Humedad 77.40+0.14 77.15+0.16 77.34%0.07 76.80+0.27
ELN (%)* 9.68 8.79 7.12 6.38

*Extracto Libre de Nitrégeno (%) Peso seco.

VI.8. Andlisis de acidos grasos

VI.8.1.Composicion de acidos grasos en dietas

En la Tabla V se presentan los perfiles de acidos grasos (% de acidos grasos
identificados) en las cuatros dietas formuladas con diferentes concentraciones de
HUFAs n-3. Mientras que en la Tabla VI se presentan los perfiles de acidos grasos

en peso seco (mg/100gr de dieta).

Al agrupar y comparar los acidos grasos por su grado de saturacién, el contenido
total de los acidos grasos saturados indicé diferencias significativas, obteniéndose
el mayor porcentaje en la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 con 31.59+1.35%
y el menor porcentaje en la dieta formulada con 0%HUFAs n-3 con un valor de
17.87+ 0.15%.En los acidos grasos monoinsaturados no se encontraron

diferencias significativas entre las dietas.

Con respecto a los PUFAs n-6, la dieta formulada con 0% HUFAs n-3 resulté con
concentraciones significativamente mayores (35.66+0.35%) que en las otras

dietas, siendo el mas bajo en la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 con un
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valor de 9.34+0.38%. Al considerar los HUFAs n-3, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, siendo la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 la
gue presentd el mayor porcentaje (36.54+2.75%), mientras que el porcentaje
menor se encontré en la dieta formulada con 0% HUFAs n-3 con un valor de
15.18+0.12% (Tabla V). De manera general el porcentaje de los acidos grasos
saturados y los HUFAs n-3 tuvieron un incremento gradual positivo conforme se
incrementd el nivel de HUFAs n-3 en la formulacion de las dietas, mientras que en

los mono-insaturados y los PUFAS n-6 ocurri6 lo opuesto.

Se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de los acidos grasos
saturados. El porcentaje de 16:0 en la dieta formulada con 0% HUFAs n-3 mostro
valores significativamente menores (14.22+0.09%) con respecto a las otras tres
dietas. Para el acido graso 18:0, el porcentaje mas bajo fue el de la dieta
formulada con 0% HUFAs n-3 3.31+0.05%, encontrandose diferencias
significativas con el porcentaje encontrado en la dieta formulada con 1.5% HUFAs
n-3 con un valor de 7.37+0.22% (Figura 11).

Asi mismo, los porcentajes del acido graso 16:1n-7 resultaron valores
significativamente mas altos en la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 en
comparacion en las otras dietas con valores de 3.73+0.28% y el valor mas bajo se
encontro en la dieta formulada con 0% HUFAs n-3 con valores de 1.66+0.06%.
Para el acido graso 18:1 n-9 se encontraron porcentajes significativamente mas
altos en la dieta formulada con 0%HUFAs n-3 con valores de 27.61+0.40% vy el
porcentaje mas bajo se encontro en la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 con
valores de 16.29+4.58%.

Para los PUFAs n-6, el 18:2 n-6 resultd en porcentajes significativamente mas
altos en la dieta formulada con 0%HUFAs n-3 con valores de 33.43%z+ 0.38 y el
porcentaje menor se obtuvo en la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 con un
valor porcentual de 6.06+0.28%.(Figura 11)
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Para el &cido araquidonico (ARA, 20:4n-6) se encontraron valores
significativamente menores en la dieta formulada con 0% HUFAs n-3 con valores
de 2.23+0.03%, No se encontraron diferencias significativas, entre las otras
dietas (Tabla V).

En el caso de los HUFAs n-3, el contenido de EPA (20:5 n-3) resultdé en
diferencias significativas entre las dietas. Los mayores contenidos se encontraron
en las dietas formuladas con 1.5% HUFAs n-3 y 1.0% de HUFAs n-3 con valores
de 6.31+0.39% y 5.91+0.44% respectivamente. El menor contenido se obtuvo en
la dieta formulada con 0% HUFASs n-3 con un valor de 3.11+0.01%.

El aumento en la concentracion del acido docohexaenoico (DHA, 20:6n-3), fue
directamente proporcional al porcentaje de HUFASs en las dietas, obteniéndose el
porcentaje significativamente mas bajo de DHA en la dieta formulada con 0%
HUFAsn-3 con un valor de 9.54+0.12 y el porcentaje mas alto para la dieta
formulada con 1.5% HUFAs n-3 con un valor de 26.19+1.95% (Tabla V).
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Tabla V. Composicién de &cidos grasos (en porcentaje del total de acidos grasos
identificados) en las cuatro dietas (n=3) Media + la desviacién estandar. Los diferentes
superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos.0%, 0.5%, 1.0% y

1.5%= concentraciones de HUFAs n-3.

DIETAS

(0% HUFAs n-3)

(0.5%HUFAS n-3)

(1.0%HUFAs n-3)

(1.5%HUFAs n-3)

Acido graso Porcentaje Identificado

C14:0 0.33+0.01%  1.22+1.14° 2.17+0.16° 3.7240.37°2
C16:0 14.22+0.09° 16.95+0.71° 18.81+0.17%  20.49+1.20°
C18:0 3.31+0.05° 5.46+ 0.62%° 4.53+0.87° 7.37+0.22°
Total saturados ~ 17.87+0.15° 23.64+0.23" 25.53+0.64° 31.59+1.35°
C16:1 n-7 1.66+0.06° 2.48+0.14°  3.45+0.07° 3.73+0.28%
C18:1n-9 27.61+0.40° 23.78+1.74%® 24.58+2.10°°  16.29+4.58"
C20:1 n-9 1.3240.01  1.36x0.15 1.53+0.26 1.77+0.19
Total

monoinsaturados 30.60+0.32 27.63+1.44 29.57+2.11 21.80+4.48
C18:2 n-6 33.43+0.38° 21.01+0.59° 9.91+2.90° 6.060.28°
C20:4 n-6 (ARA)  2.23+0.03" 3.11+0.15*  3.36+0.25" 3.27+0.09°
Total PUFAS n-6 35.66+0.35% 24.13+0.43"  13.28+2.68° 9.34+0.38°
C18:3 n-3 0.67+0.01  0.58+0.03 0.74+0.27 0.71+0.01
C20:5n-3 (EPA)  3.11+0.01° 4.70+0.33"  5.91+0.44% 6.31+0.39°
C22:5n-3 (DPA)  2.51+0.01° 3.62+0.21*  4.16+0.29° 4.03+0.40°
C22:6 n-3 (DHA)  9.54+0.12% 15.67+1.06° 20.78+1.43" 26.19+1.95°
HUFAs n-3 15.18+0.12° 24.00+1.61° 30.86+1.65°  36.54+2.75°
n-3/n-6 0.44+0.01  1.01+0.08 2.45+0.59 3.98+0.12
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Tabla VI. Composicion de acidos grasos en peso seco (mg/100g de dieta) en las dietas
experimentales (n=2) Media + la desviacion estandar. Los diferentes superindices indican
diferencias significativas entre los tratamientos.

Dietas experimentales

Acido graso (0% HUFAS n-3) (0.5% HUFAs n-3)  (1.0% HUFAs n-3)  (1.5% HUFAs n-3)
Cl4 10.13+0.13° 43.73+5.20"  70.93+5.23°  145.86+14.71%
C16 428.43+2.76°  603.81+25.31° 613.50+5.59°  801.93+47.28%
C18:0 90.77+1.69°  194.70+22.12° 147.85+28.61°  288.71+8.99%
Total saturados 538.34+4.59°  842.24+8.39° 832.29+21.14°  1236+52.99%
C16:1 n-7 50.0542.00° 88.64+5.20b°  112.73+2.41°  146.33+11.22°
C18:1n-9 831.48+12.12  847.00+62.27 801.30+68.76  637.54+179.26
C20:1 n-9 39.94+0.29 48.57+5.50 50.09+8.66 69.33+7.63
Total
monoinsaturados 021.48+9.82  984.23+51.56 964.14+68.94  853.21+175.68
C18:2 n-6 1006.65+11.71%  748.66+21.24° 323.23+94.73°  237.21+11.31°
C20:4 n-6 (ARA) 67.14+1.16" 110.9745.57*  109.72+8.37°  128.30+3.90°
Total PUFAS n-6  1073.79+10.55° 859.63+15.66° 432.95+87.57° 365.52+15.21°
C18:3n-3 20.26+0.02 20.75+1.17 24.18+8.97 27.91+0.48
C20:5 n-3 (EPA) 93.90+0.20°  167.45+11.88° 192.78+14.66°  247.20+15.42°
C22:5 n-3 (DPA) 75.82+0.19" 129.13+7.83*  135.90+9.60°  157.80+15.89°

C22:6 n-3 (DHA)

287.37+3.85°

558.38+37.95"

677.60+46.64"

1025.08+76.62°

HUFAs n-3

457.10+3.84°

854.96+57.67°

1006.29+53.93"

1430.10+107.94%

n-3/n-6

0.42+0.01

0.99+0.08

2.10+0.42

3.90+0.13
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% A.G. ldentificados

(0%HUFAs n-3) (0.5%HUFAsn-3)  (1%HUFAsn-3) (1.5%HUFAs n-3)

Dietas experimentales

14:0 16:1 n-7 18:2 n-6 20:5 n-3 (EPA)
16:0 I 18:1n -9 20:4 n-6 (ARA) 22:5 n-3 (DPA)

18:0 20:1 n-9 18:3 n-3 22:6 n-3 (DHA)

Figura 11.Porcentaje de los &cidos grasos identificados individualmente, en las dietas con
diferentes concentraciones de HUFAs n-3.

VI1.8.2.Composicion de acidos grasos en los organismos

El porcentaje de acidos grasos en juveniles de totoaba fue diferente para cada
grupo experimental (Tabla VII). Al agrupar y comparar los acidos grasos por su
grado de saturacién, el contenido total de los acidos grasos saturados y

monoinsaturados resultaron sin diferencias significativas entre tratamientos.

Con respecto a los PUFAs n-6 se encontraron valores significativamente menores
en los organismos alimentados con la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 con
un valor de 19.46+2.10%. En los otros tres tratamientos se encontraron diferencias

significativas entre si, con valores que oscilaron entre el 28.0 a 34.0%.
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Al considerar los HUFAs n-3, se encontraron porcentajes significativamente mas
altos, en los organismos alimentados con la dieta formulada con 1.5%HUFAs n-3
con un valor de 18.97+0.78%, mientras que el porcentaje menor se encontré en
los organismos alimentados con la dieta formulada con 0% HUFAs n-3 con un
valor de 8.36+1.03% (Figura 12).

De manera general la concentracion de los HUFAs n-3 en los organismos, tuvieron
un incremento gradual positivo conforme se incremento el nivel de HUFAs n-3 en

las dietas suministradas, mientras que en los PUFAS n-6 ocurrid lo opuesto.

De manera individual se encontraron diferencias significativas en los porcentajes
de los acidos grasos saturados. El porcentaje de 14:0 en organismos alimentados
con la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 mostro valores significativamente
mayores 4.14+1.14% con respecto a los otros tres tratamientos en los cuales no

hubo diferencias entre si.

Asi  mismo, individualmente el acido graso 16:1n-7 resultd6 en valores
significativamente mas altos en los organismos alimentados con la dieta formulada
con 1.5% HUFAs n-3 con un valor de 4.05+0.81% que en los otros tres

tratamientos.

Para los &acidos grasos PUFAs n-6, el 18:2 n-6 resultd con valores
significativamente mayores para los organismos alimentados con la dieta
formulada con 0%HUFASs n-3 con un valor de 33.25+4.42% y el valor mas bajo se
encontré en organismos alimentados con la dieta formulada con 1.5%HUFAs n-3
con un valor de 18.02+2.09% (Figura 13).

Para el acido araquidénico (ARA, 20:4 n-6) se encontraron valores
significativamente menores en los organismos alimentados con la dieta formulada
con 0%HUFASs n-3 con un valor de 0.80+£0.00%.

En los HUFAs n-3, el contenido de EPA (20:5 n-3) fue significativamente mayor en

los organismos alimentados con la dieta formulada con 1.5% HUFAs n-3 con un
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valor de 2.45+0.42%. No se encontraron diferencias significativas entre los otros

tres tratamientos.

Para la concentracion de acido docohexaenoico (DHA, 20:6n-3), se encontraron
valores significativamente mayores en organismos alimentados con la dieta
formulada con 1.5% HUFAs n-3 con un valor de 14.90+0.02% y el valor mas bajo
resulté en los organismos alimentados con la dieta formulada con 0%HUFAs n-3
con un valor de 6.10+1.04% (Figura 13).

Tabla VII. Composicion de acidos grasos (en porcentaje del total de éacidos grasos
identificados) en juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con diferentes
concentraciones de HUFAs n-3. (n=3) Media + indica la desviacién estandar. Los diferentes
superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos.0%, 0.5%, 1.0%, 1.5% =
concentraciones de HUFAs n-3.

Tratamientos

(0% HUFAs n-3)  (0.5% HUFAs n-3)  (1.0%HUFASs n-3) (L5%HUFAS n-3)

Acido graso Porcentaje de A.G. identificados

C14:0 0.72+0.23° 1.07+0.02" 1.96+0.67° 4.14+1.14°
C16:0 16.24+4.22 16.21+0.55 19.50+2.07 21.74+2.57
C18:0 8.36+1.32 6.65+1.15 5.60+0.80 4.70+1.37
Total saturados 25.33+5.78 23.95+1.61 27.084£3.20 30.58+2.80
C16:1 n-7 2.12+0.38° 2.29+0.38° 2.94+0.23% 4.05+0.81°
C18:1n-9 27.96+2.43 25.22+1.49 25.79+0.31 24.30+1.18
C20:1 n-9 1.67+0.27 1.77+0.52 1.34+0.39 1.93+0.05
mgl)insaturados 31.762.32 29.30+2.16 30.08+0.14 30.29+0.31
C18:2 n-6 33.25+4.42°  32.45+1.69 26.69+2.30% 18.02+2.09"
C20:4 n-6 (ARA) 0.80+0.00° 1.15+0.14% 1.26+0.27% 1.44+0.01%
Total PUFAS n-6 34.06+4.42°  33.60+1.84a  27.96+2.58ab 19.46+2.10b
C18:3n-3 0.46+0.06 0.55+0.14 0.59+0.06 0.66+0.22
C20:5 n-3 (EPA) 1.13+0.14° 1.30+0.08° 1.70+0.13° 2.45+0.42°
C22:5 n-3 (DPA) 1.12+0.15 1.63%0.35 1.53+0.23 1.60+0.33
C22:6 n-3 (DHA) 6.10+1.04° 9.64+0.63" 11.03+0.38" 14.90+0.02°
HUFASs n-3 8.36+1.03° 12.58+1.03" 14.27+0.66" 18.97+0.78%
n-3/n-6 0.26+0.06 0.39+0.03 0.53+0.02 1.01+0.05
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Figura 12. Porcentaje de los acidos grasos por grupos identificados, en juveniles de Totoaba
macdonaldi bajo el régimen alimenticio de cuatro diferentes concentraciones de HUFAs n-3

en ladieta.
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(0.5%HUFAsn-3) (1%HUFAsn-3) (1.5%HUFAsn-3)

Tratamientos

14:0 16:1 n-7 18:2 n-6 20:5 n-3 (EPA)
16:0 18:1n -9 20:4 n-6 (ARA) 22:5 n-3 (DPA)
18:0 20:1 n-9 18:3 n-3 . 22:6 n-3 (DHA)

Figura 13. Porcentaje de los acidos grasos identificados individualmente, en juveniles de
Totoaba macdonaldi bajo el régimen alimenticio de cuatro diferentes concentraciones de

HUFAs n-3 en la dieta.
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VIl.  DISCUSION

VII.1. Crecimiento, supervivencia, eficiencia alimenticia e indice de

condiciéon

La sobrevivencia fue del 100% en todos los tratamientos. Las distintas dietas
fueron aceptadas por los peces y €stos no presentaron caracteristicas de alguna
patologia. Resultados similares fueron observados por Ibeas et al. (1994), quienes
evaluaron el efecto de diferentes niveles de HUFAs n-3 (0.76% al 2.94% en la
dieta), sobre el crecimiento y composicion de acidos grasos en juveniles de dorada
Sparus aurata. No se obtuvieron diferencias significativas en la mortalidad y no
observaron anormalidades morfologicas externas entre los grupos experimentales
durante el experimento. Kim y Lee (2004) efectuaron un experimento en juveniles
de lenguado japonés, Paralichthys olivaceus, evaluando el requerimiento de
HUFAs n-3 utilizando concentraciones de HUFAs n-3 de 0%, 0.4% 0.8% 1.2%
1.6% 2.0% 2.4% y una dieta que solamente contenia 1.2% de EPA, y reportan que
la supervivencia no fue afectada por el nivel de HUFAs n-3 en la dieta, en un

periodo experimental de 8 semanas.

Sin embargo, estos resultados difieren de los reportados para Pagrus major por
Takeuchi et al. (1990). Peces de 3.1 gr fueron alimentados con una dieta que solo
contenia el 0.03% de HUFAs n-3, y hubo una alta mortalidad y falta de apetito

después de la primera semana de alimentacion.

En el presente estudio, se observé una diferencia significativa en el peso final (gr)
de los organismos, donde el mayor crecimiento en peso (gr) se registré en los
juveniles de totoaba alimentados con la dieta formulada con 1.0% de HUFAs n-3
(15.56 + 0.30gr). Asi mismo, se encontraron diferencias significativas en la talla

final de los organismos, registrdndose longitudes finales significativamente
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mayores en los organismos alimentados con la dieta formulada con el 1.0%HUFAS

n-3) con valores de 119.62 +1.81mm.

Con base en la cuantificacion de los acidos grasos contenidos en la dieta en peso
seco Yy la regresiéon polinomial de segundo grado resultante entre la relacién del
contenido de HUFAs n-3 en la dieta y el peso ganado se estimé que el
requerimiento minimo de HUFAs n-3 en la dieta para juveniles tempranos de
totoaba es alrededor del 0.90%.

Estos resultados concuerdan con Kim y Lee (2004) quienes investigaron los
requerimientos de HUFAs n-3 en juveniles de lenguado japonés (Paralichthys
olivaceus) y observaron que el aumento en peso, la eficiencia alimenticia y la
relacion de la eficiencia proteica aumentd significativamente con el aumento de
HUFAs n-3 en las dietas hasta un nivel de inclusion del 0.8% de la dieta. Sin
embargo, el peso, la eficiencia alimenticia y la relacion de la eficiencia proteica
fueron disminuyendo gradualmente al incluir mas del 1.6% de HUFAs n-3 y hasta
un 2.4%, que resultd en la ganancia de peso mas baja. Utilizando la misma
metodologia que se uso para el presente estudio, los resultados de Kim y Lee
(2004) demostraron que el aumento de peso maximo se podria alcanzar con el
1.0% de HUFAs n-3 en la dieta.

Por su parte, Lochmann y Gatlin (1993) estudiaron el requerimiento de acidos
grasos esenciales en juveniles de corvina roja Sciaenops ocellatus donde
utilizaron dietas semi-purificadas con diferentes fuentes lipidicas y los niveles de
HUFAs fueron de 0.5%, 1.5% y 2.5% de la dieta. En su trabajo, determinaron que
los juveniles de corvina roja requieren aproximadamente el 0.5% de HUFAs n-3
para un crecimiento y supervivencia adecuado. Asi mismo, observaron que niveles
mayores a 1.5% HUFAs n-3 resultaron en menor ganancia en peso, haciéndose
mas evidente con la inclusion de 2.5% de HUFAs n-3, por lo que estos niveles de

HUFAs se consideraron excesivos También reportan que las dietas deficientes en
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acidos grasos esenciales (que sélo contenian palmitina C16 o oleato 18:1n-9)
redujeron el crecimiento y la eficiencia alimenticia y aument6 la mortalidad, asi

como erosioén en las aletas de los peces.

Leu et al., (1994) evaluaron el efecto de la dieta con HUFAs n-3, con niveles de
0.61%, 0.91%, 1.31%, 1.64% y 2.19% (total de HUFAs n-3 en la dieta) sobre el
crecimiento, eficiencia alimenticia y composicion de acidos grasos en la fraccion
polar de los lipidos en organismos de juveniles de sargo dorado Rhabdosargus
sarba. Reportan que no encontraron diferencias significativas en la ganancia en
peso con niveles de 1.3, 1.64 y 2.19% de HUFAs n-3 en la dieta. Al analizar todos
sus datos concluyeron que para el crecimiento maximo, los juveniles de sargo
dorado requieren aproximadamente 1.31% HUFAs n-3 en la dieta. De manera
similar Cowey et al. (1976) y Kanazawa (1988) reportan un requerimiento de
HUFAs n-3 del 1.0% de la dieta para el rodaballo Scophthalmus maximus vy el

lenguado japonés Paralichthys olivaceus.

Con respecto al crecimiento en peso, hay estudios en los cuales no se encontro
una relacion significativa entre el nivel de HUFAs en la dieta sobre el crecimiento.
Olsen y Henderson (1997) evaluaron alimentos con altos niveles de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS) en la trucha artica Salvelinus alpinus. Las dietas para el
estudio fueron formuladas con un incremento gradual de &cidos grasos
poliinsaturados. En las primeras dos dietas se utilizaron aceites de peces marinos
alcanzando un nivel de PUFAs de 250g Kg™ y 500g Kg™ del total de los lipidos y
otras dos dietas que contenian aceites vegetales 18:2 n-3 o 18:3 n-3, dando un
nivel de PUFAs de méas de 500 g Kg™ del total de los lipidos (las dietas contenfan
100g Kg™ de lipidos en peso seco). Reportaron que la mortalidad y el crecimiento

en el periodo experimental fueron similares en todos los grupos.

Logue et al, (2000) emplearon cuatro dietas con artemia emulsificada obteniendo
niveles de PUFAs n-3 de 6.6%z=0.1, 18.9%z=* 0.8, 31.3%+2.0 y 26.3%=0.9 del total
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de lipidos de la artemia emulsificada. Evaluaron la composicion de lipidos en
tejido, la produccion de prostaglandinas y tolerancia al estrés en juveniles de
lenguado Solea solea, reportaron que en estadios larvales y juveniles tempranos
las tasas de crecimiento no fueron significativamente diferentes entre los grupos.
Sin embargo, si demostraron que para esta especie una alimentacion deficiente en
acidos grasos altamente insaturados (20:5n-3 y 22:6n-3) causa una pérdida de la
resistencia a factores de estrés en las larvas como temperaturas altas y bajas,
hipoxia y baja salinidad. También reportan que esta deficiencia fue reversible al
alimentar a los organismos con la dieta que contenia el 18.9%z 0.8 de PUFAs n-3

observandose mayor resistencia con respecto a la dieta control.

Las necesidades de acidos grasos esenciales para un buen crecimiento varian
entre las especies y entre las diferentes etapas de desarrollo (Gatesoupe y Le
Millinaire, 1985). Los resultados de este trabajo son similares a lo reportado para
otras especies, ya que Sargent et al. (1989) concluyen que para estadios juveniles
de peces marinos el requerimiento es del 1% al 2% de HUFAs n-3 de la dieta en
peso seco, mientras que para los primeros estadios de desarrollo esta cantidad es
del 5 al 10% de HUFAs n-3.

Adicionalmente en este experimento se observo una disminucion en el peso y talla
final en los organismos alimentados con el nivel mas alto de HUFAs n-3 (1.43% de
la dieta) registrando los valores mas bajos de todos los tratamientos con valores
de 12.34+ 0.49gr y 110.13+0.92mm, respectivamente. Esto es similar a lo
reportado por Takeuchi y Watanabe (1979) quienes realizaron un experimento
para evaluar el efecto de cantidades excesivas de acidos grasos esenciales en el
crecimiento de la trucha arcoiris Salmo gairdneri, utilizando niveles cuatro veces
mayores al requerimiento establecido para este pez indujeron efectos adversos en
la tasa de crecimiento. Resultados similares han sido reportados para el besugo
Pagrus major por Takeuchi et al. (1992a) y para la palometa Pseudocaranx dentex

por Takeuchi et al. (1992b) y el lenguado Japonés por Kimy Lee (2004).
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Aunque los acidos grasos de las series n-3, n-6 y n-9 cumplen distintas funciones
dentro del organismo, esta claramente demostrado que es necesario incorporar
proporciones equilibradas de &cidos grasos saturados, monoinsaturados, y
poliinsaturados para asi definir el balance 6ptimo entre estos. La complejidad de la
nutricion lipidica reside en el hecho de que los cambios en las cantidades de los
acidos grasos de una serie alteran las proporciones de los otros. Por eso, una
dieta muy rica en acidos grasos saturados y/o monoinsaturados corre el riesgo de
ser parcialmente deficiente en acidos grasos esenciales, mientras que una dieta
gue contenga una cantidad excesiva de acidos grasos esenciales (i.e., 22:6 n-3),
es probable que sea mala como fuente de energia metabdlica para la B-oxidacion
(Sargent et al. 1999).

Los HUFAs n-3 en especial el DHA tiene un alto grado de insaturacion, por lo que
son mas susceptible a la oxidacion por la alta afinidad que tiene el oxigeno por los
enlaces dobles. Esto puede ser perjudicial, ya que niveles excesivos de HUFAs n-
3 en dietas sin antioxidantes adecuados, pueden dar lugar una alta oxidacion,
provocando variaciones en las proporciones de los distintos tipos de acidos grasos

y a la produccion de peréxidos y aldehidos altamente toxicos (Tacon, 1995).

La Tasa de Conversion Alimenticia (TCA) es una medida de qué tan
eficientemente un pez esta utilizando el alimento ingerido y transformandolo en
biomasa ganada (en términos de peso ganado) donde una menor TCA implica una
mayor eficiencia de alimento. Es importante mencionar que para un calculo
preciso del alimento total consumido es necesario cuantificar el alimento no
consumido retirando el alimento sobrante después de unas 2 horas y por
diferencia obtener el valor real del alimento ingerido. Se recomienda realizar este
procedimiento por lo menos en un 30% de los dias del periodo experimental y asi
obtener una cuantificacion mas precisa de la eficiencia de la utilizacion del
alimento. En este trabajo la mejor TCA fue obtenida en los peces alimentados con

la dieta formulada con un 1.0% HUFAs n-3, (Tabla 3). Este resultado esta dentro
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del intervalo reportado por Kim y Lee (2004) quienes encontraron que la mejor
eficiencia alimenticia del lenguado japonés resulté en los organismos alimentados
con 0.8y 1.2% de HUFAs n-3 y los valores mas bajos se observaron en los
organismos que fueron alimentados a partir de una dieta que contenia 1.6% de
HUFAs n-3, y alin menos en los organismos alimentados con 2.4% de HUFAs n-3
en la dieta.

En contraste, Leu et al. (1994) evaluaron el efecto del nivel de HUFAs n-3 en la
dieta de juveniles de sargo dorado Rhabdosargus sarba, y no encontraron
diferencias significativas en la eficiencia alimenticia con 1.31, 1.64 y 2.19% de
HUFAs n-3. Sin embargo, en la dieta con 2.19% de HUFAS n-3, se observo una
ligera reduccion en el Tasa de Conversion Alimenticia y una ligera mejoria en las
dietas con 1.31 y 1.64% de HUFAs n-3 comparadas con la dieta de 0.6% de
HUFAs n-3.

Algunos estudios utilizan el indice hepatosomatico para evaluar el efecto de los
componentes de la dieta (i.e. lipidos y carbohidratos) en el tejido hepatico. Por lo
general, en condiciones normales cada 6rgano de un organismo representa un
porcentaje mas o menos fijo del peso total del pez, independientemente de su
tamafo. Sin embargo, dependiendo de la especie y de las caracteristicas
nutricionales del alimento, los altos niveles tanto de carbohidratos como de lipidos
pueden tener un efecto sobre el peso y tamafio del higado (Shearer, 1994). Estos
cambios se dan por la acumulacién o reduccion en el contenido de glicogeno y

lipidos en el 6rgano.

En el presente trabajo, las dietas con diferentes concentraciones de HUFAs n-3 no
tuvieron un efecto significativo sobre el IHS de los organismos. Aunque no se
realizaron analisis proximales en el higado para determinar con exactitud que
nutriente causo las diferencias en peso, es posible considerar que en las dietas

con bajos niveles de HUFAs, el aumento en peso puede ser debido a la
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acumulacién de lipidos por la falta de fosfolipidos adecuados que faciliten el
transporte de estos del higado a otras regiones del cuerpo (Sargent et al. 1989).

Montero et al. (2001) investigaron el efecto combinado del estrés y las deficiencias
en acidos grasos esenciales en juveniles de dorada (Sparus aurata) sobre
diversos parametros bioldgicos y bioquimicos. Una de las dietas fue formulada en
base a los requerimientos de HUFAs n-3 (1.5% del total de la dieta) para la dorada
y la otra con tan solo 0.42%. Cada dieta se evalu6 en densidades de cultivo altas
y bajas (10 y 3.2 Kg m°, respectivamente). Los resultados indicaron que a pesar
de la densidad de poblacion, se registr6 un aumento significativo en peso del
higado y del IHS en los peces alimentados con la dieta deficiente en HUFAs n-3.
Los autores relacionan que este aumento en IHS con el aumento de lipidos totales
en el higado. Asi mismo, se observo que los hepatocitos de los peces alimentados
con dietas deficientes HUFAs n-3 presentaron sintomas de esteatosis hepatica
(higado graso) y migracion de nucleos hacia la periferia celular debido a la

acumulacion de lipidos.

El Factor de Condicion de Fulton (K) (Bagenal y Tesch, 1978) es un indice de la
condicion, robustez o estado de bienestar de los peces. Los resultados del factor
de condicién estan influenciados por la disponibilidad, cantidad y calidad del
alimento, cambios fisiolégicos de la especie y factores abioticos de cada sistema
(Wootton, 1990). En este estudio, el valor del K poblacional fue cercano a 1 (con
un intervalo de 0.91 a 0.96), indicando una buena condicién en los organismos

sometidos a los diferentes tratamientos.

Los resultados del presente estudio coinciden con lo reportado por Leu et al.
(1994) quienes no encontraron efectos significativos en el indice de condicion para
juveniles de sargo dorado alimentados con dietas suplementadas con niveles de
0.61%, 0.91%, 1.31%, 1.64% y 2.19% de HUFAs n-3. Asi mismo, en el trabajo de

Ibeas et al. (1994) no se encontraron diferencias significativas en el factor de
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condicién utilizando dietas con niveles de 0.19, 1.10 y 1.50% de HUFAs n-3 en

juveniles de dorada.

VII.2. Perfil de &cidos grasos en dietas

El andlisis de acidos grasos de las dietas demostr6 que la formulacion vy
manufactura de las dietas fueron relativamente exitosas, ya que se logré obtener
un incremento gradual positivo (i.e., correlacion de r?> =0.97) del contenido de
HUFAs n-3 en las dietas, en particular del DHA. Asi mismo, como era de esperase
el contendido de 18:1 n-9 y 18:2 n-6 en las dietas que contenian mas aceite de
maiz fue significativamente mayor y se observd una reduccion gradual negativa
conforme aumenté el contenido de aceite de higado de bacalao y Aqua-Grow en

las dietas (i.e., correlacion de r? =-0.95).

Sin embargo, aunque se realiz6 un gran esfuerzo por conseguir una fuente
proteica magra (musculo de tiburdn bajo en lipidos) y en eliminar el contenido de
lipidos de ésta, lavandola con etanol (i.e., se logré reducir a menos de 3% los
lipidos), aparentemente no fue lo suficiente para eliminar todos los HUFAs n-3, ya
gue la dieta formulada con 0% de HUFAs n-3 y solo aceite de maiz (rico en 18:1 n-
9 y 18:2 n-6) contenia el 0.45% de HUFAs n-3 del peso seco de la dieta. No
obstante el objetivo de lograr concentraciones incrementales de HUFAs n-3 en las

dietas fue exitoso, logrando obtener resultados dosis- respuesta.

VII.3. Perfil de acidos grasos en las dietas y organismos

La dieta es el factor mas importante que influye sobre la composicion de acidos
grasos de los peces (Cowey y Sargent, 1972). El perfil de acidos grasos en
juveniles de totoaba muestra muchas caracteristicas que ya se han observado en
estudios realizados para determinar el requerimiento y perfil de acidos grasos

esenciales de otras especies. Por lo general el perfil de acidos grasos en la dieta
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tiene un efecto importante en el perfil de acidos grasos de organismos, en
particular en el de los &cidos grasos esenciales. El contenido de HUFAs n-3 en los
organismos aument6 conforme increment6 el nivel de HUFAs n-3 en la dieta (i.e.,
correlacion del r? = 0.96), por lo que se demuestra la influencia del porcentaje

contenido en la dieta sobre la proporcién de estos en los organismos.

Los juveniles de totoaba mostraron un nivel bastante uniforme de &cidos grasos
saturados, independientemente de su nivel de inclusion en la dieta. Por ejemplo,
aunque habia una diferencia de casi el doble de la concentracion de acidos grasos
saturados en la dietas experimentales (i.e., la dieta formulada con 0% HUFAS n-3
con un valor de 17% vs. la dieta formulada con 1.5%HUFAs n-3 con un valor de
32% la diferencias en la concentracion de estos acidos grasos en el tejido de los
organismos solo varié en un 7%. Esta caracteristica también se ha observado en
el bagre de canal, Ictalurus punctatus, (Stickney y Andrews 1971), la trucha arco
iris (Yu et al. 1977) y el salmén (Oncorhynchus tshawytscha) (Mugrditchian et al.
1981).

Los acidos grasos mas abundantes detectados en los juveniles de totoaba fueron
en primer lugar (por orden de abundancia, aunque vario segun la dieta): el 18:2n-6
y 18:1n-9 y en segundo lugar 16:0, 22:6n-3 y18:0 (Figura 13). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Lopez et al. (2006), quienes caracterizaron el
perfil de acidos grasos de juveniles silvestres y cultivados de Totoaba macdonaldi.
En organismos cultivados reportaron como los mas abundantes al 18:1 n-9 y 18:2

n-6 y en segundo lugar al 22:6 n-3, 18:0y 16:0.

De manera similar, Garcia y Pacheco (2003) trabajaron con dos especies de
Sciaenidos (Cynoscion reticulatus y Cynoscion xanthulus), y encontraron que el
16:0, 18:0 y 18:1n-9 estuvieron presentes en mayor concentracion en C.
reticulatus, mientras que en C. xanthulus los acidos grasos con mayor porcentaje
fueron el 16:0, 18:1n-9y 22:6n-3.
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Con base en los resultados presentes en este trabajo, podriamos asumir que los
juveniles de totoaba alimentados con dietas ricas en aceite de maiz y deficientes
en HUFAs n-6, no fueron capaces de transformar el 4cido linoleico (18:2 n-6) en
un &cido graso mas esencial de cadena mas larga y mas insaturado, el 20:4 n-6.
Es bien conocido que los peces marinos son incapaces de producir acidos grasos
altamente insaturados (HUFAS) a partir de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)
a una tasa fisiol6gicamente significativa debido a una capacidad enzimatica
limitada de elongacion y desaturacion (A-5-desaturasa) y de la sintesis de DHA a
partir de otros PUFAs, siendo por lo tanto esenciales los acidos grasos de 20 y 22
carbonos, 20:4 n-6, 20:5n-3 y 22:6n-3 (Kanazawa, 1997). Por ejemplo, se ha
determinado que existe una insuficiencia metabdlica en las vias de conversion del
complejo multienzimatico de elongasas y desaturasas por lo que existe una
incapacidad para convertir el 18:2 n-6 a 20:4 n-6. (Bell y Sargent 2003) (Zheng et
al. 2004).

El acido docohexaenoico (DHA, 22:6n-3), fue el HUFAs n-3 que se encontrd en
mayor proporcion en los tejidos de los organismos, con valores que oscilaron entre
el 6 y el 15% de los acidos grasos identificados. Como es bien conocido, el DHA
tiene mayor funcion y valor biolégico como acido graso esencial en comparacion
con el EPA (Watanabe, 1993) y por lo tanto presenta un mayor requerimiento, ya
gue el DHA es el componente mayoritario en las membranas celulares dando
estructura y funcionalidad (fluidez) a éstas. Este acido graso esencial es
particularmente importante en el desarrollo del tejido nervioso y de la retina,
siendo el principal acido graso presente en los fotorreceptores (conos y bastones)
Sargent et al., (1995).
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VIIl.  CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontraron diferencias significativas en crecimiento y la
eficiencia de la utilizacién del alimento en juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dietas con diferentes niveles de HUFAs n-3. De acuerdo a las
condiciones experimentales utilizadas, los juveniles tempranos de T. macdonaldi
requieren aproximadamente de 0.9% al 1.0% de HUFAs n-3 en la dieta para lograr

un crecimiento y desarrollo adecuado.

De manera similar hubo una clara diferenciacion en los perfiles de acidos grasos
encontrados en las dietas y los organismos, se observo claramente la influencia
de la dieta en la acumulacion de acidos grasos en los organismos en particular en

los acidos grasos esenciales.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son de especial importancia por
tratarse de una especie poco conocida y con un alto potencial acuicola, por lo que
el requerimiento de informacién nutricional para su cultivo exitoso es de suma

importancia.
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IX. RECOMENDACIONES

Con base a los resultados de este trabajo y dada la escasa informacion sobre la
nutricion de T. macdonaldi, se sugiere profundizar en el conocimiento de los
requerimientos nutricionales de esta especie y el uso de dietas formuladas
tomando en consideracion las concentraciones éptimas de HUFAs de la serie n-3
y n-6, asi como las relaciones 6ptimas de DHA/EPA/ARA, para estadios juveniles

de totoaba.

Realizar experimentos donde se mantengan en cultivo experimental los juveniles
por un periodo mas prolongado, de tal forma que permita evaluar por mas tiempo

el crecimiento, la supervivencia e indices de condicion.

Llevar a cabo el retiro de alimento no consumido por los organismos después de
2 horas, porlo menos en un 30% de los dias del periodo experimental, con el fin
de hacer un calculo mas preciso del alimento total consumido y asi obtener una

cuantificacion exacta de la eficiencia de la utilizacion del alimento.

Realizar estudios para caracterizar los efectos fisiologicos en juveniles de totoaba

causados por una deficiencia o exceso de HUFAs n-3 en la dieta.
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