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Resumen de la tesis que presenta Eloy Eduardo Yen Ortega como requisito parcial para la obtencion del grado de Doctor en Ciencias en Acuicultura.

Desempeiio bioldgico de juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatados a diferentes temperaturas y alimentados con distintos niveles de
inclusion de harina de soya en la dieta

Resumen aprobado por:

Dra. Médnica Hernandez Rodriguez Dr. Juan Gabriel Correa Reyes
Codirectora de tesis Codirector de tesis

En el presente trabajo se evaluaron los pardmetros de crecimiento, indices productivos, la composicién de acidos grasos en el musculo, los
pardmetros sanguineos, la preferencia térmica y la resistencia térmica de juveniles de Totoaba macdonaldi en respuesta a la temperatura de
aclimatacion (23, 26 y 29 °C) y al remplazo del 32, 43 y 56% de la harina de pescado (HP) por harina de soya (HS) en la dieta. Después de 61 dias de
cultivo la interaccién de estos factores no afecté la supervivencia, la concentracidn y el tipo de acidos grasos del musculo y la concentraciéon de
glébulos rojos (GR) de los peces. En estas tres temperaturas, el remplazo de HP por HS afectd la concentracion de proteinas totales (PT), albuminas
(ALB), globulinas (GLOB), glucosa (GLU), triglicéridos (TG), aspartato aminotransferasas (AST), alanina aminotrasferasas (ALT) y la relacion
albumina:globulina (ALB:GLOB) de los peces. El factor de conversidn alimenticia, la concentracién de glébulos blancos (GB), la concentracién GLU,
TG, AST, ALT y la resistencia térmica de los peces aclimatados a 23 y 26°C fueron afectados por la dietas con harina de soya, mientras que a 29 °C,
influyd en el peso promedio, la ganancia en peso, la tasa de crecimiento especifico (TCE), la tasa de eficiencia proteica (TEP), el factor de condicion,
el coeficiente de crecimiento térmico, el hematocrito (Htc), el volumen corpuscular medio (VCM) y la temperatura preferida. La temperatura de
aclimatacion 23 y 26 °C tuvo un efecto en el peso promedio, la TCE, la ganancia en peso, la TEP, la concentracién de AST y ALT, la temperatura
preferida y la resistencia térmica, mientras que la interaccion temperatura-dieta afectd la concentracidn de GB, ALB, TG y la relacion ALB:GLOB de
los peces en 23 y 26°C. La menor concentracién de algunos componentes de la quimica sanguinea (PT, ALB, GLOB, GLU y TG) se presenté a 23y 26
°C con la dieta control (D0%) y cuando la HP se sustituyd en un maximo de 32% (D1). La temperatura preferida mas alta (27.72 °C) se registrd en
los peces aclimatados a 23 °C, mientras que la mayor resistencia térmica (39.83 °C) se presento en las totoabas aclimatadas a 29 °C y alimentadas
con un 56% de HS en la dieta. Independientemente de la temperatura de aclimatacidn, cuando el porcentaje de HS en la dieta fue mayor, la
concentracién de GB, PT, ALB, GLOB, GLUC, TG, AST y ALT aumentd, mientras que la temperatura preferida de los peces aclimatados a 29 °C, y la
resistencia térmica de los aclimatados a 23 y 26 °C disminuyd. En este contexto, los resultados de este trabajo muestran los posibles efectos que
podria tener un alto porcentaje de HS (>32%) en la dieta de T. macdonaldi. Por tal motivo, es necesario complementar estos estudios con la
evaluacion de otros aspectos sanguineos y de fisiologia energética con el objetivo de comprender el efecto del remplazo de la HP por HS en la salud
y la resistencia térmica de esta especie bajo diferentes condiciones térmicas.

Palabras Clave: temperatura, harina de soya, biologia térmica, hematologia, quimica sanguinea, Totoaba macdonaldi



Abstract of the thesis presented by Eloy Eduardo Yen Ortega as a partial requirement to obtain the Doctor of Science degree in Aquaculture.

Biological performance of juveniles Totoaba macdonaldi, acclimated to different temperatures and levels of inclusion of soybean meal in diet.

Abstract approved by:

Dra. Médnica Hernandez Rodriguez Dr. Juan Gabriel Correa Reyes
Codirectora de tesis Codirector de tesis

This study evaluated the growth parameters, productive indices, muscle fatty acid profile, blood parameters, thermal preference and thermal
resistance of juveniles of Totoaba macdonaldi in response to acclimation temperature (23, 26 and 29 °C) and replacement of 32, 43 and 56% of
fishmeal (FM) by soybean meal (SBM) in the diet. After 61 days of culture none of these factors or their interaction affected the survival, muscle
fatty acids and red blood cell concentration (RBC) of fish. In these three temperatures, the replacement of FM by SMB affected the concentration
of total proteins (TP), albumin (ALB), globulins (GLOB), glucose (GLU), triglycerides (TG), aspartate aminotransferases (AST), alanine
aminotransferases (ALT), and the albumin:globulins (ALB: GLOB) ratio of fish. At 23 and 26 °C, the replacement of the FM affected the feed
conversion factor, white blood cell (WBC), GLU, TG, AST, ALT concentration, and the thermal resistance. While the average weight, the weight gain,
the specific growth rate (SGR), the protein efficiency rate (PER), the condition factor, the thermal growth coefficient, the hematocrit (Htc), the
mean corpuscular volume (MCV), and the preferred temperature were affected by the 29°C condition. The acclimation temperature had an effect
on the average weight, SGR, weight gain, PER, AST and ALT concentration, preferred temperature, and thermal resistance of T. macdonaldi at 23
and 26 °C, while the temperature-diet interaction affected the concentration of GB, ALB, TG, and ALB:GLOB ratio of fish. The lowest concentration
of some parameters of blood chemistry (TP, ALB, GLOB, GLU, and TG) occurred at 23° and 26 °C with control diet (D0%), and when FM was replaced
by a maximum of 32%. The highest preferred temperature (27.72 °C) was registered in fish acclimated at 23 °C, while the highest thermal resistance
(39.83 °C) was found in organisms acclimated at 29 °C and fed with 56% SBM in the diet. Regardless of the acclimation temperature, when the
percentage of SBM in the diet was higher, the concentration of WBC, TP, ALB, GLOB, GLUC, TG, AST, and ALT increased. While the temperature
preferred by acclimated fish at 29 °C, and thermal resistance of the acclimated at 23° and 26 °C decreased. In this context, the results of this work
show the possible effects the a high percentage of SBM (> 32%) could have in the diet of T. macdonaldi. For this reason, it is necessary to
complement these studies with the evaluation of other blood aspects and energy physiology in order to understand the effect of the replacement
of FM by SBM on the health and thermal resistance of this species under different thermal conditions.

Keywords: Temperature, soybean meal, thermal biology, hematology, blood chemistry, Totoaba macdonaldi
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Capitulo 1. Introduccidn

En el drea de la produccion de alimentos, la acuicultura es el sector de mayor crecimiento a nivel mundial en los ultimos afios. Durante el periodo

comprendido entre 2001 a 2016, el crecimiento anual registrado por esta actividad acuicola fue de 5.8% (FAO, 2018).

En el afio 2016, la produccidon por acuicultura fue de 110.2 millones de toneladas (equivalente a 243,500 millones de USD), de las cuales 80 millones
correspondieron a peces para consumo humano con un valor de 231, 600 millones de USD. En este mismo afio, la produccién de peces de cultivo
superd a las capturas de peces del medio natural en 37 paises pertenecientes a todas las regiones, excepto Oceania (FAO, 2018). Asi mismo, se
produjeron 51.4 millones de toneladas de peces en aguas continentales lo cual representd el mayor porcentaje (64.2%) del total de peces
cultivados. En cuanto a los peces marinos y costeros, su produccidon es menor que la de peces de agua dulce ya que sdlo representan 28.7 millones
de toneladas. A pesar de ello, su valor (67, 400 millones de USD) esta alrededor del 29.10 % del valor total para todos los peces cultivados (FAO,
2018). Esto se debe a que gran parte de las especies marinas cultivadas tienen un valor unitario superior al de la mayoria de peces cultivados en

agua dulce (FAO, 2014).

En la actualidad el cultivo de peces marinos contintia experimentado un crecimiento a nivel mundial. Esto probablemente se debe al desarrollo y
la optimizacién de tecnologias de cultivo y al mejoramiento de las técnicas de produccién, lo que ha permitido incrementar el nimero de especies

sobre las cuales es factible una produccién a nivel industrial (Martinez-Lagos y Garcia-Lopez, 2009).

En México, aproximadamente el 80% de los cultivos de peces son de tipo extensivo, en los cuales se obtiene un bajo rendimiento. La acuicultura
dulceacuicola es la que ha tenido un mayor desarrollo, mientras que los cultivos de especies de aguas marinas y salobres adn son escasos
(Norzagaray-Campos et al., 2012). Para que la actividad acuicola en México mejore, no sdlo es necesario el desarrollo de estudios enfocados a
hacer mas eficiente cada una de las etapas de produccién, sino también, el cultivo de un mayor nimero de especies con potencial biolégico. De
lograrse lo anterior, la acuicultura serd una importante alternativa para el desarrollo de México ya que no sélo aportara beneficios econémicos,
sino también, sera una importante opcidn para repoblar las regiones naturales sobreexplotadas y para la produccién de alimentos de consumo con

alto valor nutricional (SAGARPA, 2001-2006).

En este contexto, el conocimiento del estado de salud y de los requerimientos nutricionales de los organismos de cultivo, son aspectos clave que
pueden contribuir al éxito de la actividad acuicola (Vizcaino-Pérez, 2012). El conocimiento de sus requerimientos nutricionales y de su composicién
bioquimica proximal, son elementos indispensables para la formulacidn de dietas especificas que promuevan el crecimiento y la reproduccién
(Espinoza y Labarta,1987; Lopez et al., 2006; Nates, 2016). Por tal motivo, uno de los principales retos de la nutricién acuicola es la formulacion y
elaboracion de alimentos balanceados que cubran los requerimientos nutricionales de los organismos. Estas dietas deberdn estar formuladas de
tal manera que promuevan en la medida de lo posible, una alta retencion y asimilacidn de los principales nutrientes (Pirozzi et al., 2010, Tacon et
al., 2011). En particular, para la alimentaciéon de los peces, el conocimiento de sus necesidades proteicas es de gran importancia (Nates, 2016), ya

que las proteinas son consideradas como nutrientes esenciales por las diversas funciones biolédgicas en las que participan (Webster y Lim, 2002).

La acuicultura se enfrenta al reto de la diversificacion de especies con potencial de cultivo para fomentar el crecimiento de esta actividad, por lo

que es de gran relevancia la generacion de conocimiento sobre especies con potencial acuicola como Totoaba macdonaldi. Por este motivo, es de
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gran importancia determinar los requerimientos nutricionales y fisioldgicos de los peces, ya que de esto dependerd el que puedan ser cultivados

en las condiciones que favorezcan su desempefio bioldgico (NRC 2011; Nates, 2016).

1.1 Generalidades de Totoaba macdonaldi

La Totoaba macdonaldi (familia Sciaenidae) es una especie endémica del Golfo de California (Cisneros-Mata et al., 1997) que tiene gran potencial
para su desarrollo acuicola (Rueda-Ldépez et al., 2011; Pérez-Veldzquez et al., 2016). Es una especie que alcanza tallas de hasta 2 metros de longitud,
un peso de 135 kilogramos en la edad adulta (Roman-Rodriguez y Hammann, 1997) y puede llegar a vivir hasta 25 afios (Roman-Rodriguez, 1994
en: Cisneros-Mata et al., 1995). De las especies que integran la familia Sciaenidae, T. macdonaldi alcanza los mayores pesos y longitudes (Flanagan
y Hendrickson, 1976). El mayor crecimiento se presenta en sus dos primeros afios de vida y disminuye alrededor del sexto o séptimo afio, cuando
alcanza la primera madurez sexual, a partir de los 12 a 14 afios de edad, la curva de crecimiento presenta una asintota (Roman-Rodriguez y

Hammann, 1997).

La distribucion geografica de T. macdonaldi comprende desde el Delta del Rio Colorado hasta Bahia Concepcién 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-
Judrez y Ramirez-Gonzalez, 1987). De acuerdo a Berdegué (1995 en: Valdez-Mufioz, 2010), T. macdonaldi realiza dos migraciones anuales; la
primera probablemente para huir de las temperaturas cdlidas de los meses de verano en las aguas litorales del Golfo, movimiento que le permite
refugiarse en aguas profundas y frias, y la segunda, para reproducirse en las aguas salobres del Rio Colorado, la que ha originado que sea clasificada

como una especie “anadroma”.

La totoaba esta clasificada como un depredador tope del mar de Cortés (Cisneros-Mata et al., 1995). En su etapa de juveniles, ademas de anfipodos
suelen alimentarse de crustdceos o de pequenas lisas y chanos, mientras que en su etapa adulta, consumen crustdceos como las jaibas y peces

peldgicos como anchovetas y sardinas (Arvizu y Chavez, 1972; Cisneros-Mata et al., 1995).

1.2 Antecedentes de captura de Totoaba macdonaldi

A principios del siglo XX, la pesqueria de totoaba fue una de las pesquerias mds importantes en el noroeste de México. Los primeros registros de
esta actividad corresponden al afio de 1920, periodo en el que se pescé de manera indiscriminada, con el objetivo de satisfacer la alta demanda
de la vejiga natatoria (cominmente llamado, “buche”) en el mercado asidtico (Flanagan y Hendrickson, 1976). Debido al auge de la
comercializacién de la vejiga natatoria, en 1942 se capturaron 2,261 toneladas de totoaba, que representa la captura mas grande de la que se
tenga registro. Como resultado de la continua sobrepesca, las poblaciones comenzaron a disminuir alrededor de 1960 (Arvizu y Chavez 1972;
Valenzuela-Quifionez et al., 2015) y afos después, la situacion se volvié mas critica lo que origind que se declarara el cierre de la pesqueria en los

afios 70 (Arviza y Chéavez, 1972). Ante esta situacidn, el gobierno de México decretd una veda total indefinida en 1975, la cual aun esta vigente
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(Diario Oficial de la Federacién, 1975). En 1976 T. macdonaldi fue clasificada en peligro de extincidn por la Convencién Internacional para el Trafico
de Especies en Peligro (Apéndice |) y en 1979 por el Servicio Nacional de Pesquerias Marinas de los Estados Unidos de América (registro federal
44(99): 29478-29480). En la actualidad, es la Unica especie marina de escama considerada en peligro de extincion en México e incluida en el

Programa de Vida Silvestre 1995-2000 (INEC, SEMARNAT, 1995).

En la busqueda de alguna posible solucién ante el estado critico de las poblaciones naturales de T. macdonaldi, el gobierno de México autorizé el
registro de algunas Unidades de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMAs) por parte de la Direccién General de Vida Silvestre (DGVC)
perteneciente a la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). Estas UMAs fueron autorizadas con el objetivo de realizar
trabajos de investigacidn que permitieran generar informacién sobre aspectos de reproduccidn, aprovechamiento extractivo y repoblamiento

(CEMDA, 2017).

Actualmente los programas que existen bajo la figura de UMA son: 1. Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Universidad Autonoma de Baja
California (UABC), 2. Instituto de Acuicultura del Estado de Sonora - Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES): 3.
Earth Ocean Farms S.A. de C.V.; 4. Pacifico Acuaculture S.A de R. L. de C.V.; 5. Frutos del Mar seccion Bahia de Altata y 6. Cygnus Ocean Farms S.A.
de C.V./DENEB (CEMDA, 2017). En cuanto a la liberacién de organismos con fines de repoblamiento sdlo se tiene informacién de las UMA a cargo
de la UABC, la cual liberé 101, 270 ejemplares en un periodo comprendido entre 1997 a 2016; del CREMES que liberd 134,722 peces entre 2012 a
2016 y de Earth Ocean Farms que liberé 16,500 juveniles entre 2015-2016, lo que da un total de 252,492 ejemplares liberados al medio natural
(CITES, 2016).

La totoaba es una especie con potencial en la acuicultura y para consolidar su cultivo, es indispensable continuar generando los conocimientos que
fortalezcan las diferentes etapas de su cultivo. Entre los temas relevantes, diferentes aspecto de su fisiologia y nutricion, son fundamentales, ya

que al ser una especie de habitos carnivoros, es un requisito que su dieta contenga altos porcentajes de proteina.

1.3 Importancia del estudio de las proteinas

Las proteinas representan mas del 50 % del peso seco de la mayoria de las células y estan involucradas practicamente en casi todas las funciones
que realiza un organismo (Reece et al., 2017). Las proteinas son de gran importancia ya que participan a nivel estructural (como el colageno vy la
elastina, presentes en el tejido conectivo), como enzimas (las amilasas, la glucosidasas, las proteasas, las lipasas) para acelerar reacciones
bioquimicas especificas, en los mecanismos de defensa contra enfermedades (anticuerpos especificos en el reconocimiento de virus y bacterias) y

como hormonas (hormona del crecimiento), entre otras funciones (Dumas et al., 2007; NRC, 2011; Audesirk et al., 2017; Reece et al., 2017).

Las proteinas contenidas en el alimento consumido por los peces, son hidrolizadas para liberar los aminodcidos que las componen, los cuales, son
absorbidos en el tracto intestinal y transportados por el torrente sanguineo a los distintos érganos y tejidos (Wilson, 2002). Debido a la importancia

de los aminodcidos, es recomendable que sean incluidos en la dieta en la cantidad y la composicidon que el organismo requiere, ya que son
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empleados para diversas funciones bioldgicas como la sintesis de nuevas proteinas durante el crecimiento, la reproduccién o para el reemplazo de

proteinas existentes (Audesirk et al., 2017; Reece et al., 2017).

En cuanto a la composicién corporal de los peces, las proteinas son los compuestos organicos mas abundantes, ya que equivalen al 65 a 75% del
total respecto al peso seco (Wilson, 2002). Se ha comprobado que para un crecimiento y reproduccidn adecuados, los requerimientos nutricionales
de los peces, son similares a los de otros animales, sin embargo, los peces tienen un mayor requerimiento de proteina, por lo que son alimentados

con dietas cuyos porcentajes van de 25 a 45% (Webster y Lim, 2002; Davies y Gouveia, 2010; NRC, 2011; Nates, 2016).

Cuando los peces se alimentan con dietas que no cubren sus requerimientos proteicos, el crecimiento disminuye o se interrumpe totalmente, lo
gue ocasiona una reduccion del peso corporal, causado por el metabolismo de las proteinas del tejido muscular y por los costos del mantenimiento
de aquellas proteinas que desempefian funciones de mayor relevancia, como las que integran el tejido cerebral (Wilson, 2002). Por el contrario,
cuando se alimentan con un exceso o con proteinas de mala calidad, éstas no son aprovechadas eficientemente, lo cual lleva a una baja capacidad
de sintesis de nuevas proteinas y su uso para la produccion de energia (Lovell, 2002; NRC, 2011), lo que conlleva un incremento en los costos de

produccién en cualquier cultivo (Ahmad et al., 2010).

Tomando en cuenta el porcentaje de proteina que se encuentra en el cuerpo (Ahmad et al., 2010) y que son los nutrientes mas caros para elaborar
los alimentos de organismos acuaticos cultivados (Sargent et al., 2002; Hepher, 2009; NRC, 2011), es de gran importancia el desarrollo de estudios

en los que se determine la cantidad y la calidad de proteina requerida para cada especie y etapa de vida (Craig, 2009).

Los niveles de proteina cruda en la formulacidon de las dietas para acuicultura, varian en funcion de los requerimientos de cada especie. En general,
el intervalo en el que se han utilizado estd entre el 25 al 65% (Nates, 2016). Los porcentajes de inclusién de proteina dependen de factores como
la edad (a menor edad mayor es el requerimiento); la etapa de vida (es mayor para las primeras etapas que para juveniles o adultos) o de variables
ambientales como la temperatura (normalmente a mayor temperatura el requerimiento es mayor) (Webster y Lim, 2002; NRC, 2011). De igual
manera, se debe tomar en cuenta el tipo de organismo del que se trata (peces o crustaceos); si son marinos, de agua dulce o salobre, sus habitos

alimenticios (carnivoros>herbivoros>omnivoros) (Wilson, 2002), entre otros factores (Nates, 2016).

1.4 Sustitucion de la harina de pescado (HP) en la dieta de peces

Tradicionalmente la harina de pescado (HP) se ha utilizado como la fuente principal de proteina para la elaboracién de alimentos balanceados en
acuicultura (Dersjant-Li, 2002). Esto es debido a su elevado contenido de proteina, buen balance de aminoacidos esenciales, alta digestibilidad,
elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la serie n-3, minerales y otros ingredientes (Watanabe, 2002; Ayodele,

2010; NRC, 2011).

La HP se obtiene principalmente de peces pelagicos, cuyas poblaciones naturales se encuentran en un nivel critico (Hardy y Tacon, 2002; Merrifield

et al., 201; Olsen y Hasan, 2012; FAO, 2016). Las poblaciones de peces marinos explotadas (a un nivel biolégicamente sostenible) han mostrado
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una tendencia a la baja ya que de estar en un 90% en 1974 disminuyeron a un 66.9% en el 2015 (FAO, 2018). Derivado de esta situacion, la
produccién de HP alcanzé su maximo en 1994 (30 millones de toneladas equivalente como peso vivo), en los afios siguientes se ha presentado una

tendencia fluctuante, aunque generalmente a la baja (FAO, 2018).

En el afo 2016, el pescado utlizado para la produccidn de HP, se redujo a menos de 15 millones de toneladas (a menos del 50% respecto a 1994)
debido a la disminucidn en las capturas de anchoveta (FAO, 2018). Con base en estos registros, se ha planteado que las poblaciones de peces
peldgicos no aumentaran y por lo tanto, la cantidad de pescado requerida para satisfacer la creciente demanda de harina y de aceite no sera
suficiente, situacién que traera como consecuencia que los precios de estos insumos aumenten considerablemente (Merican y Sanchez, 2016; FAO,
2018). Estas predicciones han causado una gran preocupacidon en el sector acuicola, ya que la mayoria de las dietas para acuicultura y
especificamente para el cultivo de peces marinos, depende en gran medida de la harina de pescado como fuente principal de proteina (Watanabe,

2002; Tocher y Glencross, 2015).

Como una medida para satisfacer la alta demanda de HP, desde hace algunos afios se han utilizado los subproductos de pescado que antes se
descartaban, con el fin de aumentar la produccién de harinas, sin embargo, esto podria bajar la calidad nutricional de los peces cultivados como
fuente de alimento debido a un menor contenido de proteinas o al aumento en la cantidad de ceniza (minerales) (FAO, 2018). En este contexto,
es prioridad que la acuicultura no dependa de fuentes proteicas obtenidas de stocks finitos de peces, por el contrario, es necesario buscar fuentes
alternativas de proteinas, que mediante su inclusion en las dietas, permitan producir peces de alta calidad nutricional sin comprometer su salud,

evitando el impacto alambiente y asegurando la rentabilidad econémica del cultivo (Hardy, 2006, Turchini et al., 2009; Ayodele, 2010).

De las proteinas alternativas que se han utilizado para la elaboracién de dietas para acuicultura, se encuentran las proteinas aportadas por las
harinas vegetales (HVs) obtenidas a partir del trigo, el maiz, el gluten, los guisantes, los frijoles, el cacahuate, el girasol, la canola y la soya, entre
otros (NRC, 2011). Algunas de las razones por las que estas HVs se han utilizado, son: 1. presentan una similitud a la HP en cuanto a la digestibilidad
aparente de sus proteinas y de aminodcidos; 2. al elevado porcentaje de proteina que tienen, principalmente cuando se utilizan como concentrados;

3. son faciles de conseguiry 4. generalmente son de bajo costo (Dersjant-Li, 2002; Hardy, 2006).

La sustitucion de las proteinas de la HP mediante la inclusién de HVs el la formulacién de alimentos se ha realizado desde hace tiempo, sin embargo,
hasta el momento no ha sido posible sustituir el 100% de la proteina de origen animal en la dieta, ya que las HVs carecen de algunos nutrientes
esenciales (Tacon, 1989), como los aminoacidos esenciales (AAE) lisina y metionina (Gatlin et al., 2007) y tienen ingredientes mas complejos que
los presentes en la HP (Glencross et al., 2007). Por esta razon, es necesario el desarrollo de investigaciones no sélo enfocadas a evaluar el valor
nutricional de las HVs que ya se usan, también se deben establecer los porcentajes en los que se pueden incluir en las dietas, para mantener o

mejorar su calidad nutricional y para buscar la viabilidad de nuevas alternativas.

1.4.1 Sustitucion de HP por harina de Soya (HS)

El valor nutricional de una harina que es empleada como fuente de proteina esta principalmente relacionado con su contenido proteico y

composicion de aminoacidos esenciales (arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triftéfano y valina). Sin
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embargo, se deben considerar otros factores importantes, como la biodisponibilidad de carbohidratos, lipidos y vitaminas o la presencia de
componentes anti nutricionales (Francis et al., 2001; Watanabe, 2002). Cuando se pretende reemplazar la HP por HVs en la formulacion de
alimentos para acuicultura, se debe considerar que algunas plantas tienen elevados contenidos de carbohidratos de poco valor nutricional para los
peces (principalmente para los de habitos carnivoros) y son deficientes en algunos AAE como la lisina y mietiona (Gatlin et al., 2007). Entre las
fuentes de HVs, la harina producida a partir de la soya (HS) es considerada como una de las de mejor calidad, debido a su gran valor nutricional
para el consumo humano y animal (Martin, 1998). La HS generalmente tiene un buen balance de aminodcidos, especificamente elevados niveles
de isoleucina, lisina, treonina, triftéfano y valina (Cromwell, 2012); es resistente a la oxidacidn, tiene un bajo o nulo contenido de organismos
patogenos (Swick et al., 1995) y presenta una buena composicion de acidos grasos poliinsaturados n-3 y grasas insaturadas (Salgado y Donado-

Pestana, 2011).

La harina de soya se obtene a partir de la leguminosa Glycine max, considerada como una de las plantas de mayor importancia a nivel mundial para
la obtencién de proteinay aceite (Sugiyama et al., 2015). Esto en parte se debe a que tiene el porcentaje de proteina mas alto (40-42%) comparado
con otros alimentos de origen vegetal y en cuanto a su contenido de aceite, sdlo es superado por el cacahuate (Robert, 1986 en: Pagano y Miransari,

2016).

Aungue la HS es deficiente en algunos AAE (Gatlin et al., 2007; Cromwell, 2012), ha sido empleada para reemplazar la HP en el cultivo de peces y
camarones (Dersjant-Li, 2002; Glencross et al., 2004) con resultados favorables con valores de inclusion en el alimento de hasta un 90%
(dependiendo de la especie). Kaushik et al. (2004), reemplazaron la HP desde un 2% al 100% por una mezcla de HS y harina de canola (HC) en un
cultivo de Dicentrarchus labrax por 12 semanas. Los autores no encontraron diferencias en la digestibilidad aparente de las dietas, ni en la eficiencia
alimenticia, mientras que el crecimiento de los organismos fue favorable independientemente de la dieta recibida. En Pagrus major alimentado
por 56 dias con dietas con sustitucion de HP por HS en un 70, 80 y 90%, no se encontraron diferencias en el peso final, en la tasa de crecimiento
especifico, ni tampoco afectaron la composicidon proximal del musculo ni los parametros somaticos de los peces (Kader et al., 2012). También se
ha utilizado proteina de HS genéticamente no modificada (HS 3011: en un 50, 60 y 70% y HS 3032: en un 40, 50 y 60%) complementada con lisina
(3.2%), metionina+cisteina (2%) y taurina (1.5%) en una dieta para el cultivo de juveniles de Seriola lalandi (Buentello et al., 2015). Los resultados

indicaron que los organismos alimentados por 10 semanas con 50 y 60% de la HS 3032 tuvieron el mejor crecimiento.

En un estudio con Lates calcarifer, se sustituyo el aceite de pescado (AP) por aceite de salvado de arroz y la HP por una mezcla de HS y harina de
ave de corral en la dieta (Glencross et al., 2016) y se observd que aunque se presentd una reduccidn en la ingesta del alimento y el peso de los
organismos, es posible utilizar esta fuente alternativa de proteinas para el cultivo de esta especie. Garcia-Ortega et al. (2016) analizaron la mezcla
de HS, concentrado de proteina de soya (CPS) y harina de alga (Schizochytrium limacinum) como un sustituto de la HP y de calamar en un 20,40y
80 %, asi como del AP en un 60y 20% en las dietas para Epinephelus lanceolatus. Los mejores resultados de crecimiento y eficiencia de alimentacidn
se presentaron en la dieta sin inclusion de fuentes vegetales y en aquellas en las que se sustituyd el 20 y 40% de la HP y AP. Los mayores contenidos
de DHA, proporciéon DHA:EPA, n-3y n-6 y acidos grasos poliinsaturados de cadena larga aumentaron cuando se incluyd el concentrado de alga. Con
base en estos resultados, los autores concluyeron que una mezcla de HS, CPS y harina de S. limacinum puede reemplazar hasta en un 40% a la HP,

mientras que el concentrado de alga puede ser usado cémo principal fuente de lipidos sin afectar el rendimiento o la condicion de E. lanceolatus.



1.4.1.1 Sustitucion de HP por HS en esciénidos

En diferentes especies de la Familia Sciaenidae se han realizado estudios sobre la sustitucion de HP por HS. Wang et al. (2006), formularon cinco
dietas en las que reemplazaron la HP con HS (20, 40, 60, 80 o 100%) para Nibea miichthioides durante ocho semanas de cultivo y no encontraron
diferencias en el peso final de los peces alimentados con 20% de la HS y con la dieta control (HP de arenque), pero si entre los peces alimentados
con un 40 al 100% de remplazo de la HS, por lo que al parecer N. miichthioides tiene una capacidad limitada para utilizar a la HS como fuente de
proteina. En Argyrosomus regius se evalué la eficiencia proteica y la tasa de conversidn alimenticia cuando se suministraron dietas donde se
sustituyo la HP por HS (0, 15, 30 y 45%) y no se encontrd un efecto de los diferentes tratamientos sobre estas respuestas (Velazco-Vargas et al.,
2013). Estos autores tambien reportaron que los porcentaje de inclusién de 26.4 y 27.6 % producen los mejores resultados en el coeficiente de
crecimiento térmico (CCT) y en la tasa de conversidn alimenticia respectivamente. Minjarez-Osorio et al. (2016) reemplazaron el 25, 50 y 75% de
HP con proteina vegetal de tres fuentes (1.- HS genéticamente no modificada; 2.- concentrado de proteina de soya (CPS) y 3.- concentrado de maiz
(CM)) suplementadas con lisina, metionina, taurina y glicina para un cultivo con Sciaenops ocellatus y Cynoscion parvipinnis. Los resultados
mostraron que es posible reemplazar la HP en un 75% por HS mds CPS en la dieta proporcionada a S. ocellatus y en C. parvipinnis se pueden utilizar
los mismos porcentajes con CPS y CM, debido a que en ninguna de las dos especies se afectd el crecimiento, y solamente hubo un efecto en la

composicion proximal corporal de C. parvipinnis.

1.4.1.1.1 Sustitucion de HP por proteinas alternativas en Totoaba macdonaldi

En los trabajos realizados para estudiar los efectos de la sustitucién de harina de pescado (HP) en la dieta de T. macdonaldi, se encuentran los
desarrollados por Carpio-Ramirez (2013), quien sustituyé la HP por tres porcentajes de inclusién (33, 67 y 100) de harina de subproducto de ave
(HA) en un cultivo de juveniles de totoaba, y encontrd resultados positivos en el rendimiento biolégico cuando se afiadieron a las dietas la
combinacién de las dos fuentes de harina (HP y HA) o con un reemplazo del 67% de la HP.-Espinoza-Acevedo (2014) quien reemplazé la HP por
diferentes porcentajes (15, 30, 45, 60, 75, 90 Y 100) de proteina de soya (PS), encontrdé que la mayor ganancia en peso se presenté con una
sustituciéon de 15y 30 %, los cuales no fueron difirentes estadisticamente de un 45% de PS ni de la dieta control (sin PS), por lo que concluyd que
es posible sustituir hasta un 45 % la HP por HS como fuente de proteina sin afectar la salud de los juveniles de totoaba. En otro estudio, Bafiuelos-
Vargas et al. (2014), evaluaron la inclusién de 30 y 60 % de proteina de soya y almidén con o sin la inclusion de taurina (1%), y observaron que la
mayor ganancia en peso se presentdé con un 30% de PS y taurina, sin embargo, la inclusién de la proteina vegetal en las dietas ocasiond una
disminucién de la ingesta de alimento, sin importar el porcentaje y la presencia de taurina en la dieta. También se ha estudiado la sustitucion de
harina de pescado (HP: 0, 15 y 30%) por harina de cabeza de camarén (HCC) en un cultivo de juveniles de totoaba (26.3+4.7 g) aclimatados a
20.52£0.9°C. Después de ocho semanas de alimentacién, no se encontraron diferencias en el incremento en peso y la tasa de crecimiento especifico

entre los porcentajes de inclusién de la HCC (Espinosa-Chaurand et al., 2015).

La inclusion de concentrado de proteina de soya (CPS, 30 y 60%) y taurina en la dieta de juveniles de totoaba (7.5 + 0.6 g) y proporcionada por seis
semanas, dio como resultado que el peso de los juveniles alimentados con 30% (con y sin taurina) y 60 % (con taurina), fuera similar al de los peces

que recibieron la dieta control (contenia sélo HP) (Lépez et al., 2015). Los autores también encontraron que la concentracién de eritrocitos y el
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hematocrito de los peces alimentados con 30 y 60% de CPS mas taurina fueron iguales al de las totoabas que recibieron la dieta control, mientras
que las proteinas totales y la albumina en la sangre aumentaron y la relaciéon albumina:globulina disminuyd con la inclusién de CPS (con y sin
taurina). Badillo-Zapata et al. (2016), evaluaron por 12.2 semanas la sustitucion de HP por 0, 33, 67 y 100% de harina de subproducto de ave (HSA)
en juveniles de totoaba (2.7 £ 0.1 g;) aclimatados a 26.0+1°C. Los autores analizaron el rendimiento bioldgico de los peces mediante el perfil de
aminodcidos (de las dietas), de acidos grasos (en dietas y musculo) y del uso de isotopos estables en musculo (nitrégeno 86°N) e higado para
cuantificar la retencidon protéica de las dietas evaluadas. Los resultados mostraron que la mejor ganancia en peso se presentd con 67% de inclusion
de HSA y que este porcentaje se retuvo en higado y musculo en mayor proporcion en relacién a su nivel de inclusién en la dieta, por lo que

concluyeron que la HSA es una buena alternativa cuando se incluye en un maximo de 67%.

La sustitucion de la HP por CPS (15, 30, 45, 60, 75, 90 y 100%) en las dietas suministradas por 8.6 semanas a juveniles de totoaba (50 + 1.0 g),
mostré que el crecimiento con dietas en las que el CPS se incluyd en un maximo de 45% fue igual que el registrado con las dietas sin CPS (Trejo-
Escamilla et al., 2016) Sin embargo, la concentracion de proteinas totales disminuyé cuando la inclusion de CPS fue de un 90y 100 %, por lo cual
recomiendan que el porcentaje de sustitucion de HP por CPS debe ser menor a 45%. Recientemente, Fuentes-Quesada et al. (2018) sustituyeron
la HP por HS (22, 44 y 64 %) y adicionaron las dietas con taurina, con el fin de evaluar su efecto en el intestino e higado de juveniles (50.0 + 1.0 g)
aclimatados a23.3 + 1.1 °C. Los autores reportaron que el crecimiento y la fisiologia digestiva estuvieron influenciadas negativamente por elevados
porcentajes de inclusidon de HS. Asi mismo, observaron enteritis en el intestino, dafio en el higado, alteraciones en la actividad de las enzimas

digestivas (tripsina, quimotripsina, L-aminopeptidasa, proteasas alcalinas totales y amilasa) en los peces alimentados con 44% y 64% de HS.

Mata-Sotres et al. (2018) evaluaron el efecto de la harina de subproductos de ave y la inclusién de DHA (extracto de Aurantiochytrium sp.) y sebo
vacuno por nueve semanas en juveniles de totoaba (9.5+0,1 g) para cubrir la demanda de lipidos en sustitucion del AP. Los autores no encontraron
un efecto negativo en la supervivencia ni una deficiencia en los acidos grasos, sin embargo, si reportaron una afectacién en la tasa de conversién
alimenticia, del indice viscerosomatico y del contenido de lipidos en el higado. En cuanto a los parametros sanguineos, (glébulos rojos, volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion de hemoglobina corpuscular media, glébulos blancos, proteinas totales,
albumina, globulina y glucosa) no fueron influenciados por la inclusidn de sebo, a excepcidn de los triglicéridos los cuales fueron mayores en las
dietas con harina de subproductos de ave mas sebo. Ademas, los peces alimentados con esta misma dieta presentaron niveles significativamente
menores de DHA y EPA, los cuales aumentaron con la adicion de DHA en el alimento. En conclusion, los autores reportaron que la inclusion de la
harina de subproductos de ave y el sebo vacuno reemplazaron con éxito al aceite de pescado en el contexto del rendimiento en crecimiento y los

pardmetros sanguineos generales.

1.4.2 Influencia de la dieta en la composicion corporal de los acidos grasos (AG) de peces

Se ha reportado que existe una alta relacidn entre los niveles y composicion de los lipidos (acidos grados) consumidos en la dieta y los niveles de
lipidos (acidos grados) en los tejidos corporales de los organismos que los consumen (Sargent et al., 2002; Turchini et al., 2011). Normalmente la
modificacién del perfil de AG de los peces se ha evaluado en relacidn a la sustitucion del aceite de pescado (AP) por fuentes alternativas como los

aceites vegetales (AVs), los cuales han sido incluidos en la dieta de manera individual o como mezcla de varios de ellos, con el objetivo de conseguir
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un perfil de AG lo mds cercanamente posible al encontrado en el aceite de pescado obtenido de peces marinos (Torstensen et al., 2008; Turchini,

2011; Alvarez et al., 2020; Ofori-Mensah et al., 2020).

Pocos estudios han evaluado el perfil de AG en el musculo de los peces en respuesta a la sustitucién de la HP por harinas vegetales (HVs). Karalazos
et al. (2007) evaluaron por 12 semanas la sustitucién de HP por tres porcentajes de HS (12, 24 y 36%) en el bacalao del Atlantico Gadus morhua y
no encontraron diferencias significativas en los pesos finales pero si en la tasa de crecimiento especifico, el cual fue mayor con la dieta control (sin
HS) que con las dietas con soya. También reportaron un efecto negativo de la HS en la composicidon de AG del musculo y del higado, los cuales
mostraron una relacién lineal entre las concentraciones de AG en la dieta y en los tejidos. En la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss se reporté que
el remplazo de HP por dos cantidades de HS (400 o 550 gramos por kilogramo de dieta) afecté negativamente la composicion de AG del musculo y
el higado de los peces, reduciendo significativamente la proporcién de EPA, DHA y los AG poliinsaturados n-3/n-6 del musculo (Harlioglu y Giiveng,
2013). Yesilayer y Kaymak (2020) evaluaron en juveniles de esta misma especie (O. mykiss) dos porcentajes de sustitucion de la HP por HS (25% vy
50% + 1% de betaina como atractactante) o sin atractacte (50% de HS), después de 60 dias de alimentacidn no encontraron diferencias significativas
en la supervivencia entre la dieta control (sin HS) y las dietas con HS pero si en el peso final, la ganancia en peso y la tasa de crecimiento especifica,
lo cuales fueron mayores en las dieta con HS. Tambien encontraron diferencias significativas en el perfil de AG de los peces que consumieron las
dietas con betaina al 1% en comparacion con el control. Respecto a esta ultima dieta, reportaron que los peces alimentados con HS presentaron

contenidos de AG saturados totales significativamente mas altos y un nivel significativamente menor de AG monoinsaturados.

A pesar de que la sustitucion de porcentajes elevados de HP por HS puede no afectar algunos aspecto del rendimiento bioldgico, si puede tener un
efecto negativo en la composicion de acidos grasos del musculo, por tal motivo, es de gran relevancia determinar qué porcentaje de reemplazo
de la HP por HS es posible realizar en la dieta de peces marinos, no solo para obtener resultados favorables en supervivencia y crecimiento, si no
también para garantizar que la composicién de acidos grasos del musculo particularmente los HUFAs n-3, no se afecte negativamente, ya que

ademads de ser esenciales para los peces, proporcionan una serie de benéficos a la salud humana (Turchini et al., 2009).

Aunque los resultados demuestran que la sustitucion parcial de la HP por porcentajes elevados de HS puede no afectar algunos aspectos del
rendimiento bioldgico de peces marinos, esta proteina de origen vegetal debe ser incluida en las dietas con precaucién debido a la presencia de
algunos compuestos anti-nutricionales que pueden afectar la salud de los organismos (Hardy y Barrows 2002; Krogdhal et al., 2010; NRC, 2011) y

debido al efecto negativo que la HS puede tener en la composicién de AG del musculo.

En este sentido el reto en la nutricién de peces marinos es determinar qué porcentaje de reemplazo de la HP por HS se factible realizar en la
elaboracion de las dietas. Lo anterior no sélo se debera llevar a cabo como alternativa para reducir los costos de produccién o para obtener
resultados favorables en supervivencia y crecimiento, sino también para garantizar que la composiciéon de AG del musculo, particularmente los
HUFAs n-3, no se afecte negativamente ya que ademas de que estos acidos son esenciales para los organismos, el musculo de peces con un perfil
adecuado de HUFAs n-3 (p.e. EPAy DHA) es considerado como un alimento saludable ya que proporcionan una serie de benéficos a la salud humana

(Turchini et al., 2009; Lands, 2014; Tocher, 2015).

La calidad de la dieta es de suma importancia para el cultivo de cualquier organismo, sin embargo, también se ha comprobado que variables

ambientales como la disponibilidad de oxigeno, salinidad, luz y la temperatura tienen un efecto directo sobre los peces (Person-Le et al. 2004) y
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por lo tanto sobre la supervivencia y el crecimiento. De las variables antes mencionadas, la temperatura afecta procesos como el crecimiento, el
metabolismo y la ingesta de alimento, por lo que, aunado a la calidad de la dieta, tiene un efecto directo sobre la eficiencia nutricional y los

requerimientos de energia en los organismos (Burel et al., 1996; Bureau et al., 2002).

1.5 Temperatura

La temperatura ejerce un efecto sobre los sistemas bioldgicos en todos sus niveles de organizacién, asi como en cada aspecto de la fisiologia del
organismo, en consecuencia, impone limites sobre los cuales la vida se desarrolla, aun cuando otros factores parezcan ser favorables para vivir
(Hochachka y Somero, 2002, Schulte, 2011). El efecto de la temperatura sobre los organismos es universal e influye directamente en las reacciones
bioquimicas (Beitinger y Fitzpatrick, 1979, Beitinger y Bennett, 2000; Das et al., 2004) asi como en la formacién y en la estabilidad de las

interacciones intermoleculares (Schulte, 2011).

La presencia y el éxito de los peces en un habitat particular depende de la combinacién adecuada de los factores ambientales, de los cuales la
temperatura es el mas importante (Beitinger y Lutterschmid, 2011). Por esta razon, el conocer los principales efectos que ejerce la temperatura es
crucial para entender cémo los organismos interactian con su ambiente. Ante el efecto que ejerce la temperatura sobre los organismos, diversas
especies han desarrollado una variedad de estrategias (mecanismos bioquimicos, neuroendocrinos o de comportamiento) para evitar o compensar
los cambios térmicos a los que se enfrentan en el ambiente (Beitinger y Lutterschmid, 2011). Por ejemplo, cuando los peces experimentan un
intervalo amplio de temperaturas, desarrollan mecanismos de comportamiento (ajustes en la actividad de natacidn) y bioquimicos (consumo de
oxigeno, tasa de digestidn, actividad enzimatica y tasa metabdlica) para compensar o minimizar los efectos de estas variaciones y utilizar mas

eficientemente la energia y los nutrientes del alimento (Johnston y Dunn, 1987; Burel et al., 1996; Wester y Lin, 2002).

El comportamiento termorregulador es un proceso coordinado por el sistema nervioso central (Luna-Figueroa et al., 2003), el cual produce un
comportamiento de busqueda de las temperaturas en donde las funciones bioldgicas como el crecimiento y la reproduccion (Pulgar et al., 2003;
Beitinger y Lutterschmid, 2011) sean mas eficientes, y evitando aquellas que pueden comprometer su integridad (Luna-Figueroa et al., 2003; Das
et al., 2004; Re et al., 2006). La habilidad para termorregular por comportamiento es un aspecto importante en la biologia de los organismos
acuadticos, ya que les permite reducir los posibles efectos que una temperatura poco favorable pueda tener sobre su rendimiento fisioldgico

(Jobling, 1997).

La resistencia, tolerancia y preferencia térmica son respuestas que los peces experimentan ante los cambios de temperatura (Jobling, 1981), las
cuales se han documentado y representado en un poligono térmico caracteristico para un organismo poiquilotermo (Brett, 1956; Currie y Schulte,
2014). Para establecer la zona de tolerancia y de resistencia térmica se construyen graficas a partir de los valores de la temperatura letal incipiente
(Iimite de tolerancia) y de los puntos térmicos en los que la muerte de los organismos ocurre rapidamente (limite de resistencia). Estos valores

después son comparados contra la temperatura a la cual fueron previamente aclimatados los organismos (Jobling, 1981).
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Para el estudio de la tolerancia y la resistencia térmica en peces, se han empleado varias metodologias (Lutterschmidt y Hutchison, 1997) con el
fin de conocer la respuesta de los organismos ante una variacién térmica y para evaluar los efectos biolégicos que fendmenos naturales como el
cambio climdtico y el Nifio pueden tener sobre la dindmica poblacional (Beitinger et al., 2000; Mora y Ospina, 2001). Asi mismo, estos estudios se
han realizados para establecer las estrategias empleadas por los organismos para la supervivencia (Jobling, 1981; Eme y Bennett, 2009), en la
seleccidn de sitios de cultivo (Lyytikdinen y Jobling, 1998 en Hernandez-Rodriguez y Biickle-Ramirez, 2002) y para estimar los riesgos de mortalidad

en sistemas de cultivo con fluctuaciones de temperaturas diarias y anuales (Herndndez-Rodriguez y Biickle-Ramirez 2002).

La tolerancia térmica puede ser determinada mediante el desarrollo del método estdtico (Fry et al., 1942 en: Brett, 1956) con el cual se puede
estimar un valor de temperatura letal para el 50% de una muestra de peces (previamente aclimatados a temperaturas constantes) después de que
son colocados en una serie de temperaturas constantes entre las que esta el valor térmico inferior y superior que la especie puede tolerar (Beitinger
y Lutterschmidt, 2011). Este método se ha a utilizado ampliamente, ya que no permite la aclimatacién parcial de los peces durante los experimentos
y debido a que parte de los organismos mueren durante las pruebas, se le ha considerado como una herramienta para determinar la tolerancia

térmica fisioldgica (Fry, 1947).

La resistencia térmica se puede estudiar a través del método dindmico con el cual se pueden conocer las temperaturas criticas minimas (TCmin) y
maximas (TCMax), ambas caracterizadas por respuestas de comportamiento. La narcosis por frio, es la conducta que define la TCMin, mientras que
en la TCMax, se consideran los espasmos musculares o la pérdida del equilibrio (Cowles y Bogert, 1944; Lutterschmidt y Hutchison, 1997). La
metodologia para evaluar la TCMax es muy utilizada ya que no es letal por lo que puede ser aplicada para especies amenazadas o en peligro de
extincion (Gelbach et al., 1978), se necesitan pocos ejemplares y se requiere poco tiempo para el estudio (normalmente menos de 2 horas;
Lutterschmidt, & Hutchinson, 1997), y es una excelente alternativa para estudiar la influencia de diferentes factores bidticos o abidticos sobre la

resistencia térmica (Beitinger y Lutterschmidt, 2011).

En el estudio de la TCMax, los organismos son expuestos a un incremento progresivo de la temperatura del agua (iniciando a partir del valor al que
fueron previamente aclimatados) hasta que en respuesta al estrés térmico, ocurre una desorganizacién de la conducta (Reyes et al., 2011). Al
determinar la TCMax se conoce la temperatura a la cual se presenta los primeros sintomas de estrés (Paladino et al., 1980) como el incremento de
actividad o la desorientacidn inicial (Hernandez-Sandoval et al., 2018), razén por la cual la TCMax es considerada como una excelente herramienta
para evaluar los requerimientos de los organismos acudticos, a nivel térmico, fisioldgico y ecoldgico (Lutterschmidt y Hutchison, 1997; Das et al.,

2004; Re et al., 2006).

La tercera respuesta de los peces ante un cambio de la temperatura del agua es la denominada preferencia térmica o temperatura preferida, la
cual fue definida por Fry (1947) como “La temperatura alrededor de la cual los organismos se congregan al ser colocados en un gradiente térmico,
y aquella temperatura preferida que es igual a la temperatura de aclimatacion”. Por su parte, Reynolds y Casterlin (1979) definieron la temperatura

preferida (o preferendum térmico) como el intervalo de temperaturas en el cual se congregan los organismos o donde pasan un mayor tiempo.

La temperatura preferida es una respuesta especifica de cada especie y puede variar en funcién de la edad, peso, estacién del afio, calidad del
agua, disponibilidad de alimento, competencia y presencia de patdogenos, entre otros (Reynolds y Casterlin, 1979, Giattina y Garton, 1982). La

seleccidn de la temperatura preferida implica una accion conductual que es llevada a cabo para buscar ambientes térmicos que favorescan el uso
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mas eficiente de la energia para la supervivencia y la reproduccién (Kelsh y Neill, 1990), asi como para optimizar el crecimiento (Beitinger y
Fitzpatrick, 1979; Jobling 1981; Kelsch, 1996; Schram et al., 2013), |a tasa de eficiencia alimenticia, el trabajo cardiaco, secrecién y accién hormonal
y la respuesta inmunoldgica (Hutchison y Maness, 1979). Por estas razones, para un gran numero de especies la temperatura preferida esta
relacionada con la temperatura éptima en la cual los procesos fisioldgicos, bioquimicos y metabdlicos son mas eficientes (Beitinger y Fitzpatrick,

1979).

Determinar la temperatura preferida para las especies es importante en la actividad acuicola, ya que puede ayudar a obtener indices metabdlicos
y tasas de crecimiento favorables (Diaz y Blickle-Ramirez, 1993; Diaz-Iglesias et al., 2004). Tidwell et al. (2003), analizaron el efecto de la
temperatura de cultivo (20, 26 y 32 °C) en Micropterus salmoides y encontraron que el crecimiento, la supervivencia y la conversion alimenticia
fueron mejores a 26 °C, por lo que al parecer algunos procesos fisioldgicos se llevaron a cabo de manera mas eficiente cuando los organismos se
cultivaron en su temperatura preferida. Sun y Chen (2014), analizaron el efecto de cinco temperaturas (23, 27, 31, 33 y 35 °C) sobre el crecimiento
de Rachycentron canadum de diferentes pesos (10, 30, 70 y 200 g) y encontraron que los mejores indices de crecimiento y la mejor tasa de

conversion alimenticia, independientemente del peso inicial, se registraron entre los 31y 33 °C.

Estudios recientes se han encaminado a conocer el efecto de la dieta sobre la temperatura preferida de los organismos. Pulgar et al. (2003),
encontraron que la calidad del alimento suministrado (algas o bivalvos) a juveniles de Girella laevifrons afecto la temperatura preferida, ya que los
peces alimentados con bivalvos (alimento considerado por los autores como de alta calidad) seleccionaron temperaturas entre 16-18 °C, mientras
que los peces que consumieron algas, seleccionaron valores entre 10-12 °C. Killen (2014), evalué en Phoxinus phoxinus el grado en el que la
alimentacidn, la tasa metabdlica estandar y el campo aerdbico (capacidad para realizar tareas fisiolégicas simultaneas que consumen oxigeno como
el crecimiento, actividad, digestién; Portner y Farrell 2008) interactian para afectar a la temperatura preferida. Esta investigacion se realizé en dos
grupos de peces, el primero no recibié alimento por 21 dias y después se alimentaron a saciedad por los restantes 74 dias del experimento. El
segundo grupo de peces recibieron alimento durante todo el ensayo. Los resultados mostraron que los peces que no fueron alimentados,

mostraron un crecimiento compensatorio después de consumir alimento y prefirieron temperaturas mas frias.

1.5.1 Interaccidn de la calidad de la dieta y temperatura

Los organismos obtienen del alimento los nutrientes que les permiten afrontar las variaciones del ambiente. Se ha demostrado que la energia
presente en la dieta tiene una influencia directa sobre la temperatura corporal y el metabolismo de los animales (Dent y Lutterschmidt, 2003).
Dado que la temperatura afecta la asimilacidn del alimento y las tasas de crecimiento (Morgan y Metcalfe, 2001), su determinacion es un factor
que se debe considerar cuando se pretende analizar el rendimiento de los organismos o la viabilidad de un cultivo. La temperatura del agua puede
afectar la tasa a la cual se utiliza la energia (Fry, 1971; Portner y Farrell, 2008), la capacidad fisioldgica (Portner, 2001; Clark et al., 2013), la tasa de
alimentacién (Webster y Lim, 2002; Bureau et al., 2002), la supervivencia, la eficiencia nutricional, el crecimiento y la reproduccion, (Jobling et al.,

1993; Wedemeyer, 1996; Pulgar et al., 1999; Morgan y Metcalfe, 2001; Pulgar et al., 2003).
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La primera respuesta de los peces a un aumento en la temperatura del agua es el incremento de la tasa metabdlica, asi como la ingesta y el transito
del alimento en el tracto digestivo cuando el alimento no es una limitante (Fange y Grove, 1979 en: Bureau et al., 2002), lo cual puede afectar la
digestibilidad de la dieta y la cantidad de nutrientes absorbidos (Bureau et al., 2002). Este aumento normalmente llega a un maximo, después del
cual, disminuye a pesar de que la temperatura siga aumentando (Jobling, 1997). Por el contrario, a bajas temperaturas el crecimiento disminuye,
lo cual probablemente se debe a una reduccién del apetito y de la ingesta de alimento (Webster y Lim, 2002), de la tasa metabdlica y de un

incremento de la energia invertida para el metabolismo de mantenimiento (Xiao-Jun y Ruyung 1992; Sun y Chen, 2014).

Diversos estudios han evaluado el efecto de la temperatura y la dieta en los peces bajo condiciones de cultivo. Deng et al. (2002), reportaron que
la supervivencia y el crecimiento de Pogonichthys macrolepidotus en cultivo fue afectado positivamente por la calidad de la dieta, los mejores
resultados se obtuvieron con la dieta comercial Biokyowa y con una dieta formulada con caseina purificada en la temperatura de 26°C. Person-Le
et al. (2004), estudiaron el efecto de diferentes temperaturas (13, 16, 19, 22, 25y 29°C) en Dicentrarchus labrax y encontraron una mayor ingesta
de alimento, eficiencia alimenticia y ganancia en peso conforme la temperatura aumenté de 13 a 25°C. En Polyprion oxygeneios, la exposicidn a
dos temperaturas de cultivo (18 y 22 °C) y tres dietas comerciales dieron como resultado que la tasa de crecimiento especifica y el factor de
condicidon aumentaran significativamente en los peces cultivados a 18 °C, por lo que las dietas tuvieron un efecto positivo en esta condicién térmica,
pero no en los organismos aclimatados a 22 °C. Los autores reportaron que estos resultados pudieron atribuirse a que P. oxygeneios prefiere
temperaturas mas bajas, lo cual ha sido observado en el medio natural en donde a medida que los organismos maduran y crecen, cambian de un
ambiente peldgico a un habitat demersal posiblemente buscando temperaturas menores y mas estables (Tromp et al., 2016). Kaminski et al. (2017)
evaluaron en juveniles de Tinca tinca (L) el efecto de diferentes dietas (1: alimento comercial para larvas de peces; 2: alimento congelado a base
de insectos; y 3, una combinacién de los dos alimentos en una proporcion de 3:2) y temperaturas (20°C, 23°Cy 26°C), y reportaron que las mayores
tasas de crecimiento relativo se observaron con las dietas 1 y 3 a una temperatura de 26°C, mientras que los menores indices de conversion

alimenticia se obtuvieron con la dieta 1 a 23y 26 °C.

El conocimiento de las respuestas térmicas de una especie, permite establecer las condiciones de temperatura adecuadas para su cultivo, por lo
anterior, lo mas recomendable es hacerlo dentro del intervalo térmico que mas favorezca su rendimiento biolégico (Saoud et al., 2008), en este
contexto, la cantidad y la calidad de la dieta son aspectos fundamentales. Considerando que los peces son organismos poiquilotermos (Beitinger y
Lutterschmid, 2011), éstos mantienen una estrecha relacion con las condiciones del ambiente, por lo cual estan expuestos a cambios fisicos y
guimicos que también influyen en sus componentes sanguineos (Grant, 2015). La temperatura del agua afecta los parametros hematolégicos de

los peces (Akbary, 2014; Grant, 2015), ya que modula la concentracién de sus componentes sanguineos (Konstantinov y Zdanovich, 2007).

1.6 Parametros sanguineos en peces

Comunmente la salud de los peces se relaciona con el peso y la longitud (Ecoutin et al., 2005). Aunque esta relacion aporta informacion relevante,

es de gran importancia entender el concepto fisioldgico de la salud de los peces en funcion de sus componentes sanguineos (Onyia et al., 2013),
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que pueden ser influenciados por la calidad del alimento consumido, asi como de la interaccidn con otras variables ambientales, como la salinidad,

el oxigeno, el pH y la temperatura del agua (Steinhagen et al., 1990).

La sangre de los peces comprende entre el 1.3 y 7% del peso corporal (Fazio et al., 2013) y el estudio de las variaciones en sus componentes es
utilizado como indicador de la condicién fisioldgica y como un indicador de estrés (Cataldi et al., 1998; Cnaani et al., 2004). La ictiohematologia es
la disciplina que estudia la sangre de los peces y al igual que con otros vertebrados, su andlisis permite evaluar las células sanguineas a nivel
morfoldgico, bioquimico y funcional, los drganos hematopoyéticos, las enfermedades relacionadas con ellos y cualquier fendmeno o patologia que

relacione las células y/o los 6rganos productores de sangre (Williams et al., 1991).

La hematologia es una herramienta que permite evaluar la salud de los peces, debido a que los componentes sanguineos responden rapidamente
a cualquier factor que pueda alterar la homeostasis (Radoslav et al., 2013). Ademas, los parametros hematoldgicos proveen informacién
importante de la respuesta fisioldgica de los peces a cambios ambientales, ya sea en su habitat natural (Radoslav et al., 2013) o en condiciones de
cultivo (Fagbenro et al.,, 2005). Los peces mantienen sus componentes sanguineos dentro de un intervalo determinado, mediante varios
mecanismos de compensacion fisiolégicos (Onyia et al., 2013). La magnitud del cambio en sus componentes sanguineos va a depender de factores
como la especie, edad, etapa de vida, fase de madurez sexual, condicidén de salud y variables ambientales, entre otros (Blaxhall, 1972; Vosyliené,

1999; Hrubec et al., 2001).

Entre los componentes hematoldgicos mds evaluados como indicadores de salud se encuentran los glébulos rojos (Roberts y Ellis, 2001) cuya
funcidén principal es el transporte de oxigeno en la sangre; el Hematocrito (Hrubec et al., 2001) que representa el porcentaje que ocupa la fraccion
solida de una muestra de sangre; el volumen celular medio (medida del tamafio promedio de los eritrocitos) y los glébulos blancos (Blaxhall ,1972)
fundamentales en el sistema inmune.; Mientras que dentro de la quimica sanguinea algunos de los elementos mas estudiados son la concentracion
total de proteinas (Stockham y Scott, 2013), las albuminas (Eckersall, 2008) que constituyen la mayor fraccién de todas las proteinas individuales
del suero en la mayoria de los animales; las Globulinas (utilizadas principalmente para combatir las infecciones y mejorar la coagulacién de la
sangre), los Triglicéridos (principales constituyentes de la grasa) y las enzimas aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa (Stockham y

Scott, 2013) que junto con otras transaminasas, intervienen en el catabolismo de aminodcidos y en el transporte de nitrégeno.

Entre las diversas enfermedades que pueden ser estudiadas mediante los componentes sanguineos se encuentran la anemia, leucopenia,
leucocitosis, trombocitopenia y otras anormalidades celulares (Clauss et al., 2008). Aunque estas enfermedades aportan informacion importante
del estado de salud de los organismos, las anormalidades relacionadas con los eritrocitos, leucocitos, trombocitos y los factores de coagulacion son
consideradas como trastornos sanguineos primarios (Clauss et al., 2008) razén por la cual, son usados como indicadores de contaminacién o como

indicadores fisioldgicos de disfuncidn organica por estrés (Wedemeyer et al., 1990).

Es importante considerar que para evaluar la salud de los peces utilizando los parametros sanguineos, es necesario contar con valores de referencia,
los cuales deben estar dentro del intervalo que presenta una poblacién de organismos que se encuentra en un estado de homeostasis (Cataldi et
al., 1998). En este sentido, cualquier cambio en la composicion sanguinea puede ser usado para interpretar la salud de los peces (Vazquez y

Guerrero, 2007; Onyia et al., 2013, Fazio et al., 2013).
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Kader et al. (2012), reemplazaron la HP (70, 80 y 90%) por HS en la dieta de Pagrus major y observaron que a pesar de encontrar una gran variacién
en algunos de los parametros sanguineos y en la concentracion de cortisol, las diferencias entre los peces de diferentes tratamientos no fueron
significativas, a excepcién del contenido de triglicéridos y de proteina total en el plasma, los cuales se incrementaron considerablemente con las
dietas sin HP. En Rachycentron canadum, solo la concentracion de glucosa fue afectada negativamente, ya que disminuyd con el reemplazo de la
HP por dos variedades de HS cuando fueron incluidas a un porcentaje de 50 y 70% (para la variedad NPFI's 3010) y en 40 y 50 % para la variedad
NPFI's 3032 (Watson et al., 2014).

La alimentcién de Platichthys stellatus por un periodo de 10 semanas con una dieta en la que se sustituyé el 20, 40, 60, 80 y 100% de la HP por CPS
ocasiond un incremento en las concentraciones de aspartato aminotransferasa, alanina transaminasa y gama-glutamil transferasa cuando la
incorporacién de CPS fue igual o mayor al 60% (Li et al., 2015). También el contenido de proteina total y de albumina en el suero disminuyeron
cuando se reemplazd el 100 de la HP. El colesterol disminuyd sin importar el porcentaje de inclusidon de CPS, por lo que la HP se puede reemplazar

hasta en un 40% sin afectar el crecimiento y la salud de esta especie.

En Totoaba macdolandi, son pocos los estudios desarrollados sobre su biologia basica y principalmente han abordado aspectos nutricionales,
mientras que la informacidn sobre los componentes sanguineos es aun escasa. Salcedo-Martin (2011) alimenté a juveniles de T. macdonaldi con
dietas en las que adiciond cinco niveles de almiddn (5, 10, 15, 20 y 25%). Los resultados mostraron que con 5y 20% de almidon en la dieta, se
incrementd la concentracion de gldbulos rojos. No obstante, los valores se encontraron dentro del intervalo normal para peces con un estado de
salud favorable, ademads de que el contenido de carbohidratos en la dieta tampoco afectd la concentracion de proteina plasmatica. Bafiuelos-
Vargas (2014) reemplazé el 30 y 60% de la HP por CPS y encontré una disminucidn significativa de la concentracidn de hemoglobina, de las proteinas
plasmaticas (albumina y globulinas), asi como un aumento de la glucosa plasmatica. Ademads, los cambios en los parametros sanguineos fueron
mas evidentes cuando el porcentaje de inclusién del concentrado de proteina de soya fue mayor. En otro estudio con juveniles de totoaba
(Espinosa-Acevedo, 2014), se sustituyd la HP (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 100 %) por HS en la dieta y se encontré una variacién en los pardmetros
hematoldgicos y de la quimica sanguinea. La concentracidn de eritrocitos, el hematocrito y la concentracién de hemoglobina fueron afectados

negativamente y el efecto fue mayor conforme se incrementd el porcentaje de HS en las dietas experimentales.

1.7 Justificacion

En los ultimos afios se han obtenido altas producciones en la acuicultura, sin embargo, existe la preocupacion de si el crecimiento de este sector
continuara al mismo ritmo en un futuro cercano. Esta incertidumbre se debe a que las poblaciones de peces con las que se elabora la harina de
pescado estan en su maximo limite sostenible (FAO, 2014). Por lo anterior, las proteinas alternativas podrian ser usadas como la principal fuente
proteica para elaborar alimentos acuicolas, mientras que la harina de pescado deberia ser incluida solamente para complementar o afadir algun
nutriente esencial (Hardy, 2006). Las proteinas vegetales son una opcién cuando el porcentaje en el que se usan no afecta el rendimiento de los
organismos, siendo una de las mas utilizadas la harina de soya debido a que es considerada como una de las de mejor calidad, por su buen balance

de aminodcidos y grasas insaturadas, lo que la convierte en una opcidn viable para el cultivo de peces y para la salud humana. Aunado a lo anterior,
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se debe considerar el efecto de la temperatura del agua, ya que afecta el consumo y la asimilacion de alimento por parte de los peces incidiendo
en la tasa de crecimiento, por lo que es de gran importancia establecer el intervalo térmico que puede favorecer las condiciones de cultivo que
permitan un crecimiento e indices productivos favorables. Este aspecto es fundamental debido a que grandes fluctuaciones de temperatura

también ocasionan estrés en los peces, lo cual altera su comportamiento, aspecto que puede reflejarse en los componentes sanguineos.

Tomando en cuenta que la temperatura del agua y la calidad del alimento pueden afectar el crecimento de los peces en condiciones de cultivo
(Morgan y Metcalfe, 2001), es importancia el desarrollo de estudios en T. macdonaldi en los que se evalle el efecto sinérgico de estos dos factores,
ya que con ello se obtendra informaciéon complementaria que permita establecer de manera integrada las condiciones de cultivo mas favorables
para el desempenfio biolégico de esta especie. En la actualidad los estudios realizados en esta especie no han tomado en cuenta el efecto sinérgico
de la temperatura y la calidad de la dieta en el desempefio bioldgico de totoaba. En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
interaccion de la inclusidon de harina de soya en la dieta y diferentes temperaturas de aclimatacion en el crecimiento, indices productivos,

pardmetros sanguineos, perfil de acidos grasos del musculo y respuestas de comportamiento térmico de juveniles de Totoaba macdonaldi.

1.8 Objetivos General

Evaluar el efecto de diferentes temperaturas de aclimatacién y porcentajes de sustitucion de la harina de pescado por harina de soya en la
dieta en los parametros de crecimiento, perfil de acidos grasos del musculo, pardmetros hematoldgicos, quimica sanguinea, temperatura

preferida y resistencia térmica de juveniles de Totoaba macdonaldi.

Para cumplir con el objetivo general, el estudio se desarrollé en tres etapas, las cuales se describen a continuacién.
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Capitulo 2. ETAPA 1

2.1 Efecto de la temperatura de aclimatacion y la dieta sobre la supervivencia, los parametros de crecimiento,

indices productivos y la composicion de acidos grasos en el musculo de juveniles de Totoaba macdonaldi.

2.2 Hipdtesis

El cultivo de juveniles Totoaba macdonaldi a una temperatura de 26 °C y alimentados con una dieta en la que se reemplaza un 32% de la
harina de pescado por harina de soya, no afecta la eficiencia alimenticia ni la composicién de acidos grasos del musculo de los peces y favorece
una supervivencia y rendimiento en crecimiento similar a la de juveniles aclimatados a 26°Cy alimentados con una dieta sin inclusién de harina

de soya.

2.3 Objetivos

1. Evaluar el efecto de tres porcentajes de sustitucion (32, 43 y 56 %) de la harina de pescado por harina de soya sobre la supervivencia, el

crecimiento y los indices productivos de juveniles de T. macdonaldi aclimatados a tres temperaturas (23, 26 y 29° C).

2. Evaluar el perfil de acidos grasos de la dieta y del musculo de juveniles de T. macdonaldi aclimatados a tres temperaturas (23, 26 y 29 °C) y

alimentados con tres porcentajes de sustitucién de la harina de pescado (32, 43 y 56 %) por harina de soya.

2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Dietas Experimentales

Se elaboraron cuatro dietas isoproteicas (50%) e isolipidas (10%) con base en los requerimientos nutricionales descritos para T. macdonaldi (Rueda-
Lopez et al., 2011). En tres de las dietas, la harina de pescado (HP), la principal fuente de proteinas, se reemplazé por harina de soya (HS) en las
siguientes proporciones: Dieta 1, 32% (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2, 43% (D43%: 57%HP-43%HS); y Dieta 3, 56% (D3: 44%HP-56%HS). La
concentracién de lipidos en estas tres dietas se ajustd agregando un volumen de aceite de pescado en relacion con el porcentaje de sustitucién de

HP. La cuarta dieta fue el control (CD: 100%HP) (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicidn de las dietas experimentales y la dieta Control (g kg) para el cultivo de juveniles de Totoaba macdonaldi.

D0% D32% D43% D56%
Ingredientes
(100%HP) (68%HP-32%HS) (57%HP-43%HS) (44%HP-56%HS)
Harina Pescado (HP) 620.5 424.9 355.0 272.1
Concentrado de Soya 0.0 100.0 100.0 100.0
Harina de Soya 0.0 128.8 255 405.3
Harina de Maiz 171.5 117.9 53.6 0.0
Harina de Trigo 44.9 45.0 45.0 22.6
Lisina 0.0 1.2 1.3 1.3
Metionina 0.0 1.5 19 2.4
Aceite de Pescado 354 53.0 60.5 68.6
Taurina 10.0 10.0 10.0 10.0
Gelatina 50.0 50.0 50.0 50.0
Almiddn Nativo 40.0 40.0 40.0 40.0
Rovimix 25.0 25.0 25.0 25
Stay C 0.5 0.5 0.5 0.5
Benzoato de Sodio 2.0 2.0 2.0 2.0
BHT 0.1 0.1 0.1 0.1
cloruro de colina 0.1 0.1 0.1 0.1
TOTAL (%) 1000 1000 1000 1000
Composicion Proximal Tedrica
Proteina Cruda 500.05 500.14 500.18 500.20
Lipidos Totales 100.02 99.97 99.99 100.04
ELN* 350.6 352.0 350.3 347.8
% Cenizas 49.3 47.9 49.5 51.9
Energia (kJ/gr) 18.0 17.98 17.97 17.93
Relacién P:E (mg 27.8 27.8 27.8 27.9
proteina/ KJ)
Lisina 3.21 3.21 3.21 3.21
Metionina 1.05 1.05 1.05 1.05

*ELN, Extracto libre de nitrégeno.

D0%: Dieta control; D32%: Dieta 1; D43%: Dieta 2; D56%: Dieta 3; HP: Harina de pescado; HS: Harina de soya.

* Rovimix®; Mezcla de vitaminas y minerales (g kg1): 4cido p-aminobenzoico 1,45; biotina 0,02; mioinositol 14,5; acido nicotinico 2,9; Capantotenato 1.0; piridoxina-HCl 0,17;
riboflavina 0,73; tiamina-HCl 0,22; menadiona 0,17; a-tocoferol 1,45; cianocobalamina 0,0003; calciferol 0,03; L-ascorbil-2-fosfato-Mg 0,25; acido félico 0,05; cloruro de colina
29,65; retinol 0,015; NaCl 1,838; MgS04 - 7H20 6,85; NaH2PO4 - 2H20 4,36; KH2P0O4 11,99; Ca (H2PO4) 2 - 2H20 6,79; Fe-citrato 1,48; Ca-lactato 16,35; AICI3 - 6H20 0,009; ZnSO4
- 7H20 0,17; CuCl2 0,0005; MnSO4 - 4H20 0,04; K1 0,008; CoClI2 0.05 y Stay — C (vitamina C) donados por DSM, Nutritional Products Guadalajara, México.

Las dietas experimentales se elaboraron en el Laboratorio de Investigacidn y Desarrollo de Alimentos para Acuicultura (LINDEAACUA) del Instituto
de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Auténoma de Baja, California (IIO-UABC), en Ensenada, B. C., México. Las dietas fueron

extruidas mediante un extrusor (EXTRUTECH-E325) con una configuracion de tornillo para dietas flotantes (Extrutech Inc. item screw 325: 222-
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001,105-003, 106-001, 107-001, 108-003). Las dietas se secaron en un horno de conveccién horizontal (EXTRUTECH), se enfriaron y se almacenaron
a 4 °C. Después de elaborar las dietas se tomd una muestra representativa de cada unay se realizaron los andlisis proximales (apartado 5.4.1) con

la finalidad de corroborar que correspondian a los valores tedricos propuestos.

2.4.2 Analisis proximales

La composicidon proximal, expresada en base al contenido de materia seca, se determiné en todas las dietas (control y las dietas experimentales),

de acuerdo a los estandares propuestos por la AOAC (1990).

2.4.2.1 Proteina

El contenido de proteina cruda se cuantificd con el método micro-kjendal, que mide la cantidad de nitrégeno total en la muestra (AOAC, 1995).
Primero se realizé la digestion de la muestra con H,SO4 (acido sulfurico), después la muestra se destilé sobre una solucion de acido bérico y
finalmente se realizé una titulacion con HCI (0.02 N) hasta que la muestra cambié de color verde claro a purpura. Para determinar el valor final del

porcentaje de nitrégeno, se utilizé la siguiente ecuacién:

o HCl(ml)—ml de Blanco x N
% de nitrogeno = ( ) (2)
muestra (g)

N= normalidad de HCI

Mientras que para el calculo del porcentaje de proteina, se utilizo la siguiente ecuacién:

% de proteina = % de nitrégeno x 6.25 (3)

2.4.2.2 Llipidos

El contenido de lipidos de las diferentes muestras se extrajo por el método Soxhlet, utilizando como solvente éter de petréleo por un periodo de
4 horas. La grasa disuelta se secd y se cuantificd gravimétricamente con una balanza analitica (A&D serie 7704852), con una precision de 0.1 mg.

Para el calculo del porcentaje de lipidos se utilizé la siguiente ecuacién:
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L. peso del extracto de lipidos
% de lipidos = ( ) x 100 (4)
peso de la muestra)

2.4.2.3 Extracto libre de nitrégeno (ELN)

Se calculé utilizando la siguiente férmula:

ELN (%)= 100 — (%Proteina + % Lipidos + % Ceniza + % Humedad) (5)

2.4.2.4 Cenizas

Las cenizas se determinaron por la incineracién de la materia organica a 500 °C durante 24 horas en una mufla (Lindberg/Blue modelo

BF51842PBFMC-1).

2.4.2.5 Humedad

El contenido de humedad se determind por diferencia de peso (en una balanza analitica A&D serie 7704852) a partir de muestras de 1.0 g colocadas
en charolas de aluminio, previamente incineradas. Las charolas con las muestras se secaron a peso constante en una mufla (Lindberg/Blue modelo

BF51842PBFMC-1) a 70 °C por 24 horas. Para el calculo del porcentaje de humedad se utilizo la siguiente ecuacion:

peso seco x 100
% de humedad = 100 - ( peso hamedo (2)
u

2.4.3 Origen de los peces

Un lote de huevos fertilizados, donado por el Centro de Reproduccién de Especies Marinas (CREMES) operado por el Instituto de Acuicultura del
Estado de Sonora, México, se transportaron en una bolsa de plastico (con agua de mar saturada con oxigeno) al laboratorio de cultivo de peces
marinos del Centro de Investigacidn Cientifica y Educacion Superior de Ensenada, México (CICESE), donde se incubaron a 24 °C y eclosionaron en

un tanque de 2 m3. En este laboratorio, los huevos se aclimataron mediante un aumento gradual de temperatura (aumento de 2°C cada hora) de
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15 a 23°C. Una vez alcanzada ésta ultima temperatura, los huevos se sembraron a una densidad de 50 por litro en una incubadora cilindrica de
fondo cénico de 2000 L de capacidad. En estas condiciones se inicid la primera etapa del cultivo larvario comprendida de los 0 a los 23 dias después
de la eclosidon (DDE). A partir los 2 DDE y hasta los 17 DDE, las larvas se alimentaron tres veces al dia con rotiferos Brachionus plicatilis (5 rotiferos
por mililitro). A partir del dia 18 DDE y hasta el dia 23 DDE, las larvas de T. macdolandi se alimentaron con una combinacidon de rotiferos y nauplios
de Artemia previamente enriquecidos con ORI-GREEN (SKRETTING) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El suministro de rotiferos
disminuyd diariamente de manera gradual mientras que la cantidad de nauplios aumentd (a una proporcién de 4.1; 3:2; 2:3; 1:4 y 0:5 organismos
por mL). Este cultivo larvario se llevé a cabo en un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, a una temperatura de 23.4 £+ 0.4 °C, a una
concentracidn de oxigeno de 5.4 + 0.4 mg/L, a una saturacion de oxigeno de 79.4 +4.9 %, a un pH de 8.1 £+ 0.2, a una salinidad de 34.4 + 0.4 UPS y

a una concentracion de amonio de 0.6 = 0.3 mg/L.

A partir del dia 24 y hasta el dia 30 dde, se alimentaron con una combinacion de nauplios de Artemia enriquecidos (Ori-Green ORI-N3, Skretting®)
y una dieta formulada para larvas de peces marinos Otohime A (Otohime, Tokio, Japdn). Desde el dia 31 dde y hasta que alcanzaron un peso
aproximado de 10 g, se alimentaron con las dietas formuladas Otohime B1, B2, C1 y C2. Durante el periodo de incubacion y eclosién de los huevos
asi como del mantenimiento de las larvas hasta los 10 g, las condiciones de cultivo fueron: 23+1 °C; 7.4 +1 mg L de oxigeno disuelto; 32+1 UPS; pH
de 8.0+0.3 y un fotoperiodo de 12:12 luz:oscuridad). Después de alcanzar los 10 g los juveniles fueron transferidos a un tanque de 10 m3 para su

mantenimiento (en condiciones de cultivo similares a las antes mencionadas) hasta que tuvieron un peso cercano a los 80 g.

2.4.4 Sistema experimental

Cuando los juveniles alcanzaron un peso promedio de 83 + 4.2 g se transportaron a las instalaciones del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas
(HO-UABC) y se distribuyeron aleatoriamente en tres sistemas de recirculacion. Cada sistema consistiéo de 12 tanques de 550 L (unidades
experimentales), un tanque de compensacidn de 1.2 m3, dentro del cual se instalé un calentador de titanio de 7.500 watts (Process Technologies)
para el control de |la temperatura; una motobomba de 1/3 Hp (Sweetwater Modelo SHE3.0), la cual impulsé el agua hacia un biofiltro de 6 pies
cubicos de medio filtrante (PolyGeyser®; Pneumatic Drop Bead Filter model PG7 International Filter Solutions, TX, USA) y a un fraccionador de
espuma de 113.5 L (Protein Skimmer). Posteriormente, el agua pasd a un cabezal de distribucion que la repartié a los doce tanques de
experimentacion. Después, el agua de los tanques se recambid por medio de un tubo central de nivel, por el cual se llevé a un tubo de
sedimentacion (tubo de PVC ced 40 de 0.10 m de diametro), con el fin de atrapar los sdlidos suspendidos (heces, alimento no consumido, etc).
Finalmente, el agua del sedimentador salié de este por sobre-nivel y se canalizé por una tuberia de PVC (Ced 40) de 0.10 m de didmetro hasta

llegar nuevamente al tanque de compensacién para reiniciar el proceso.

2.4.5 Condiciones de cultivo

Todos los procedimientos realizados en este estudio para el cultivo experimental de T. macdonaldi siguieron las recomendaciones establecidas

para investigaciones éticas y responsables aprobadas por NRC (2011b).
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A cada sistema de recirculacidn se le asignd una de las temperaturas de aclimatacién (23, 26 o 29 °C) las cuales fueron seleccionadas con base en
la temperatura preferida por los juveniles de T. macdonaldi (Talamds, 2001 datos no publicados) y tomando en cuenta los trabajos en los que las
totoabas fueron aclimatadas a 23 °C (Bafiuelos-Vargas et al. 2014; Lépez et al. 2015; Trejo-Escamilla et al. 2016 y Fuentes-Quesada et al. 2018) y
26 °C (Badillo-Zapata et al.; 2016 Barreto-Curiel et al. 2018 y Mata-Sotres et al. 2018). En cada tanque de cultivo se colocaron 12 juveniles con un
peso promedio de 83 + 4.2 g. La temperatura inicial del agua fue de 23 + 0.8 °C; la concentracién de oxigeno de 7.8 + 0.4 mgeL” |a salinidad de 32

+1UPSyelpHde7.8+0.2.

Para los sistemas en los que se evaluaron las temperaturas de 26 y 29 °C, la temperatura incrementd a razén de 1°C por dia. Entonces los peces
permanecieron por un periodo de aclimatacion de 2 semanas en las temperaturas de aclimatacién programadas. Después de este periodo, la fase
de experimentacién tuvo una duracion de 61 dias, en los cuales el cultivo se desarrollé en condiciones controladas de oxigeno disuelto (7.4 + 0.8
mgeL™"), salinidad (34 + 1 UPS), pH (8.1 + 0.3) y fotoperiodo natural (época de otofio). La temperatura, el oxigeno disuelto y la salinidad se midieron
diariamente con un analizador multiparametros (YSI modelo 85-10), el pH con un potenciometro (Hanna Hi98130), mientras que el amonio, los

nitritos y los nitratos se cuantificaron cada tres dias con un kit comercial (API° Test Kit).

2.4.6 Protocolo de alimentacion

Durante la primer semana de aclimatacidén los peces se alimentaron tres veces al dia con una dieta comercial (Europa-Skretting 2.0 mm con 50%
de proteinas y 8% de lipidos), con una racién equivalente al 3% del peso corporal. Para la segunda semana, la dieta comercial se reemplazé
gradualmente por las dietas experimentales (20% por dia), hasta que se suministré el 100% de las dietas experimentales (D0%, D32%, D43% y
D56%). Durante las dos semanas de acondicionamiento, los juvenles de T. macdonaldi se aclimataron a la nueva dieta y en este tiempo, alcanzaron
un peso promedio de 100.6 £ 0.21 g. A partir de este peso comenzaron los ensayos donde se evalud la combinacién de temperatura-dieta. Desde
el dia uno hasta el dia 61 de cultivo, los peces fueron alimentados con las dietas experimentales a saciedad aparente tres veces al dia (8:00 a.m.,
12:00 p.m. y 4:00 p.m.). Cualquier alimento no consumido se elimind después de 5 minutos de permanecer en la columna de agua. Las heces

generadas se eliminaron diariamente con un sifon, antes de la primera alimentacién y media hora después de la ultima racién del dia.

2.4.7 Biometrias

Previo al inicio de cada biometria, los peces fueron anestesiados con tricaina metanosulfonato MS-222 (9 g de anestesico en 120 L de agua) para
faciclitar su manejo y evitar producirles algin dafio fisio o situacion de estrés. Todos los peces se midieron (longitud total, cm) y se pesaron (g) al
comienzo de la prueba de alimentacién y cada mes durante dos meses. Para evaluar el rendimiento en crecimiento y los indices productivos se

utilizaron las siguientes ecuaciones:
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2.4.7.1 Supervivencia

Se determind al final del experimento con la siguiente ecuacion:

) ) numero de peces al final
Supervivencia = — —— x 100 (6)
numero de peces al inicio

2.4.7.2 Parametros de Crecimiento

2.4.7.2.1 Peso promedio (g)

Los 12 peces de cada tanque fueron pesados con una bascula digital de plataforma (TORREY EQB-100-200) y la longitud total (cm) se registré con
un ictidmetro. Después de realizar la biometria, los organismos fueron regresados al tanque correspondiente. El peso promedio se calculé mediante

la siguiente ecuacion:

. peso total (humedo) de los peces
Peso promedio = - (7)
numero de peces

2.4.7.2.2 Tasa de crecimiento especifica (TCE)

In Peso final—1n Peso inicial
TCE = _ - x 100 (8)
tiempo (dias)

2.4.7.2.3 Ganancia en peso (GP %)

(Peso final — Peso inicial)
GP (%) = . x 100 (9)
Peso inicial

2.4.7.2.4 Coeficiente de crecimiento térmico (CCT)

Se determind con la siguiente formula:
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W3 — w; 4/3)

cct = x 1000

(10)
TX At
Dénde: Wy peso final (g); Wi; peso inicial (g); T:

temperatura del agua (°C); At: tiempo del cultivo (T x At representa la suma térmica en grados-dias)

El CCT utiliza una funcién de potencia (W:*?) debido a que este arreglo matematico proporciona un mejor ajuste de acuerdo al patrén de

crecimiento actual de los peces (Strand, 2005).

2.4.7.3 indices productivos

2.4.7.3.1 Factor de conversion alimenticia (FCA)

El FCA refleja la conversidn de alimento consumido respecto a la ganancia en peso del pez (Tacon, 1989). Para evaluar la cantidad de alimento
consumido por los peces en cada tanque de cultivo, se verificé que todo el alimento suministrado fuera consumido. El FCA se calculé para cada

tratamiento con la siguiente ecuacion:

alimento ingerido (g)
FCA = (11)
peso corporal ganado (g)

2.4.7.3.2 Tasa de Eficiencia proteica (TEP)

La TEP definida como los gramos de peso ganado por gramo de proteina consumida, expresa el crecimiento del organismo como consecuencia de
la proteina ingerida (Tacon, 1989). Esta tasa aporta informacién sobre el grado en que la proteina provee los aminoacidos esenciales requeridos

por los organismos. La TEP se calculd con la siguiente ecuacion:

TEP Peso humedo ganado por el pez (g) (12)
" Peso secodela proteina en el alimento consumido (g)

2.4.7.3.3 Factor de condicion (K)

Se determind el factor de condicidn de Fulton (Bagenal y Tesch, 1978, en: Froese, 2006) con la siguiente férmula:
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Peso total (g)

K = x 100 (13)

(Longitud total en centimetros)?

2.4.8 Efecto de la temperatura de aclimatacidén y la calidad de la dieta sobre el perfil de acidos grasos del musculo de los peces

Para conocer la composicién quimica proximal del misculo de juveniles de T. macdonaldi, se analizaron tres peces de cada tanque (9 peces por
tratamiento). A estos organismos se les disecd el musculo de la region dorso-lateral y se preservé en ultracongelacion a —80°C hasta su analisis. La
metodologia que se utilizé para cuantificar la composicién de los AG del musculo de los peces (antes y después del experimento) y de las dietas

experimentales fue la siguiente:

2.4.8.1 Cuantificacion del perfil de acidos grasos (AG)

Previo al andlisis de los acidos grasos (AG) se realizd la extraccion de los lipidos con el método propuesto por Folch et al. (1957). La extraccidon se
realizé con una solucidn de diclorometano-metanol (2:1), mas BHT (butilhidroxitolueno) al 0.01% como antioxidante. La saponificacion se hizo con
una solucién metandlica (al 90%) de KOH (0.3N) y para la metilacién se utilizé trifluoruro de boro al 14% en metanol (BF3-CH30H) (Metcalfe et al.,

1966).

Para la identificacién y cuantificacion de los acidos grasos por medio de cromatografia de gases se siguié la metodologia descrita por Vizcaino-
Ochoa et al. (2010). Los metil-ésteres se disolvieron en hexano grado cromatografico en una relaciéon de 100 pg/ulL y se analizaron en un
cromatégrafo de gases Agilent 7890A con una columna capilar (DB-FFAP, de 30 m de longitud; 0.320 mm didmetro y 0.25 um de espesor de
pelicula; Agilent J&W, GC columns) y un detector de idnes de flama. Como gas de acarreo se usé nitrégeno a un flujo de 3 mL min™. El volumen de
inyeccion utilizado fue de 1 pL, con una dilucién de 1:50. La rampa de temperatura para este método fue de 9 °C min™" con una temperatura inicial
de 120 °C, hasta alcanzar 190 °C. Luego, se incrementd la temperatua a una tasa de 3 °C min? hasta alcanzar una temperatura de 230 °C por 4

minutos.

La identificacidn de los acidos grasos se realizé por comparacidn entre los tiempos de retencién del estandar comercial 37 Component FAME Mix,
Supelco (Sigma Cat. 47885-U) y los tiempos de retencion de los ésteres extraidos de cada una de las muestras. El porcentaje de cada uno de los

acidos grasos se calculd con base en el total de acidos grasos identificados, con el programa Chem Station version B.04.01 (Agilent, USA).
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2.4.9 Andlisis estadisticos

Los valores obtenidos en los andlisis proximales de las dietas experimentales y de los acidos grasos, asi como los datos de supervivencia, la ganancia
de peso y la tasa de crecimiento especifica fueron expresados en porcentaje, razén por la cual, fueron previamente transformados mediante la

funcién arcoseno para su evaluacion estadistica (Zar, 2010).

A los valores antes mencionados, asi como al peso promedio, la tasa de conversion alimenticia, tasa de eficiencia proteica, tasa de consumo
aparente, factor de condicién, indice hepatosomatico, coeficiente de crecimiento térmico y los del perfil de acidos grasos (de las dietas
experimentales y del musculo de peces) se les aplicd las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Lilliefors para evaluar la normalidad, y la prueba de
Levene para determinar la homogeneidad de las varianzas (Zar, 2010; Montgomery, 2017). Una vez que cumplieron con los supuestos, se aplicé
un andlisis de varianza de dos vias con el objetivo de evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacion, de la inclusién de soya en la dietay de la
interaccion de ambos factores sobre la supervivencia, el crecimiento, los indices productivos y la composicidn de dcidos grasos en el musculo de
juveniles de Totoaba macdonaldi. Para identificar cuales tratamientos difirieron estadisticamente entre si con respecto a la dieta control se aplicé
la prueba de Dunnett. Para identificar las diferencias estadisticas entre las medias de las dietas experimentales (dietas en las que se remplazé la
HP por HS), se aplico la prueba a posteriori de LSD de Fisher (Zar, 2010; Montgomery, 2017). Todos los analisis se realizaron con un nivel de

significancia de P <0.05 y con el software STATISTICA 10°©.

2.5 Resultados

2.5.1 Analisis proximales

No se encontraron diferencias en el porcentaje de proteina cruda y de lipidos totales, pero si en el contenido de humedad y de cenizas (Tabla 2).

Tabla 2. Valores promedio de los principales componentes de las dietas experimentales utilizadas para alimentar a los juveniles de Totoaba macdonaldi.

Dietas experimentales

Componente D0% D32% D43% D56% Valor de P
(100%HP (68%HP-32%HS) (57%HP-43%HS)  (44%HP-56%HS)
Proteina Cruda (g 100 g?) 48.4%0.2 48.60.3 49.00.3 48.8+0.3 0.07
Lipidos Totales (g 100 g1) 9.13#0.1 9.35#0.1 9.3+0.0 9.4+0.0 0.06
ELN* 21.52 23.48 23.76 25.50 0.05
% Cenizas (g 100 g'1) 13.7+0.4° 11.8+0.5° 10.5+0.3¢ 9.620.4¢ 0.002
Humedad (%) 7.200.1° 6.61+0.1° 7.3620.5% 6.7+0.1° <0.0001

*ELN, extracto libre de nitrégeno.
D0%: Dieta control; D32%: Dieta 1; D43%: Dieta 2; D56%: Dieta 3; HP: Harina de pescado; HS: Harina de soya.
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2.5.2 Supervivencia, Parametros de crecimiento e indices productivos

Es importante mencionar que a las dos semanas de iniciar la aclimatacion de los peces, se presentd una falla en la energia eléctrica que duré mas
de seis horas, lo que ocasiond que se dafiara el soplador (suministro de aire) y el calentador de titanio de 7.500 watts que mantenia constante la
temperatura del agua del sistema de recirculacidon. Esta situacion derivd en la muerte del 100% de los organismos que se mantenian a 29 °C en las
siguientes 72 h. Debido a esto, sdlo se realizd la aclimatacion de Totoaba macdonaldi a 23 y 26 °C durante los meses de agosto a diciembre de
2016. La aclimatacién de los peces a 29 °C se efectud en los mismos meses pero del aino 2017. Por lo anterior, los andlisis estadisticos realizados

para evaluar el efecto de la interaccion de estos dos factores se llevd a cabo solamente con la informacién generada a 23 y 26 °C. El analisis de los

datos obtenidos a 29 °C, se efectuo por separado.

2.5.2.1 Supervivencia

La supervivencia de los organismos aclimatados a 23y 26 °C no fue afectada por la temperatura de aclimatacion (P: 0.091), las dietas experimentales
(P: 0.0505) o la interaccion de estos factores. (P: 0.0503). En la mayoria de los tratamientos se registré un 100% de supervivencia excepto en los

organismos alimentados con D32% y aclimatados a 23 °C en los cuales se registré un 97% (Figura 1).

Para los peces aclimatados a 29 °C, la supervivencia tampoco fue afectada por las dietas experimentales (P: 0.37). Se registré un 100% de

supervivencia en los peces alimentados con D0%, D32% y D43% y un 92% en los alimentados con D56% (Figura 1).

100
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Supervivencia (%)

Figura 1. Supervivencia de los juveniles (promedio * desviacidn estandar) de Totoaba macdonaldi aclimatados a tres temperaturas y alimentados con dietas con
distintos porcentajes de inclusion de harina de soya. Dieta control (D0%: 100%HP); Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2 (D43%: 57%HP-43%HS); Dieta 3 (D56%:

44%HP-56%HS). La interrupcion en el eje de las x significa que los datos para la temperatura de 29 °C fueron alaizados en un tiempo diferente respecto a la
temperatura de 23y 26 °C.
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2.5.2.2 Parametros de Crecimiento

2.5.2.2.1 Peso promedio (g), Ganancia en peso (GP%), Tasa de Crecimiento especifico (TCE) y Coeficiente de crecimiento térmico

(CCT)

Para los peces aclimatados a 23 y 26 °C, estas respuestas fueron influenciadas por la temperatura de aclimatacién (peso promedio: P= 0.0009;
GP%: P: 0.001; TCE: P: 0.001) pero no por la dieta, ni por la interaccion de estos factores. Tampoco se presentaron diferencias entre el peso

promedio, la ganancia en peso y la TCE de los peces alimentados con la D0% (sin HS) en ambas temperaturas de aclimatacién (23 y 26 °C).

El mayor peso promedio (264.2 + 7.9 g) y la mayor TCE (1.5 + 0.0 % peso corporal/dia) se registrd a 26 °C en los peces alimentados con la D43%
mientras que la mayor ganancia en peso (155.9 + 30.3 %) se presentd en esta misma temperatura (26 °C) pero en los peces alimentados con la
D56%. Estos promedios fueron diferentes del peso (promedio), la TCE y la GP% registrado en las totoabas aclimatadas a 23 °C y alimentadas con
las D32%, (peso promedio: P= 0.016; TCE: P= 0.021; GP%: P=0.024) D43% (peso promedio: P= 0.004; TCE: P= 0.005; GP%: P=0.003) y D56% (peso
promedio: P= 0.034; TCE: P= 0.035; GP%: P= 0.027). El CCT no fue afectado por la temperatura de aclimatacién (P: 0.61), la dieta (P: 0.97) ni la

interaccion de estos dos factores (P: 0.41) (Figura 2, Tabla 3).

En la temperatura de aclimatacion de 29 °C, a diferencia de las temperaturas anteriores (23 y 26 °C) las dietas con HS propiciaron un incremento
del peso promedio (P < 0.05), la GP% (P < 0.05) y la TCE (P < 0.05), en comparacién con el control. El mayor peso promedio (275.1 + 38.5 g), la
mayor GP% (255.8+5.4 %) y la TCE més elevada (2.2 + 0.2 % dia™?) también se presentaron en los peces alimentados con la D43% los cuales sélo

difirieron con respecto a los peces alimentados con la D0% (peso promedio: P < 0.0001; GP%: P= 0.002; TCE: P= 0.01) (Figura 2, Tabla 3).

Respecto al CCT, este indice sdlo fue diferente significativamente por la dieta experimental para los peces aclimatados a 29 °C. En esta temperatura,
el menor promedio (1.9 + 0.1) se registro con la D0% y fue estadisticamente diferente del registrado con la D32% (P: 0.003), D43% (P: 0.003) y
D56% (P: 0.006) (Tabla 3). En las condiciones de 23° y 26 °C este coeficiente no fue afectado por la temperatura de aclimatacion, la dieta ni la

interaccion de estos dos factores.



29

300 w A

W, X Ay A
X,Y,Z W,X,y _:[_ :[ apl
Z
z _I_ I B mD0%
250
% mD32%
= I
2 200 D43%
o
2 mD56%
e
© 150
o
o
[72]
(D]
O 100
50
0 A

23 26 29
Temperatura de aclimatacion (°C)

Figura 2. Peso promedio (t+ desviacion estandar) de juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatados a tres temperaturas y alimentados con distintos porcentajes
de inclusién de harina de soya en la dieta durante 61 dias de cultivo. Pl: Peso inicial (g); Dieta control (D0%: 100%HP); Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2
(D43%: 57%HP-43%HS); Dieta 3 (D56%: 44%HP-56%HS). Las letras w, x, y denotan diferencias significativas entre los tratamientos (dietas con HS) a 23y 26 °C.
Las letras A, B indican diferencias significativas entre las dietas a 29 °C. La interrupcion en el eje de las x significa que los datos para la temperatura de 29 °C fueron
alaizados en un tiempo diferente respecto a la temperatura de 23 y 26 °C.

2.5.2.3 indices productivos

2.5.2.3.1 Factor de conversion alimenticia (FCA)

El FCA fue influenciado por las dietas experimentales (P: 0.02) pero no por la temperatura de aclimatacion ni por la interaccidn entre estos factores.
Al comparar la D0% con las dietas experimentales, se encontré que el FCA registrado con la dieta sin HS (0.99 + 0.02 y 1.03 £ 0.03) en 23 y 26°C,
fue diferente del encontrado con la D56% a 23 °C (P: 0.023).

Entre las dietas con remplazo de HP, el menor FCA (1.03 + 0.02) se presentd a 26 °C con la D43% y fue diferente (P: 0.031) del FCA mds alto (1.13
+ 0.09) enontrado a 23 °C con la D56%. A diferencia de las temperaturas anteriores, para los peces aclimatados a 29 °C el FCA no fue influenciado

significativamente por las dietas evaluadas (P: 0.20) (Tabla 3).
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2.5.2.3.2 Tasa de eficiencia proteica (TEP)

Para los peces aclimatados a 23y 26 °C, la TEP fue afectada por la temperatura de aclimatacion (P: 0.01), pero no por la dieta. Tampoco se encontré

interaccion temperatura-dieta sobre esta variable de respuesta.

El menor promedio de la TEP (2.1 £ 0.2) se registrd a 23 °C (D43%) y fue diferente estadisticamente de los registrados a 26 °C pero no de la TEP
encontradaa 23 °C con las D32% (P: 0.35) y D56% (P: 0.32). Por el contrario el mayor promedio (3.1 £ 0.6) se registré a 26 °C (D56%) y fue diferente
de las encontradas a 23 °C (D32%: P=0.024; D43%: P= 0.003; D56%: P=0.02).

La TEP de los peces alimentados con la D0% (2.8 £+ 0.2 a 23 °Cy 2.7 £ 0.3 a 26°C) no fueron diferentes (P > 0.05) de las encontrada con las dietas
experimentales. Respecto a las dietas con HS, el menor promedio (2.1 +0.2) se registré a 23 °C con la D43% y fue diferente de todos los tratamientos

excepto de los registrados con la D32%, (P: 0.35) y D56% (P: 0.32) a 23 °C.

La mayor TEP (3.1 + 0.6) se registrd a 26 °C con la D56% y fue diferente de la encontrada con la D32% (P: 0.024), D43% (P: 0.003) y D56% (P: 0.02)
a 23 °C. La TEP de los juveniles aclimatados a 29 °C fue influenciada por la inclusidn de HS en la dieta. El menor promedio (3.9 + 0.3) se registrd con

la D0% vy fue diferente del registrado con el resto de las dietas (D32%: P: 0.002; D43%: P: 0.002; y D56% (P: 0.005) (Tabla 3).

2.5.2.3.3 Factor de condicion (K)

Esta variable fue afectada por las dietas experimentales cuando los peces se aclimataron a 29 °C, pero en aquellos acondicionados a 23y 26 °C, la

temperatura de aclimatacion, la dieta o la interaccién de estos factores no tuvieron ningun efecto.

En los peces aclimatados a 29 °C, el mayor promedio de K lo presentaron los peces alimentados con la D32% el cual solamente fue diferente (P:

0.02) de la D43% (Tabla 3).

2.5.3 Acidos grasos del musculo de los peces

Los resultados mostraron que no hubo efecto de la temperatura de aclimatacién (P > 0.05), de las dietas experimentales (P > 0.05) o de la
interaccion de ambos factores (P > 0.05) sobre el perfil de acidos grasos del musculo de juveniles de Totoaba macdoaldi aclimatados a 23, 26 y 29

°C (Tablas 4-6).



Tabla 3. Valores promedio (+ desviacion estandar) de los parametros de crecimiento e indices productivos de juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatados a tres temperaturas y
alimentados con dietas con distintos porcentajes de inclusién de harina de soya. Dieta control (D0%: 100%HP); Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2 (D43%: 57%HP-43%HS); Dieta 3

(D56%: 44%HP-56%HS).

23°C 26 °C
Valorde P
indice D0% D32% D43% D56% D0% D32% D43% D56% = 5 -
PI(g) 100.4+2.0 104.4+2.0 107.7+2.0 106.0+0.4 105.0+3.0 104.0+0.3 104.2+1.4 101.7+0.5
Pf(PPg) | 240.645.0 230.3+14.0Y 223.0+9.0¥ 235.0+25.0% Y 249.4+12.0  258.049.2%x 264.2+7.9% 259.7+25.0%* | <0.001 | 0.97 | 0.37
GP(%) | 139.649.0  120.7+15.0%Y 107.2+12.2V 121.6423.7%Y | 137.8£16.6  146.7+8.8%*  153.6+10.0% 155.9+30.3 % 0.001 | 0.80 | 0.13
0,
Td(i,g_(lf’ 1.37+0.04 1.3+0.1%Y 1.2+0.0 Y 1.3+0.1%Y 1.4+0.0 1.5+0.0% 1.5+0.0% 1.5+0.1" 0.001 | 0.98 | 0.43
a a, b,w, x a, b,w, x b, x a, b a,b,w a,b,w a, b,w, x

FCA 0.99+0.02  1.07+0.04 1.10+0.05 1.13+0.09 1.03+0.03 1.04+0.03 1.03+0.02 1.10+0.07 0.32 0.02 | 034

TEP 2.80.2 24403 2.01£0.2 24405 2.7+ 0.3 29+02 3.0£02 31+06 0.01 074 | 011

K 1.04+0.02 1.03+0.02 0.99+0.02 1.03+0.05 0.98+0.01 1.02+0.04 0.99+0.04 1.05+0.12 0.58 0.45 | 0.53

cCcT 1.12+0.05 1.01+0.10 0.93+0.08 1.02+0.16 0.99+0.09 1.04+0.051 1.08+0.05 1.08+0.15 0.61 0.97 | 0.41

29°C
e Valor de
Indice D0% D32% D43% D56% o
PI(g) 76.810.8 77.5+1.6 73.216.5 78.6+1.2
Pf(PPg) | 228.6+32.88 272.0+38.9A | 275.1+38.5A | 265.0¢55.5A 0.03
GP (%) 197.3+13.78 250.9+3.3A 255.845.4A 247.2+8.57 0.02
0,

;,C‘_J‘E_l(f 1.840.08 8 2.06+0.02~ 2.2+0.2 7 2.04+0.04~ 0.04
FCA 1.02+0.09 1.05+0.01 1.07+0.05 1.11+0.04 0.11
TEP 3.9+0.3 B 5.0+0.0A 5.1+0.1A 4.9+0.2 A 0.04
K 1.02+0.02 A8 1.05+0.01 A 1.00£0.02 ® 1.04+0.01 48 0.04
cCT 1.9+0.18 2.3+0.0A 2.4+0.0A 2.3+0.0A 0.03

Peso promedio (PP) = peso total himedo de los peces/nimero de peces; Ganancia en peso (GP)= ((Peso final - Peso inicial) / (Peso inicial)) x 100; Tasa de crecimiento especifico (TCE %
peso corporal/dia) = ((In Peso final-In Peso inicial) / (tiempo en dias)) x 100; Factor de conversidn alimenticia (FCA)= alimento ingerido (g)/peso corporal ganado (g); Tasa de eficiencia
proteica (TEP)= Peso humedo ganado por el pez (g)/Peso seco de la proteina en el alimento consumido (g); Factor de condicién= (Peso total en g) / (Longitud total en cm3) x (100);
Coeficiente de crecimiento térmico (CCT)= [(peso final“/3 - peso inicial/3) / (T ° C x dias)] x 1000; T: temperatura de aclimatacidn, D: dieta; T-D: Interaccion temperatuua-Dieta. Las letras
a, b denotan diferencias singinifactivas (P < 0.05) entre la D0% y lo stratamienos (dietas con HS). Las letras w, X, y, z denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a
23y 26 °C. Las letras A, B indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 29 °C.
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Tabla 4. Perfil de 4cidos grasos (mg/100 g) de las dietas utilizadas para la alimentacién de juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatados a 23,
26y 29 °C. Dieta control (D0%: 100%HP); Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2 (D43%: 57%HP-43%HS); Dieta 3 (D56%: 44%HP-56%HS).

Dietas experimantales Kruskal-Wallis Palr\aNn?é\::’:co
Ac. Graso
D0% D32% D43% D56% c-S P F P

C18:1n9 812.74+185.17 816.34196.36 804.3247.36 798.66+70.33 0.30 0.99
C18:2n6 201.16+4.40 208.94+7.48 209.78+4.99 207.59+5.80 2.74 0.11
C18:3n3 32.20+2.48 31.51+2.72 30.02+2.34 32.15+5.21 1.29 0.34
C20:4n6 10.68+0.11 10.36+0.43 9.7340.69 10.3610.53 2.67 0.11
C20:5n3 233.33413.08 217.86+11.88 237.5249.02 220.62+7.94 3.05 0.09
C22:6n3 412.67+9.39 424.00+8.57 429.20+12.72 409.31+20.40 3.42 0.07

3 Mono 1044.56+191.4 1048.6+105.64 1037.3+63.24 1017.61+75.36 1.73 0.72

¥ Saturados 1389.6+£160.53 1354.12+140.0 1344.16+111.0 1378.64+152.96 6.6 0.08
¥ PUFAS n-6 388.89+20.55 373.6315.24 386.35+33.03 382.17+10.23 0.65 0.60
¥ PUFAS n-3 678.20+24.94 673.37114.59 696.75+17.71 662.09+22.88 341 0.07
¥ n3/n6 1.7440.03 1.8040.03 1.81+0.11 1.734£0.01 211 1.17
3 DHA/EPA 1.86+0.06 1.9040.15 1.81+0.03 1.85+0.07 1.56 0.27
3 EPA/ARA 21.85+1.46 21.08+2.02 24.45+1.45 21.31+0.80 1.54 0.27
2 PUFAS 20C>3 661.47+22.78 657.8911.98 681.38+15.21 645.41+24.07 3.97 0.05

Saturados: C:140, C:160, C:180, C:20, C: 220, C150, C170, C20, C230; Monoenoicos (Mono): C:141; C:151; C:161; C:171; C:181n9; C:201n9;
C:221n9; Otros n6: C:183n6, C:203n6; PUFAS n-6: C:182n6; C:182n6t; C:183n6; C:203n6; C:204n6; PUFAS n-3: C:183n3, C:205n3, C:226n3;
PUFAS 18C: C:181n9, C:182n6, C182n6t, C18:0, C:183n6, C:183n3; PUFAS 20C=>3: C:203n6, C:204n6, C:205n3, C:226n3. Se aplicé un andlisis
de varianza de una via (ANOVA) para evaluar el perfil de acidos grasos de las dietas experimentales.



Tabla 5. Perfiles de acidos grasos (mg/100 g de tejido) del musculo de juveniles de Totoaba macdonaldi, después de 61 dias de aclimatacidn a dos temperaturas (23 y 26
C) y alimentacién con dietas experimentales con distintos porcentajes de remplazo de harina de pescado (HP) por harina de soya (HS). Dieta control (D0%: 100%HP);

Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2 (D43%: 57%HP-43%HS); Dieta 3 (D56%: 44%HP-56%HS).

Interaccion Temperatura de aclimatacion (°C)-Dietas experimentales ANOVA
Peces 23°C 26 °C de 2 vias

Ac. Graso . . . . . E: P

inicial Dietas experimentales Dietas experimentales (F; P)
D0% D32% D43% D56% D0% D32% D43% D56% T D TXD
4.26; 0.90; 0.34;
€18:1n9 874.7+18.3 810.4+2 831.6+45.5 835.8+49.9 815.6£13.3 847.2424.4 862.7£15.3 844.4+11.8 831.946.1 0.055 0.46 0.79
0.10; 0.73; 0.57;
C18:2n6 204.5%3.0 201.0£11.56 200.5%15.5 203.248.4 196.847.9 201.316.9 200.7+12.9 203.9+15.3 202.0+13.7 0.75 0.58 0.64
0.60; 0.15; 0.54;

: + + + + + + + + +
€18:3n3 30.2¢1.7 30.9#3.1 30.9%2.5 30.5%4.9 29.743.2 29.5%3.6 30.54.4 29.5%3.2 30.622.9 044 0.9 0.66
0.35; 0.21; 1.26;
: + + + + + + + + +

C20:4n6 9.9£0.1 9.5%0.5 10.240.2 10.0£0.5 9.5£0.6 10.1+0.4 9.9+0.5 9.740.9 10.1£0.4 0.5¢ 0.88 032
0.04; 0.09; 0.84;
€20:5n3 239.2+13.3 238.1+13.9 225.3+11.9 226.623.8 222.8+16.3 219.6%13.7 232.16.7 229.1420.4 226.619.1 0.82 0.9¢ 0.48
0.90; 1.67; 0.37;
€22:6n3 407.3£14.2 420.845.4 411.6%16.9 426.4+11.0 421.6+10.8 408.4+13.6 408.4£15.9 412.9%20.7 419.2+17.0 0.35 021 077
3.66; 0.33; 0.25;
$Mono 1072.0451.8 1089.6+57.4 1047.9+44.1 1048.5+56.9 1023.6+20.5 1067.8+41.2 1072.7438.7 1055.3+49.6 1060.0£56.0 0.07 0.80 0.86
0.08; 0.88; 1.62;
SSaturados 1375.7£10.0 1440.5+208.0 226.5¢114.6 1436.6£123.5  1396.9+110.3 1420.6£79.8 1456.9+80.3 1389.9+44.6 1431.517.3 0.78 0.47 022
2.60; 0.37; 0.21;
SPUFAS n-6 369.6£10.8 369.4£11.5 363.5£14.7 366.1£25.9 365.3£10.1 363.24£19.7 356.345.9 348.8+4.1 357.6+14.0 012 077 0.88
1.13; 0.55; 0.82;
SPUFAS n-3 667.3£24.9 700.9+27.7 667.8+18.7 683.6£16.0 674.2421.5 657.6£55.5 671.0+47.3 671.6+68.8 676.5+62.3 0.30 0.65 0.50
0.90; 0.88; 0.33;
sn3/n6 1.86+0.07 1.84+0.05 1.84£0.05 1.8740.11 1.85£0.10 1.810.11 1.88+0.04 1.93+0.04 1.89+0.08 0.35 0.47 0.80
0.03; 0.48; 0.74;
SDHA/EPA 1.82+0.06 1.810.15 1.83+0.12 1.90+0.23 1.90+0.14 1.8610.11 1.7610.06 1.82+0.26 1.85+0.10 0.85 0.69 0.53
SEPA/ARA 22.7+1.4 25.0+2.0 22.1£2.7 22.5%3.4 23.4%1.4 21.7+2.4 23.442.6 23.8%4.2 22.4%2.8 0.20; 0.06; 1.38;
0.66 0.97 0.28
S PUFAS . . . . . . . . N 0.90; 0.59; 0.55;
50C>3 665.8£29.7 661.7424.2 654.3£20.9 669.7£15.6 660.4£22.6 643.9+65.6 656.7+47.1 658.2+57.8 661.9+51.7 0.3 0.63 0.65

Saturados: C:140, C:160, C:180, C:20, C: 220, C150, C170, C20, C230; Monoenoicos (Mono): C:141; C:151; C:161; C:171; C:181n9; C:201n9; C:221n9; Otros n6: C:183n6,
C:203n6; PUFAS n-6: C:182n6; C:182n6t; C:183n6; C:203n6; C:204n6; PUFAS n-3: C:183n3, C:205n3, C:226n3; PUFAS 18C: C:181n9, C:182n6, C182n6t, C18:0, C:183n6,
C:183n3; PUFAS 20C>3: C:203n6, C:204n6, C:205n3, C:226n3. T: temperatura de aclimatacion, D: dieta; T-D: Interaccion temperatuua-Dieta.Se aplicé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar el perfil de acidos grasos del musculo de los peces en relacién a la temperatura de aclimatacidn, las dietas experimentales y
la interaccion de estos dos factores.
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Tabla 6. Perfiles de acidos grasos (mg/100 g de tejido) del musculo de juveniles de Totoaba macdonaldidespués de 61 dias de aclimatacién a 29 °C y alimentacién con 4 dietas
experimentales con distintos porcentajes de remplazo de harina de pescado (HP) por harina de soya (HS). Dieta control (D0%: 100%HP); Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2 (D43%:
57%HP-43%HS); Dieta 3 (D56%: 44%HP-56%HS).

Dietas experimentales Kruskal-Wallis Pa?:ln?;?ico
Ac. Graso Peces iniciales
D0% D32% D43% D56% Chi-Sq P F P

C18:1n9 826.9+20.2 846.3+14.1 910.3+29.7 899.8+36.4 852.7+12.9 8.66 0.19

C18:2n6 207.70+2.31 203.9143.22 203.47+2.71 205.54+7.17 202.7749.63 12.66 0.05
C18:3n3 29.5+0.6 30.8+2.3 29.6+1.0 29.8+1.8 28.9+1.5 0.97 0.47
C20:4n6 10.+0.1 10.4+0.2 9.5+0.3 9.7+0.9 9.6+0.3 1.87 0.14
C20:5n3 230.4+1.8 229.6+3.4 215.7+2.6 219.5+9.2 216.0+4.6 1.78 0.16
C22:6n3 429.249.2 401.9+6.4 415.616.3 414.2+7.2 408.1#5.1 1.45 0.25
3 Mono 1106.3+9.6 1058.5+22.3 1124.7+29.9 1112.6+43.6 1063.4+12.2 1.09 0.40
2 Saturados 1305.8+25.2 1464.4+129.0 1430.9+34.9 1436.845.0 1428.6+36.0 1.99 0.11
2 PUFAS n-6 382.8+10.0 364.8+3.4 363.7£3.2 360.7£3.2 357.0+£18.8 2.68 0.05
3 PUFAS n-3 656.9+21.1 662.5+7.0 660.9+6.8 663.5+16.9 653.3+8.6 0.82 0.57
3 n3/n6 1.86+0.07 1.82+0.04 1.82+0.03 1.84+0.04 1.83+0.11 2.11 0.10
3 DHA/EPA 1.76+0.17 1.84+0.03 1.93+0.03 1.89+0.05 1.89+0.04 1.05 0.42
3 EPA/ARA 22.9+1.1 21.9+4.5 22.620.4 22.6x1.9 22.4+0.8 0.46 0.82
3 PUFAS 20C=3 658.9+22.3 648.8+8.0 644.4+7.3 650.0+17.0 639.616.8 1.21 0.35

Saturados: C:140, C:160, C:180, C:20, C: 220, C150, C170, C20, C230; Monoenoicos (Mono): C:141; C:151; C:161; C:171; C:181n9; C:201n9; C:221n9; Otros n6: C:183n6, C:203n6; PUFAS
n-6: C:182n6; C:182n6t; C:183n6; C:203n6; C:204n6; PUFAS n-3: C:183n3, C:205n3, C:226n3; PUFAS 18C: C:181n9, C:182n6, C182n6t, C18:0, C:183n6, C:183n3; PUFAS 20C>3: C:203n6,
C:204n6, C:205n3, C:226n3. Se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA) de una via para evaluar el perfil de acidos grasos del musculo de los peces en relacion a las dietas experimentales.
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2.6 Discusion

2.6.1 Supervivencia, Rendimiento en crecimiento e indices productivos

La supervivencia de juveniles de T. macdonaldi aclimatados a 23, 26 y 29°C no fue afectada por la temperatura de aclimatacién ni por las dietas
experimentales. En los tratamientos de 23 °C-D32% y 29 °C-D56% la mortalidad se debié a que los organismos saltaron fuera del tanque.
Porcentajes de supervivencia similares han sido reportados para la misma especie a 23 °C y con dietas en las que la harina de pescado (HP) se
reemplazé de un 15% a un 100% por concentrado de proteina de soya (CPS) suplementado o no con 1% de taurina (Bafiuelos et al., 2014; Lépez et
al., 2015; Trejo-Escamilla et al., 2016) o cuando la HP se reemplazd en un 24, 44 0 64% por harina de soya (HS) con 1% de taurina (Fuentes-Quesada
et al., 2018). En otras especies de la familia Sciaenidae, como Nibea miichthioides (Wang et al., 2006), Argyrosomus regius (Velazco-Vargas et al.,
2013), Sciaenops ocellatus y Cynoscion parvipinnis (Minjarez-Osorio et al., 2016), se han reportado porcentajes de supervivencia similares a los del
presente trabajo, cuando la HP ha sido reemplazada en la dieta por diferentes porcentajes de HS (15% a 100%) o CPS (25 a 75%), sin embargo,
aunque en los estudios antes citados, no se evalud el efecto sinérgico de la temperatura con la calidad de la dieta, los resultados del presente

trabajo con juveniles de totoaba, indican que la temperatura no influye en los efectos que la adicion de soya en la dieta ocasiona en la supervivencia.

En relacidn al peso promedio, la TCE y el porcentaje de GP de los peces aclimatados a 23 y 26 °C, se demostrd que estas variables solamente fueron
influenciadas por la temperatura de aclimatacién, mientras que las dietas experimentales tuvieron un efecto cuando los peces se aclimataron a 29
°C. El intervalo del peso promedio se registrd entre los 223.0 a 275.1 g; la GP entre un 155.9 a 255.8%, mientras que la TCE entre 1.2 a 2.2. Estos
intervalos son mayores que los reportados en esta misma especie por Espinosa-Chaurand et al. (2015); Pérez-Veldzquez et al. (2016), Trejo-
Escamilla et al. (2016); Satriyo et al. (2017); Gonzalez-Félix et al. (2018) y Madrid et al. (2019). Las posibles diferencias con los autores antes citados
pudiera deberse a que en sus estudios usaron dietas sin HS (o con un porcentaje de inclusion muy bajo de HS) o que realizaron el cultivo en una

condicion térmica diferente.

Los mayores promedios del peso, la TCE y el porcentaje de GP de los peces, se registraron en las temperaturas de aclimatacion de 26 y 29 °C.
Tomando en cuenta que una de estas temperaturas es similar a la temperatura preferida (26.3 °C) por los juveniles de T. macdonaldi de dos meses
(Talamas, 2001, datos no publicados) y a que estos valores térmicos son frecuentes en el habitat en el que cominmente se encuentran los juveniles
en aguas superficiales (25 a 29 °C) del medio natural (Flanagan, y Hendrickson, 1976), es probable que en estas temperaturas (26 y 29 °C) los peces
estuvieron en una condicion térmica favorable y fueron mas eficientes en sus procesos bioquimicos y metabdlicos (Beitinger y Fitzpatrick, 1979),
por lo que quizas aprovecharon de mejor manera la energia obtenida de la dieta, lo que derivé en un buen rendimiento fisioldgico (Brett, 1956;

Schram et al., 2013).

En cuanto a la eficiencia en el aprovechamiento de las proteinas de soya, se ha reportado que varia entre las especies de peces y depende de
factores como el desequilibrio de aminoacidos, la palatabilidad, el porcentaje de digestibilidad o la presencia de factores antinutricionales. La
variacion de estas caracteristicas de la soya dependen del tipo de producto obtenido de la soya (Hernandez et al., 2007). Tomando en cuenta que
el alimento es el factor econdmico mas importante en acuicultura, es de gran importancia alimentar a los peces de una manera eficiente (Lekang,
2015). El FCA es un indice que refleja la conversion de alimento consumido respecto a la ganancia en peso del organismo (Tacon, 1989) vy es

comunmente utilizado para evaluar la viabilidad econémica del cultivo (NRC, 2011a).



36
Las dietas experimentales utilizadas con los juveniles de totoaba, fue el Unico factor que tuvo un efecto significativo sobre el FCA. Este indice sélo
fue afectado cuando los peces fueron aclimatados a 23 y 26 °C. El menor FCA (0.99+0.02) se presentd con la dieta sin HS (D0%) y el mayor
(1.13+0.09) con la dieta que contenia 56% de HS. El intervalo del FCA es similar al reportado para esta especie por Fuentes-Quesada et al. (2018)

de 0.82 £+ 0.03 a 1.11 + 0.07, pero menor que el reportado por Madrid et al. (2019) de 1.11 + 0.09 a 1.34 + 0.03.

En el presente estudio y en particular en los peces aclimatados a 23 y 29 °C, el FCA mostré una tendencia al aumento conforme el remplazo de la
HP fue mayor, un comportamiento similar al reportado para juveniles de esta especie por Fuentes-Quesada et al. (2018). La posible razén por la
qgue el FCA aumentd cuando el remplazo de la HP fue mayor, se puede deber a una menor digestibilidad de la dieta sobre todo cuando la HS se
incluyd en porcentajes de 43 y 56%, o quizds tambien a la presencia de altos niveles de carbohidratos, especificamente una mayor cantidad de
polisacaridos sin almiddn en las dietas con un elevado remplazo de la HP (43 y 56%,). En los peces que son alimentados con dietas con una baja
digestibilidad o con dietas con baja densidad de nutrientes (los alimentos de baja densidad de nutrientes son fuentes de micronutrientes o de
proteina de baja calidad; Latham, 2002), se ha demostrado que requieren mds alimento para lograr la misma ganancia en peso, situacién que da

como resultado un FCA elevado (NRC, 2011a).

En el presente trabajo la TEP de los peces aclimatados a 23 y 26 °C fue afectada por la temperatura de aclimatacidon mientras que la de los juveniles
aclimatados a 29 °C fue influenciada por las dietas evaluadas. El menor promedio de este indice (2.1 £ 0.2) se registré a 23 °C y cuando el remplazo
de la HP fue del 43% (D43%), promedio que estd dentro del intervalo de 1.7 + 0.04 a 2.5 + 0.09 publicado en los trabajos de Satriyo et al. (2017);
Barreto Curiel et al. (2018a,b); Fuentes-Quesada et al. (2018) y Madrid et al. (2019) para T. macdonadi, pero los valores reportados por los autores,

son menores al mayor promedio (5.1 + 0.1) obtenido en este estudio a 29 °C con la D43%.

Para lograr un buen crecimiento es necesario que el organismo consuma una dieta que le permita cubrir sus requerimientos protéicos (Wilson,
2002). Para varias especies de peces se ha reportado que cuando consumen elevadas cantidades de alimento (elaborado con proteinas de calidad),
la probabilidad de que tengan disponible el nivel de proteina requerido para el crecimiento aumenta, con lo cual, también se obtiene una mayor
tasa de eficiencia proteica (Olu y Adediran, 2015). Tomando en cuenta que en el presente trabajo la TEP de los peces fue mayor en la temperatura
de 29 °C, y que al igual que en el FCA, mostrd una rendencia al aumento cuando el remplazo de la HP fue mayor (aunque entre estas dietas con HS
no se presentaron diferencias significativas), es posible suponer que la cantidad de alimento consumido a esta temperatura haya contribuido para

que los valores de este indice también aumentaran y fueron mas altos con respecto a las temperaturas de 23 y 26 °C.

Existen otros parametros que se utilizan para evaluar el efecto de las dietas o la temperatura en los peces, como el factor de condicion vy el
coeficiente térmico de crecimiento. El Factor de condicién es utilizado para comparar la robustez o bienestar de un pez basado en la hipdtesis de
que los peces pesados o robustos se encuentran en condiciones fisiolégicas y ambientales favorables (Bagenal, 1978; Blackwell et al., 2000),
mientras que para los peces delgados se argumenta lo contrario (Blackwell et al., 2000). El intervalo de K en las tres temperaturas evaluadas se
encontré entre 0.99 + 0.02 (23°C-D43%) a 1.05 + 0.12 (26°C-D56%), estos valores son similares al intervalo (0.97 £ 0.02 a 1.05 + 0.0) reportado por
Madrid et al. (2019) para esta misma especie. Los peces que fueron aclimatados a 29 °C alcanzaron un peso final ligeramente mayor que las
totoabas de 23 y 26 °C, ademas de que los valores de K fueron cercanos a 1. Tomando en cuenta lo anterior, se podria asumir que los juveniles de
T. macdonaldi presentaron un buen estado fisioldgico y que las condiciones ambientales en las que se cultivaron no fueron desfavorables (Blackwell

et al., 2000).
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En relacién con el CCT, es un indice que permite predecir el crecimiento de los organismos cultivados a diferentes temperaturas a partir del peso
conocido de animales aclimatados a una temperatura conocida (Jobling, 2003). El CCT de los juveniles de T. macdonaldi no fue influenciado por la
temperatura de aclimatacion ni por las dietas experimentales, y se encontrd entre un intervalo de 0.93 + 0.08 (23°C-D43%) a 1.12 + 0.05 (23°C-
D0%), el cual es mayor que el intervalo de 0.018 + 0.009 a 0.071 + 0.024 reportado por Pérez-Velazquez et al. (2016) para juveniles de esta misma
especie (128.3 + 9.9 g) aclimatados a 28.3 °C, asi como del intervalo (0.04 + 0.0 a 0.05 *+ 0.008) reportado por Gonzélez-Félix et al. (2018) para
totoabas (215.6 + 9 g) aclimatadas a 27.67 °C. Los valores del CCT del presente estudio son similares a los intervalos (0.5+ 0.1 a 1.1+ 0.2) reportados
por Badillo-Zapata et al. (2016) para juveniles (2.7+0.1 g) aclimatados a 26.0 °C y alimentados con dietas elaboradas con harina de subproductos
de ave, y también coinciden (0.90 + 0.02 a 0.93 + 0.05) con el estudio de Mata-Sotres et al. (2018) para juveniles de T. macdonaldi (9.5 + 0,1 g)
aclimatados a 26 £ 1 °C, en los que evaluaron la inclusidn de DHA en dietas elaboradas con harina de subproductos de ave y sebo como fuente de
lipidos. La posible razén de la similitud con los dos estudios antes citados, podria deberse a que en ambas investigaciones se utilizé una proteina
alternativa a la harina de pescado, lo cual quizds influyd en el estado nutricional de los peces, ademds de que ambos estudios fueron realizados en

una temperatura similar a la preferida por esta especie.

Fuentes-Quesada et al. (2018) encontraron un intervalo de CCT de 1.21+0.2 a 1.61+0.1 y reportaron que el aumento de la HS en la dieta afectd el
coeficiente de crecimiento térmico de T. macdonaldi aclimatada a 23.3%1.1 °C, ya que los valores de este indice aumentaron a medida que la
inclusion de HS fue menor (22% de HS). Esta tendencia es opuesta a la encontrada en el presente trabajo para los juveniles aclimatados a 29 °C. En
esta temperatura los valores del CCT (1.89+0.12: D0% a 2.37+0.05: D43%) fueron mayores que a 23 y 26 °C, ademas de que fueron influenciados
por las dietas experimentales. Tomando en cuentado que en la temperatura de 29 °C el peso final de los peces fue ligeramente mayor que a 23y
26 °C, es posible suponer que quizas la temperatura de 29 °C influyd para que el CCT fuera mayor, ya que este indice suele incrementar cuando el

peso de los peces también aumenta (Alanara, 2000).

En general, las dietas experimentales no afectaron la supervivencia, el rendimiento en crecimiento (peso promedio, TCE, %GP) la K, el CCT ni la TEP
de los peces aclimatados a 23y 26 °C, pero si el de las totoabas aclimatadas a 29 °C. En esta Ultima temperatura a excepcidn del factor de condicion,
los mejores promedios se presentaron con las dietas en las que la HP se remplazdé por HS, lo cual hace suponer que la inclusidon de esta proteina
alternativa no representd un aspecto negativo en estos indices cuando los peces fueron aclimatados en las temperaturas evaluadas (23, 26 y 29
°C). Probablemente lo anterior se puede deber a que las dietas experimentales fueron elaboradas mediante el proceso de extrusidn, el cual implica
un tratamiento térmico que mejora el valor nutricional de muchos ingredientes vegetales (Allan y Booth, 2004) como la HS (Pongmaneerat y
Watanabe, 1992), ya que aumenta la digestibilidad del almidéon debido a su gelatinizacidn (Peres y Oliva Teles, 2002; Krogdahl et al., 2005; NRC,
2011a), y destruye una gran cantidad de factores antinutricionales presentes en las plantas, lo que mejora su utilizacion por los peces (Tacon, 1997;

Francis et al., 2001).

2.6.2 Perfil de acidos grasos (AG) del musculo de T. macdonaldi

La temperatura ambiental tiene un efecto sobre el metabolismo de lipidos (Hazel, 1984; Tocher, 2003), ya que puede modificar algunas vias
metabdlicas mediante la alteracidn de la actividad enzimatica (Sandersfeld et al., 2015; Truzzi et al., 2018), puede afectar la composicién lipidica

(Constable et al., 2014; Hixson y Arts, 2016) y variar el perfil de los acidos grados del tejido de peces (Truzzi et al., 2018).
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Los AG han sido reconocidos como importantes marcadores bioldgicos ya que pueden variar en respuesta a la temperatura y al tipo de alimento
consumido (Antonucci et al., 2019). En el presente trabajo, el perfil de AG del musculo de juveniles de T. macdonaldi no fue modificado por la
temperatura de aclimatacion ni por las dietas experimentales. Es posible que las temperaturas de aclimatacién (23, 26 y 29 °C) no influyeran porque
las condiciones térmicas no representaron un ambiente de estrés para los peces. Cuando los organismos son expuestos a temperaturas fuera de
su intervalo éptimo, lo cual no experimentaron los juveniles de T. macdonaldi en el presente trabajo, el contenido de algunos AG (p.ej. algunos
acidos grasos monoinsaturados: MUFAS por sus siglas en inglés) pueden ser modificados tal y como ha sido reportado para especies como
Trematomus bernacchii (Truzzi et al.,, 2018). La modificaciéon del contenido lipidico y del perfil de AG en respuesta a la exposicion a altas
temperaturas, podria deberse a un aumento de la tasa metabdlica (Seebacher et al., 2005; Portner et al., 2007), lo cual implica un incremento en
la demanda de energia que generalmente es cubierta por los triglicéridos almacenados en el musculo, proceso que conduce a una disminucién en

el contenido total de lipidos y de AG (Brodte et al., 2008; Truzzi et al., 2018).

La posible razdn por la que el perfil de AG del musculo de T. madonaldi no fue modificado por la dieta, es que en todas las dietas la concentracién
de lipidos fue la misma, debido a que se agregd un volumen especifico de aceite de pescado (AP) en relacién al porcentaje de remplazo de la HP
por HS. En este sentido, cuando el AP es reemplazado por AV, se reduce en la dieta el contenido de los 4cidos grasos altamente insaturados (HUFAs
por sus siglas en inglés) de la serie n-3 como el eicosapentaenoico (EPA: 20:5 n-3) y docosahexaenoico (DHA: 22:6 n-3) y se incrementa el contenido
de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en inglés) de 18 carbonos como el linoleico (AL; 18:2 n-6), a-linolenico (AAL; 18:3 n-3) y
oleico (AO; 18:1 n-9) (Turchini et al., 2009). En este sentido, la modificacion mas notable en el perfil de AG del musculo de los peces, es la
disminucién del EPAy DHA; el aumento de PUFAs, particularmente de 18:2 n-6 y una modificacidn en la composicién de los MUFAs, especificamente
por la disminucién de MUFAS de 20 y 22 carbonos y el aumento de MUFAS de 18 carbonos. Por estas razones, cuando se pretende remplazar el
AP por AVs es de suma importancia considerar al contenido de 18:2 n-6 ya que este acido afecta negativamente el perfil de AG del musculo de los
peces (Turchini et al., 2009). Es probable que si en las dietas proporcionadas a las totoabas en lugar de compensar los lipidos de la harina de
pescado con aceite de pescado se hubieran compensado con aceite de soya (AS), o de otra fuente de aceite vegetal (AV), se habria modificado el

contenido de lipidos y el perfil de AG del alimento y del musculo de T. macdonaldi.
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Capitulo 3. ETAPA 2

3.1 Efecto de la temperatura y la dieta sobre los parametros hematoldgicos y quimica sanguinea de juveniles

de Totoaba macdonaldi

3.2 Hipotesis

La hematologia y quimica sanguinea de los juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatados a 26 °Cy alimentados con las dietas con 100%
harina de pescado y con 32% de inclusién de harina de soya, seran diferentes a los pardmetros sanguineos de los peces que recibiran

las dietas con mayores porcentajes de soya (43 y 56%) a 23y 29 °C.

3.3 Objetivo

Determinar el efecto de la temperatura de aclimatacién y la dieta sobre la salud de los juveniles de Totoaba macdonaldi con base en
los parametros hematolégicos (hematocrito, glébulos rojos, glébulos blancos y volumen corpuscular medio) y la quimica sanguinea

(proteinas totales, albumina, globulinas, relacion albumina:globulinas, triglicéridos, glucosa, alanina y aspartato aminotransferasas).

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Anadlisis hematoldgicos

Para estudiar los parametros hematoldgicos, al finalizar los 61 dias de cultivo se tomd una muestra ocho juveniles de T. macdonaldi, en forma
aleatoria, de cada unidad experimental (interaccion temperatura de 23, 26 y 29 °C con D0%, D32%, D43% y D56%). A los peces previamente
anestesiados con Tricaina Metanosulfonato MS-222 (1 g en 10 L de agua) se les extrajo una muestra de sangre por puncion caudal con jeringas de
3 ml (aguja de calibre 21). Una parte de la sangre extraida se utilizd para evaluar el perfil hematoldgico. Estas muestras fueron colocadas en tubo
de plasticos de 0.5 ml con anticoagulante K;EDTA (BD Microtainer®) y almacenadas en refrigeracién hasta su procesado para determinar el

porcentaje del hematocrito y realizar el recuento celular (concentracion de gldbulos rojos y glébulos blancos).
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La otra parte de la muestra de sangre se colocd en viales de 1.5 ml (eppendorf®) sin anticoagulante y se utilizé para evaluar la quimica sanguinea.
Para ello, los viales se refrigeraron previamente durante 1 h (Stockham y Scott, 2013) a 4 °C, y para separar el suero de las células sanguineas, los
viales de 1.5 ml se centrifugaron durante 10 minutos a 7.000 RPM (5040 X g) en una centrifuga (VWR® Micro 1207). Posteriormente el suero se
extrajo con una pipeta (eppendorf® 2100) y se colocd en un vial de plastico de 1.5 ml (eppendorf®) y se almacend a -80 °C en un ultra congelador

(Revco ExF) hasta su analisis.

La metodologia que se siguié para determinar los pardmetros hematolégicos fue la siguiente:

3.4.1.1 Hematocrito Hct (%)

El Hematocrito representa el volumen ocupado por los eritrocitos en un volumen dado de sangre y es expresado en porcentaje. Para determinar
el Hct, se utilizaron tubos capilares de Micro-hematocrito (Corning®) los cuales se llenaron hasta 3/4 de su capacidad con la sangre almacenada en
los viales con anticoagulante K;EDTA (BD Microtainer®). Después de sellar con plastilina uno de los extremos de los tubos capilares para prevenir
la pérdida de la muestra, se colocaron en una centrifuga de microhematocrito (Adams CT-2900; Clay Adams®) durante 10 minutos a 7,000 RPM
(5117.1 X g). Finalmente, los tubos capilares se colocaron en un lector de microhematocrito (Adams A-2970; Clay Adams®) para determinar la

proporcién del paquete celular.

3.4.1.2 Conteo de glébulos rojos (GR) y glébulos blancos (GB)

La muestra de sangre con anticoagulante se mezclé con una solucidon de Natt-Herrick en una proporcién 1:200 (Natt y Herrick, 1952) y se dejo
reposar por 30 minutos para la tincién de las células sanguineas. Posteriormente, se tomé una muestra y se colocd en cada camara de un
hematocitémetro (Hausser Scientific®; Figura 3) y se dejé reposar por 10 minutos antes de ser analizada bajo un microscopio Axio Scope.A1l (Zeiss®)

en un aumento de 400X.

Figura 3. Esquema de una cdmara del hematocitémetro utilizado para el recuento de células sanguineas de juveniles de T. macdonaldi. Los cuadrantes
considerados para el conteo de eritrocitos se muestran en color rojo, mientras que la cuadricula de color verde se utilizé para el conteo de leucocitos.

El nimero de glébulos rojos se calculé a través de la siguiente formula:
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numero total de GR

GR (Cel.x10° células/uL) = 200 14
(Cel.x10" células/ul) = 0.020 mm3 ) (14)

Mientras que el nimero de glébulos blancos se calculd con la siguiente ecuacion:

, namero total de Gb contados
GB (cel x10° células/uL) = ( 5 ) x 200 (15)

3.4.1.3 Volumen corpuscular medio (VCM)

El VCM se expresa en femtolitro (1 fL = 1.0E™22 ml) y representa el tamafio de los eritrocitos. Para el célculo del VCM se utilizé la siguiente férmula:

hematocrito x 10
VCM = (— - —) (16)
numero de glébulos rojos

3.4.1.4 Quimica sanguinea

La evaluacion de las proteinas totales (PT), albumina (ALB), triglicéridos (TG), glucosa (GLU), alanina aminotransferansa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) se realizé siguiendo la metodologia especificada en los kits comerciales de la empresa RANDOX. Las PT se leyeron a una
longitud de onda de 546 nm (530 - 570 nm), la ALB a 578 nm, los TG a 500 nm (Hg 546 nm), la GLU a 500 nm (Hg 546 nm) y las enzimas
aminotransferasas a 340 nm (Hg 334 nm o Hg 365 nm). Todos los analisis fueron realizados en un lector de microplaca VarioskanFlash 4.00.53
(Thermo Scientific®). Para cada indicador de quimica sanguinea se realizé una curva de calibracién con base en la concentracién especificada en la

solucién de calibracion de cada kit comercial.

3.5 Analisis estadisticos

A los datos se les aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors y Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad y una prueba de Levene para
determinar la homogeneidad de las varianzas (Zar, 2010; Montgomery, 2017). Los valores que cumplieron con estos supuestos (hematocrito,
glébulos rojos, gldbulos blancos, volumen corpuscular medio, proteinas totales, glucosa y alanina aminotransferasa) se analizaron con un analisis
de varianza de dos vias con el fin de evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacion, las dietas experimentales y la interaccion de ambos

factores en los parametros hematoldgicos y la quimica sanguinea de los juveniles de Totoaba macdonaldi. Para identificar las posibles difirerencias
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estadisticas entre la dieta control y los demds tratamientos se aplicé la prueba de Dunnett. Para determinar las diferencias estadisticas entre las
dietas experimentales (dietas en las que se remplazo la HP por HS), se aplicd la prueba a posteriori de LSD de Fisher (Zar, 2010; Montgomery, 2017).

Todos los andlisis se realizaron con un nivel de significancia de P <0.05 y con el software STATISTICA 10°.

Para el caso de los datos que no cumplieron con la normalidad y/o la homogeneidad de varianzas (albumina, relacién albumina:globulinas;
triglicéridos y aspartato aminotransferasa), fueron transformados con el logaritmo o la raiz cuadrada de su valor, para analizarlos con un andlisis
de varianza paramétrico de dos vias. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de significacion de p < 0.05 y con el programa

STATISTICA 10°.
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3.6 Resultados

3.6.1 Analisis hematoldégicos

3.6.1.1 Hematocrito (Hct), Glébulos rojos (GR) y Volumen corpuscular medio (VCM)

El Hct (25.98 + 1.7 a 28.48 + 2.2 %), la concentracion de GR (2.06 + 0.03 a 2.44 + 0.17 x 10° cels/uL) y el VCM (113.74 + 10.2 2 126.4 + 9.15 fL) no
fueron afectados por la temperatura de aclimatacién, las dietas experimentales, ni por la interaccién temperatura de aclimatacién-dieta cuando

los peces fueron aclimatados a 23 y 26 °C (Tabla 7).

Para los peces aclimatados a 29 °C, la concentracion de GR no fue influenciada por las dietas experimentales (P: 0.76), pero si afectaron el Hcty el
VCM. El porcentaje mas alto de Hct (30.92 + 1.09%) se registrd con la D56% (44%HP-56%HS) y fue diferente (P: 0.003) del valor de Hct mas bajo
(26.67 £ 0.52 %) registrado con la D32% (68%HP-32%HS). En cuanto al VCM, el valor mas alto (83.39 £ 6.25 fL) se registrd con la D56% y fue diferente
(P: 0.04) al obtenido en los peces que recibieron la D43% (69.0 + 6.55 fL) (Tabla 7).

3.6.1.2 Globulos blancos (GB)

La concentracién de GB de los peces aclimatados a 23 y 26 °C, no fue afectada por la temperatura pero si por las dietas experimentales y por la
interaccién temperatura-dieta. En cuanto a la D0%, la concentracion de GB de los peces aclimatados a 26 °C (0.54 + 0.15 x10° células/uL) fue
diferente de la encontrada con la D43% (P: 0.001) y D56% (P: 0.0002) en ambas temperaturas (23 y 26°C) y de la D32% a 23 °C (P: 0.001). En general,
la mayor concentracién de GB (1.10 + 0.15 x10° células/uL) se registré en los peces aclimatados a 26 °C y alimentados con la D56% y fue diferente
de la concentracidon mas baja, la cual fue registrada a esta misma temperatura con la D0% (Tabla 7). En el caso de los peces aclimatados a 29°C, la

concentracidn de GB no fue afectada significativamente por las dietas experimentales (Tabla 7).



Tabla 7. Valores promedio (+ desviacion estandar) de los parametros hematoldgicos de juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatada a tres temperaturas (23, 26 y 29) °C y alimentadas
con distintos porcentajes de inclusién de harina de soya en la dieta. Dieta control (D0%: 100%HP); Dieta 1 (D32%: 68%HP-32%HS); Dieta 2 (D43%: 57%HP-43%HS); Dieta 3 (D56%: 44%HP-

56%HS).
23 °C 26 °C Valor de P
indice D0% D32% D43% D56% D0% D32% D43% D56% T D T-D
Hct (%) 25.98+ 1.7 27.74+0.9 27.33£0.2 26.71+ 1.1 28.48+2.2 27.73+2.3 28.04+ 2.3 28.29+ 0.6 0.08 | 094 | 0.56
GR
(Cel.x10¢ 2.06+0.03 2.40+0.13 2.35+0.11 2.20+0.04 2.26+0.23 2.44+0.17 2.26+0.08 2.33+0.33 0.32 | 0.10 | 0.50
células/uL)
GB(CeI/103 a,b b w,x b,w,x b,w,x a a,b,x b,w b, w
células/ul 0.83+ 0.08* 1.02+0.14°w* 0.93+0.09*%*  1.01+0.02>%* | 0.54+0.15% 0.82+0.18*%>* 108 +0.09* 1.10 £ 0.15> 0.25 | 0.004 | 0.014
VCM (fL) 126.4+9.15 115.58+2.74 116.64+5.63 121.60+4.1 126.10+5.2 113.74+10.2 124.31+11.2 123.11+16.2 063 | 021 | 0.81
29 °C
Indice D0% D32% D43% D56% Valor de P
Hct (%) 27.54+1.97 %8 | 26.67+0.52° | 28.33+1.81%8 | 30.92+1.09 A 0.76
GR (Cel.x10° células/pL) 3.71+0.38 3.79+0.23 4.14+0.59 3.72+0.21 0.03
GB (cel/103 células/pL 0.45+0.15 0.57+0.18 0.56+0.12 0.61+0.08 0.41
VCM (fL) 74.38+4.37"8 | 70.46+4.184® 69.0+6.55 8 83.3946.254 0.04

Hct: Hematocrito; GR: Glébulos rojos; GB: Glébulos blancos; VCM: Volumen Corpuscular medio. Las letras a, b denotan diferencias singinifactivas (P < 0.05) entre la D0% y lo stratamienos
(dietas con HS). T: temperatura de aclimatacién, D: dieta; T-D: Interaccion temperatuua-Dieta.Las letras w, x, denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 23y 26
°C. Las letras A, B indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 29 °C.
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3.6.2 Quimica sanguinea

3.6.2.1 Proteinas totales (PT), Albumina (ALB), Globulinas (GLOB) y Albumina:Globulina (ALB:GLOB)

Para los peces aclimatados a 23 y 26 °C, la temperatura de aclimatacién tuvo un efecto significativo en la concentracidon de ALB y en la relacidn
ALB:GLOB. El remplazo de HP por HS en la dieta afectd significativamente la concentracién de PT, de ALB, de GLOB y la relacidon ALB:GLOB las cuales
mostraron una tendencia el aumento cuando el porcentaje de HS fue mayor, mientas que la interaccién Temperatura-Dieta sélo afectd la

concentracion de ALB (Tabla 8).

En los peces que recibieron la D0%, las concentraciones de PT registradas a 23 °C (2.69 £ 0.2 g dL'!) y 26 °C (2.66 + 0.1 g dL!) fueron menores y
difieren estadisticamente de las encontradas con la D56% a 23°C(3.29+ 0.0 g dL™; P: 0.005y P: 0.001) y 26 °C (3.66 + 0.3 g dL'%; P: 0.003 y P: 0.001).
La concentracion de ALB encontrada a 23 °C (0.59 + 0.09 g dL!) con DO% fue menor que la registrada con la D56% y fue diferente en ambas
temperaturas de aclimatacidn (P: 0.049 y P: 0.001) y de la D43% (P: 0.0001) a 26 °C, mientras que las ALB registradas a 26 °C (0.63 + 0.08 g dL})
fueron menores y difirieron de la D43% y D56% (P: 0.0001) a esta temperaturay de la D32% a 23 °C (P: 0.010). La concentracion de GLOB registrada
a23°C(2.10+0.2gdL?)y26°C(2.03+0.2 gdL?) con la DO% fueron menores y difirerentes de la D56% (2.57 + 0.2 g dL*) a 23 °C (P: 0.02 y P:
0.008). La relacion ALB:GLOB encontrada a 23 °C (0.28 + 0.06 g dL™) con la DO% fue menor y diferente de la D43% (P: 0.0002) y D56% (P: 0.005) a
26°C, mientras que la relacién encontrada a esta Ultima temperatura (26 °C) con la D0% fue mayor que con la D32% a 23 °C y menor que con la

D43% a 26 °C, con la cuales si hubo diferencias estadisticas (P: 0.005 y P: 0.008) (Tabla 8).

En relacidn con las dietas experimentales (con reemplazo de HP), la mayor concentracion de PT (3.66 + 0.3 g dL?) y de ALB (0.93 + 0.11 g dL?) se
registré con 56% de HS (D56%) a 26 °C; la mayor concentracidon de GLOB (2.57 +.2 g dL?) se presentd con esta misma dieta (D56%) pero a 23 °C,
mientras que la mayor relacién ALB:GLOB (0.42 + 0.07) se encontré con la D43% (43% de HS) a 26°C. La concentracién de PT antes reportada fue
diferente de la D32% (68%HP-32%HS) a 23 °C (P: 0.0001) y 26 °C (P: 0.02), y de la D43% (P: 0.02) a 23°C. Se encontraron diferencias en la
concentracion de ALB excepto (P: 0.39) con la D43% (0.89 + 0.12 g dL; P: 0.39) a 26 °C. La concentracién de GLOB fue diferente de la D32% (2.20
+0.2gdLY P:0.02) a23 °Cy de la D43% (2.15 + 0.2 g dL'}; P: 0.01) a 26 °C, mientras que la relaciéon ALB:GLOB fue diferente del resto de los
tratamientos (P < 0.05), excepto de la D56% (0.39 + 0.05; P: 0.30) a 26 °C (Tabla 8).

La menor concentracion de PT (2.68 + 0.0 g dL!), de ALB (0.46 + 0.05 g dL!) y la menor relacién ALB:GLOB (0.21 + 0.06) se presentd a 23 °C y con
un 32% de HS (D32%) mientras que la menor concentracién de GLOB (2.15 + 0.2 g dL) se presentd a 26 °C con un 43% de HS (D2) en la dieta. La
concentracion de PT difiere de la registrada con la D56% en ambas temperaturas de aclimatacion (P: 0.0005 y P:0.0001) y de la D43% (P: 0.029) a
26 °C; La concentracién de ALB fue diferente del resto de los tratamientos (P < 0.001); la relacion ALB:GLOB fue diferente de la D56% a ambas
temperaturas de aclimatacién (P: 0.02 y P < 0.0001) y de la D43% (P < 0.0001) a 26 °C mientras que la concentracién de GLOB difirié sélo de la
D56% (P: 0.011) a 23 °C (Tabla 8).

En los peces aclimatados a 29 °C, la HS en la dieta efectd significativamente la concentracion de PT, ALB, GLOB y en la relacion ALB:GLOB, ya que

estas aumentaron cuando incrementd el porcentaje de HS en la dieta. El mayor promedio de PT (4.17 £0.79 g dL), de ALB (1.02 + 0.20g dL?) y la
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mayor relacion ALB:GLOB (0.33 + 0.07) se registr6 con la D56%, mientras que la mayor concentracién de GLOB (3.18 + 0.68 g dL) se registré con
la D0%. La concentracién de PT fue mayor y estadisticamente diferente (P: 0.012) del valor obtenido con la D32%. Del mismo modo la concentracién
de ALB fue mas elevada y fue diferente de la D0% (P: 0.0002) y la D32% (P: 0.01). Se encontraron diferencias en la relacion ALB:GLOB con la D0%

(P: 0.0004), mientras que la concentracion de GLOB fue mayor y estadisticamente diferente (P: 0.02:) de la D32% (Tabla 8).

3.6.2.2 Glucosa (GLU) y Triglicéridos (TG)

La HS tambien afectd significativamente la concentracién de GLUC y de TG, mientras que la temperatura de aclimatacién y la interaccion
Temperatura-Dieta sélo afectaron los niveles TG. Ambas concentraciones (GLUCa 23y 26 °C,y TG a 23 °C) fueron mas elevadas cuando la inclusidn

de soya en la dieta aumenté.

La concentracion de GLUC en los peces de 23 °C (48.2 +6.73 g dL) y de 26 °C (46.7 + 4.51 g dL!) alimentados con la D0% fue menor y diferente de
la D56% tanto a 23 °C (P: 0.005; p: 0.002) como a 26 °C (P: 0.01; P: 0.005). La concentracién de GLUC de la D0% a 23 °C también fue menor y
diferente de la D43% (P: 0.03) en la misma temperatura, mientras que la GLUC con la D0% a 26 °C fue también menor de la D32% y D43% (P: 0.04;
P:0.01) a 23 °C. La concentracion de TG en las totoabas aclimatadas a 23 °C (75.3 +12.4 gdL) y 26 °C(72.5 + 17.8 g L) con la dieta sin HS fueron
menores y difirieron de la D43% (P: 0.004; P: 0.001) y D56% (P < 0.00001) a 23 °C.

En las totoabas que recibieron las dietas con HS, la mayor concentracién de GLUC (63.9 + 4.43 g dL) y de TG (128.4 + 15.5 g dL'?) en los peces se
presentd a 23 °Cy con 56% de HS (D56%). Esta concentracion de GLUC fue diferente de la D32% a 26 °C (P: 0.001) mientras que la concentracién
de TG difirié del resto de las dietas tanto a 23 como a 26 °C (P < 0.001). Por el contrario, la menor concentraciéon de GLUC (49.3 +7.92 gdL?) en
los peces alimentados con HS se presentd a 26 °C con la D32% (32% HS) y la menor concentracién de TG (64.0 + 17.9 g dL™) se presentd con esta
misma dieta (D32%) pero a 23 °C. Esta concentracion de GLUC fue diferente de todas las concentraciones (P < 0.05), excepto en el tratamiento con
43% de HS (57.5 + 5.52 g dL'}; P: 0.068) a 26 °C, mientras que la concentracién de TG fue diferente de la D56% en ambas temperaturas (P < 0.001;
P:0.04), de laD43% a 23 °C (P <0.001)y de laD32% a 26 °C (P: 0.03) (Tabla 8).

En los peces aclimatados a 29 °C, la concentracién de GLU y de TG fue influenciada por las dietas (P < 0.0001), y ambos indices incrementaron
cuando la inclusién de harina de soya aumentd. La mayor concentracién de GLUC (85.71 + 8.07 g dL?) y de TG (156.43 + 19.04 g dL?) en los peces
se registro con la D56% y ambas fueron diferentes de las concentraciones obtenidas con la D0% (GLUG; P: 0.000012 y TG; P: 0.00009) y con la D32%
(GLUG; P: 0.00057 y TG; P: 0.0001).

Por el contrario, la menor concentracién de GLUC (63.66 + 6.30g dL) y de TG (94.71 + 1.48 g dL'?) se presentd con la D0%. Esta concentracién de
GLUC fue diferente de la D43% (P: 0.00075) y D56% (P: 0.000012), mientras que la de TG fue diferente del resto de las dietas (Tabla 8).
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3.6.2.3 Alanina Aminotransferasa (ALT) y Aspartato Aminotransferasa (AST)

Al igual que con la GLUC Yy los TG, la concentracion de las enzimas aminotransferasas aumenté con la inclusién de soya en la dieta. Ambas enzimas
(ALT y AST) fueron afectadas por la temperatura de aclimatacion (P < 0.0001) y las dietas experimentales (P < 0.001), pero no por la interaccion

temperatura-dieta.

La concentracidn de ALT y AST obtenida con la D0% en ambas temperaturas de aclimatacion fueron mas bajas y diferentes (P < 0.001) de la D56%
a 23y 26 °C. La concentracion de ALT con la D0% a 23 °C también fue mayor y difirié de la D0% (P: 0.001) y D32% (P: 0.002) a 26 °C, mientras que
la concentracion de AST con la D0% a 23 °C también fue menor y diferente del resto de las concentraciones excepto de la D0% (P: 0.05) y D32% (P:
0.44) a 26 °C. En esta ultima temperatura de aclimatacion (26 °C), la concentracidn de ALT de las totoabas alimentadas con la D0% solamente fue

diferente de la D32% a 26 °C, mientras que la concentracion de AST con la DO% fue menor y diferente en todas las dietas con HS (P < 0.001).

En relacidn a las dietas con remplazo de HS, la concentracion mas alta de ALT (17.29 + 1.97 g dL) y de AST (100.4 3 + 2.14 g dL) en los peces se
presenté a 23 °C y con la dieta del 56% de HS. Estas concentraciones fueron estadisticamente diferentes de las registradas en el resto de los
tratamientos tanto a 23 °C como a 26 °C (P < 0.05). Por el contrario, la menor concentracién de ALT (4.05 + 1.02 g dL) y AST (52.92 + 2.24 g dL )
se encontrd a 26 °C con la D32% (y ambas difirieron estadisticamente (P < 0.05) de las concentraciones encontradas en los peces del resto de los

tratamientos (Tabla 8).

En cuanto a los peces aclimatados a 29°C, la concentracion de ALT (P <0.0009) y AST (P < 0.00001) fue influenciada por las dietas experimentales.
En ambas enzimas el mayor promedio se presentd con la D56%, los cuales difirieren (P < 0.01 y P: 0.00009) del resto de las concentraciones

encontradas para las dietas evaluadas (Tabla 8).



Tabla 8. Valores promedio (+ desviacion estandar) de los indicadores de la bioquimica sanguinea de Totoaba macdonaldi aclimatada a 23, 26 y 29 °Cy alimentada con distintos porcentajes
de harina de soya. Dieta control: D0% (Dieta de control: 100%HP); D32% (Dieta 1: 68%HP-32%HS); D43% (Dieta 2: 57%HP-43%HS); D56% (Dieta 3: 44%HP-56%HS). T: temperatura de
aclimatacion, D: dieta.

23°C 26 °C Valor de P
indice DO% | D32% D43% . D56% DO% D32% . D43%  D56% T D T-D
PT , X, b, X, , W, b,
(gdly) | 26902° 26800 2.95£02""" 3.29£00°" | 266:0.1°  291+0.06 3.04:002"""  336:03" 0.26 | 0.0001 | 070
ALB ab aby bix b aby ow ““ | <0.0001 | <0.0001 | 0.01
(gdL) | 0-59+0.09 0.46 +0.05 0.62+0.05 0.73+0.08 0.63+0.08 0.57+0.09 0.89 +0.12 0.93+0.11 <0. <0. :
GLOB a ay a,wW,x,y aw a a,w,x,y ax,y b,w,x,y
(gdll) | 21002 2.20£0.2 234102 2.57£0.2 2.03£0.2 2.35:06 2.15£0.2 2.43£0.2 0.42 0.004 | 044
ALB:
a,b a,z a,b,x,y,z a,b,x,y b a,b,xy,z (A b,w
GLOB | 0.28+0.06 0.21+0.06 0.26 +0.02 0.28+0.02 0.32%0.06  0.25%0.07 0.420.07 0.3910.05 <0.001 | <0.001 | 020
(gdL?)
GLU a,b a,w (A" (A" b a,b,x a, b,w,x (A
(gdll) | 482%6.73°  58.9+11.28 60.9+7.87 63.9+4.43 46.7+4.51 49.3+7.92 57.5%5.52 62.40+9.74 0.07 | <0.0001 | 0.52
TG a b,z b,x b,w a ay a,y,z ay
(gdLl) | 753124 64.0%17.9 103.7£5.7 128.4+155 725+17.8 80.7+10.3 70.6£3.9 79.8415.0 0.001 | <0.0001 | 0.001
ALT a a,y a,x (A% b b,z a,cxy (A
(gdlt) | 7:91%131 7.70+2.18 10.16 £1.25 17.29+1.97 3.94+1.41 4.05+1.02 8.85+1.63 14.79 2.35 <0.0001 | <0.0001 | 0.22
AST a oy [ Vv ab a,z oy A
(gdll) | 49-51+4.58  62.10%3.44 70.17 +2.45 100.43+2.14 | 43.87£1.76 52.92+2.24 65.16 £2.70 92.54+6.96 <0.0001 | <0.0001 | 047
29°C
indice DO0% D32% D43% D56% Valor de P
AB B AB A
PT(gdl?) | 3.83:0.71 | 3.09:0.69 3.590.82 4.1740.79 0.003
C B AB A
ALB(gdl?) | 0.65:0.15 | 0.76£0.18 0.84+0.17 1.0240.20 0.0009
A C ABC AB
GLOB (gdl”) | 3.18:0.68 | 2.32+0.53 2.75:0.68 3.14£0.67 0.02
ALB: GLOB B A A A
(g dL) 0.21:0.06 | 0.33%0.03 0.31+0.05 0.33+0.07 0.0001
GLU (g dLY) ¢ B¢ As A <0.0001
g 63.666.30 | 70.447.02 78.56£9.11 85.7148.07 :
D C AB A
TG (gdl?) | 94.71+1.48 | 119.62¢14 145.67£19.74 156.43£19.04 <0.0001
B B B [4 A
ALT (gdl™?) | 6.22+0.52 | 6.08+1.13 5.610.69 7.44£1.05 <0.0001
. c BC B A
AST (gdl™) | 63.66+6.30 | 70.44£7.02 78.5619.11 85.718.07 <0.0001

PT: Proteinas totales; ALB: Albumina; GLOB: Globulinas; ALB:GLOB: Globulinas:Albumina; GLU: Glucosa; TG: Triglicéridos; ALT: Alanina Aminotransferasa; AST: Aspartato Aminotransferasa. Las letras a, b denotan diferencias singinifactivas (P < 0.05)
entre la D0% y los tratamienos (dietas con HS). Las letras w, x, y, z denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 23 y 26 °C. Las letras A, B, C indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 29 °C.
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3.7 Discusion

3.7.1 Parametros hematoldgicos

En los Ultimos afios la tendencia dentro del sector acuicola ha sido el desarrollo de organismos bajo condiciones de cultivo intensivo (Jobling, 2010).
Estos cultivos se caracterizan, entre otras cosas, por el incremento en la densidad de cultivo (Southgate y Lucas, 2019), condiciones bajo las cuales

aumenta la probabilidad de que los organismos se puedan enfermar (Pulkkinen et al., 2009; Secombes y Wang, 2012).

Los analisis hematoldgicos son una de las herramientas de diagndstico menos invasivas y cada vez mas comun para evaluar el estado de salud de
los animales acuaticos (Fazio, 2019; Artacho et al., 2007). Entre las que destacan los componentes sanguineos (gldbulos rojos, globulos blancos, el
contenido de hemoglobina o el hematocrito; Martins et al., 2006; Jamalzadeh et al., 2009; Peng et al., 2018) y la quimica sanguinea (p. ej.

concentracién de proteinas, enzimas y electrolitos; Newman et al., 1997; Tabares-Dias y Moares, 2007; Abimorad et al., 2007).

El Hematocrito (Hct), puede variar entre y en las especies, y es afectado por factores como la etapa de vida de los organismos, el estado
reproductivo, el fotoperiodo, la concentracidn de oxigeno disuelto y la temperatura del agua (Hrubec et al., 2010). Se ha establecido que los peces
con un Hct > de 45% presentan un estado de policitemia (aumento anormal de la cantidad de glébulos rojos) debido a una deshidratacidn, mientras
gue un porcentaje < de 20% suele estar asociado con una anemia (Campbell, 2015), la cual puede ser hemorragica (pérdida de sangre), hemolitica

(destruccion de eritrocitos) o hipoplasica (eritropoyesis deficiente) (Clauss et al., 2008).

En el presente trabajo, el Hct de los juveniles de T. maldonaldi aclimatados a 23 y 26 °C, no fue afectado ni por la temperatura ni por las dietas
experimentales, mientras que en los peces acondicionados a 29 °C, las dietas experimentales si afectaron esta respuesta. El valor del Hct tuvo un
intervalo entre 26.0 £ 1.7% (23°C-D0%) y 30.9 £ 1.1% (29°C-D56%), estos valores hacen suponer que los peces no presentaban policitemia o anemia
(Campbell, 2015). Este intervalo fue mayor que los reportados para juveniles de 10 g aclimatados a 23 °C y alimentados con niveles de taurina de
18.85 a 19.96% (Satriyo et al., 2017), y para juveniles de 9.5 g aclimatados a 26 °C y alimentados con harina de subproductos de ave y sebo (21.0
a 22.33%) (Mata-Sotres et al., 2018), y es muy cercano a los intervalos de Hct reportados para otras especies de peces marinos como Argyrosomus
regius, Sparidentex hasta y Sciaenops ocellatus cuando han sido alimentados con dietas en las que la HP ha sido remplazada parcialmente por HS,

concentrados de soya o aislados de soya (Ribeiro et al., 2015; Rossi et al., 2015; Yaghoubi et al., 2016).

Con respecto a la concentracidn y el tamafio de gldbulos rojos (GR), se ha documentado que son diferentes entre los grupos de peces y entre las
especies; el intervalo de estas células para la mayoria de estos organismos estd entre 1.0 a 3.0 x10° células/uL (Roberts y Ellis, 2001), y pude ser
afectado por factores como el estrés o la temperatura del agua (Hrubec et al., 2001; Roberts y Ellis, 2001). En el presente trabajo, la temperatura
de aclimatacion, la dieta o la interaccion de estos factores no influyeron significativamente en la concentracion de GR de los juveniles de T.
macdonaldi aclimatados a 23, 26 y 29 °C. El intervalo para estas células estuvo entre 2.06 + 0.03x10° (23°C-D0%) a 4.14+0.59x10° (29°C-D43%)
células/pL, el cual fue similar a los intervalos reportados por Lépez et al. (2015) y Mata-Sotres et al. (2018) para juveniles de esta misma especie, y

es muy cercano al intervalo considerado como normal para organismos aparentemente saludables (Roberts y Ellis, 2001).
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La glébulos blancos (GB) tienen un papel importante en el sistema inmune de los organismos (Weiss et al., 2010). La concentracion de este tipo
celular es generalmente mayor en peces que en mamiferos (Hrubec y Smith, 2010) y puede variar en respuesta al estrés, a enfermedades
inflamatorias e infecciosas (Silveira-Coffigni et al., 2004; Grant, 2015), a trastornos nutricionales (Blaxhall, 1972) y con la temperatura del agua
(Hrubec et al., 2007). Un aumento en el nimero de GB puede estar relacionado con la estimulacién del sistema inmune (Groff y Zinkl, 1999), en

respuesta a un proceso inflamatorio (Campbell, 2015).

En el presente estudio la concentracidon de GB de los juveniles de T. macdonaldi aclimatados a 23 y 26 °C fue afectada por la dieta y por lainteraccién
temperatura-dieta, mientras que la concentracidn de este tipo celular de las totoabas aclimatadas a 29 °C fue afectada sélo por la dieta. El intervalo
de GB fue de 0.54 + 0.15 a 1.10 + 0.15 x 103 cels/pL, el cual es menor que el registrado por Mata-Sotres et al. (2018) de 17.53 a 19.93 x 10° cels/uL
para esta misma especie. Independientemente de la temperatura de aclimatacion la concentracién de GB aumentd cuando el porcentaje de
sustitucion de la HP por HS fue mayor. Este tendencia tambien ya ha sido reportada para T. macdonaldi (Fuentes-Quesada et al., 2018) y en otras
especies de peces marinos como el salmén comuin Salmo salar (Baeverfjord y Krogdahl, 1996; Bakke-McKellep et al., 2000); el salmén real

Oncorhynchus tshawytscha y el salmoén rosado Oncorhynchus gorbuscha (Booman et al., 2018).

Aungue en este trabajo no se realizo la caracterizacion del tipo de GB, es probable que las células del tipo leucocitos se incrementaran, debido a
gue se ha reportado que en algunas especies de peces alimentados con dietas que tienen porcentajes mayores al 30% de inclusidn de soya,
presentan procesos inflamatorios o trastornos nutricionales (Bakke-McKellep et al., 2000; Krogdahl et al., 2003; Krogdahl et al., 2010; Krogdahl et
al., 2015; Fuentes-Quesada et al., 2018), lo cual podria explicar que en este estudio se incremento la concentracién de GB en relacion directa con

el contenido de HS en la dieta.

El volumen corpuscular medio (VCM), es el indice que estima el tamafio promedio de los eritrocitos (Campbell, 2015) y varia entre especies y
grupos de peces, aunque puede encontrarse entre un intervalo de 81 a 106 fL en peces como la lubina hibrida (Hrubec et al., 1996) y hasta 192 a
420 fL en truchas (Miller et al., 1983). EI VCM de las totoabas aclimatadas a 23 y 26 °C, no fue afectado por la temperatura ni por las dietas. La
temperatura de aclimatacién de 29 °C tuvo una influencia sobre el VCM de los peces. El promedio mas bajo del VCM en T. macdonaldi fue de 69.0
1 6.55 fLy se registrd en los peces alimentados con 43% de HS en la dieta y aclimatados a 29 °C, mientras que el valor mas alto (126.4 £ 9.15 fL) se
obtuvo en los juveniles alimentados sin HS en las temperaturas de aclimatacion de 23 y 26 °C. El intervalo del VCM en este estudio fue similar al
registrado por Lopez et al. (2015) de 93.7 a 129 fL y menor que el encontrado por Mata-Sotres et al. (2018) para T. macdonaldi. Tomando en cuenta
qgue el VCM de los peces aclimatados a 23 y 26 °C no fue afectado por la temperatura de aclimatacion ni por las dietas evaluadas y considerando
que los porcentajes de Hct estan dentro de los intervalos reportados para peces saludables (Campbell, 2015), estos resultados podrian indicar que
el tamafio de los eritrocitos de T. maldonaldi no eran eritrocitos microciticos (glébulos rojos mas pequefios que las células normales), los cuales

son comunes en peces con anemia por deficiencia de hierro (Campbell, 2015).

3.7.2 Quimica sanguinea

El andlisis del suero sanguineo es uno de los elementos utilizados para la evaluacidén del estado de salud de los peces, ya que refleja su condicion

fisiolégica (Seong et al., 2018). En el presente trabajo la concentracion de proteinas totales del suero de juveniles de T. macdonaldi aclimatados a
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23,26y 29 °C fue afectada sélo por las dietas experimentales. La mayor concentracién (4.17 + 0.79 g dL?) se presentd a 29 °Cy con un 56% de HS
en la dietay lamenor (2.66 + 0.1 g dL) a 26 °C con la dieta control. Estos valores de PT estdn dentro del intervalo de 2 a 8 g dL™ registrado para un
gran nimero de especies de peces (Miller et al., 1983; Sandnes et al., 1988; Hunn y Greer, 1990) y fue ligeramente mayor a los intervalos (2.54 a
2.69 g dL't y 2.55 a 3.0 g dL?) registrados por Satriyo et al. (2017) y Mata et al. (2018) para juveniles de esta misma especie. En general, la
concentracién de PT de T. macdonaldi en el presente estudio aumentd cuando el porcentaje de HS en la dieta se incrementd, lo cual coincide con
lo encontrado en otras especies como Pagrus major (Kader et al.,, 2012; Kader y Koshio, 2012), Platichthys stellatus (Li et al., 2015) y Trachinotus
carolinus (Novriadi et al., 2017), asi como en juveniles de totoaba (2.66 + 0.1: a 3.66 + 0.3 (g dL) cuando la HP ha sido remplazada por derivados

de la soya.

Los cambios en la concentracién de las proteinas se puede deber a la presencia de proteinas con estructura anormal (discrasia) o a una
concentracién de proteinas normales en una concentracién anormal (disproteinemia). La disproteinemia puede presentarse cuando la
concentracién de PT incrementa por igual (hiperproteinemia no selectiva), cuando un tipo aumenté mds que otro (hiperproteinemia selectiva), y
cuando la concentracion se redujo porque disminuyeron por igual todas las proteinas (hipoproteinemia no selectiva) o cuando algun tipo decrecié

mas que otro (hipoproteinemia selectiva) (Stockham y Scott, 2013).

Debido a que los peces marinos tienen una capacidad limitada para la digestion y el metabolismo de los carbohidratos (NRC, 2011a; Molina-Poveda,
2016), la ingesta excesiva de estos nutrientes puede ocasionar problemas nutricionales (Krogdahl et al., 2010; Glencross, 2016). Tomando en
cuenta que sélo la dieta influyd en la concentracidn de PT, quizas un alto contenido de carbohidratos en la HS (principalmente cuando el porcentaje
de remplazo de la HP fue del 43 y 56%) pudo ocasionar una hiperproteinemia selectiva en los juveniles de T. macdonaldi, ya que la concentracion
de GLOB aumentd con el incremento en el contenido de HS en la dieta, y fue mayor que la concentracion de ALB, lo cual posiblemente fue en

respuesta a un proceso inflamatorio por el consumo elevado de soya (Krogdahl et al., 2010; 2015).

En relacion a la albumina (ALB), se ha reportado que representan entre el 35 al 50% de las proteinas totales en la mayoria de los animales (Eckersall,
2008) y son las proteinas principales en la actividad osmatico coloidal del suero (Faye y Bengoumi, 2018). En cambio las globulinas (GLOB) actuan
como enzimas o proteinas transportadoras de hormonas, tienen una funcidn importante en el combate de las infecciones y ayudan a mejorar el
proceso de coagulacién de la sangre (Stockham y Scott, 2013). Ademas la determinacién de la concentracion de ambas proteinas se utiliza para

conocer la relacidon ALB:GLOB, que es un indicador de procesos inflamatorios o de trastornos inmunolégicos (Faye y Bengoumi, 2018).

En el presente trabajo la concentracion de ALBy la relacidon ALB:GLOB de T. macdonaldi aclimatada a 23 y 26 °C fueron afectadas por la temperatura
de aclimatacién y las dietas experimentales. Las GLOB sdlo fueron afectadas por la dieta mientras que la interaccién temperatura-dieta sélo afecto
la concentracion de ALB. Respecto a los juveniles aclimatados a 29 °C, la concentracién de ALB, GLOB y la relacion ALB:GLOB fueron afectados por
las dietas experimentales. La concentracién de ALB tuvo un intervalo de 0.46+0.05 (23°C-D32%) a 1.02 + 0.20 g dL'! (29°C-D56%) y la de GLOB de
2.03+0.17 (26°C-D0%) a 3.18 + 0.68 (29°C-D0%), mientras que el intervalo de la relacion ALB:GLOB fue de 0.21 + 0.06 (23°C-D32%) a 0.42 + 0.07
(26°C-D43%). El intervalo de la concentracién de ALB fue mayor al reportado para esta misma especie por Lopez et al. (2015), y similar al encontrado
por Satriyo et al. (2017) y Mata-Sotres et al. (2018). El intervalo de las GLOB fue mayor al establecido por Lépez et al. (2015) y Mata-Sotres et al.

(2018), mientras que la relaciéon ALB:GLOB fue muy similar a la documentada por Lépez et al. (2015).
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El aumento en la concentracidén de ALB puede estar relacionado con una ateracién en la presién osmatica coloidal (Evans, 2002), con deshidratacién
(Tothova et al., 2016) o con enfermedades infecciosas o inflamatorias (Whalan, 2015). En cambio el incremento en la concentracién de GLOB mayor
al valor basal (hiperglobulinemia) esta relacionado con una hemoconcentracidn (mayor viscosidad del plasma por una disminucién en su volumen),
con un proceso inflamatorio (Whalan, 2015; Tothova et al., 2016) o a una neoplasia de linfocitos B (Stockham y Scott, 2013). Generalmente la
concentracién de ALB supera al de GLOB, y la relacién ALB:GLOB es de 0.5 a 1.5 en un gran nimero de especies (Sirois, 2011). La presencia de
hiperglobulinemia debida a una alta concentracidon de GLOB, ocasiona que la relacién ALB:GLOB disminuya, por lo que valores menores a 0.5 en
esta relacidén pueden estar asociados con alteraciones del sistema inmune (Patriche et al., 2011), inflamacidn intestinal (Faye y Bengoumi, 2018) o

dafio hepatico (Osmani et al., 2009; Campbell, y Grant, 2010).

En las totabas aclimatadas a 23, 26 y 29 °C, se observd que cuando la inclusién de HS en la dieta fue mayor, la concentracién de ALB y en mayor
medida la de GLOB, incrementd. Esta situacién permite suponer que los peces desarrollaron un posible proceso inflamatorio causado por algunos
factores antinutricionales presentes en la soya (Francis et al., 2001; Krogdahl et al., 2010) como respuesta a una probable patologia intestinal
(Krogdahl et al., 2015; Fuentes-Quesada et al., 2018). Este efecto pudo ser mayor cuando los porcentajes de remplazo de la HP por HS fueron
elevados (D43% y D56%). Respecto a la relacién ALB:GLOB de T. macdonaldi se encontré que en las tres temperaturas de aclimatacion (23, 26 y 29
°C) los valores estuvieron dentro de un intervalo de 0.21 + 0.06 a 0.42 £ 0.07. Estos resultados reafirmarian lo antes sefialado y podrian indicar que
los peces posiblemente desarrollaron una inflamacidn intestinal ya que valores menores a 0.5 en la relacion ALB:GLOB estdn asociados con esta
patologia del tejido (Faye y Bengoumi, 2018) o con un dafio hepatico (Giannini et al., 2005; Osmani et al., 2009;Campbell, y Grant, 2010; Faye y

Bengoumi, 2018)) causado por consumo elevado de HS.

La glucosa es normalmente suministrada por la absorcidn intestinal de la glucosa contenida en el alimento o por la produccidn de glucosa hepatica
a partir de sus precursores, por ejemplo, los carbohidratos (glucégeno, fructosa, galactosa) y aminoacidos (gluconeogénesis) (Kaneko, 2008),
mientras que los triglicéridos son los principales constituyentes de la grasa corporal y en los animales se utilizan como indicador de movilizacién

de grasa cuando la alimentacidn no puede cubrir las necesidades energéticas (Faye y Bengoumi, 2018).

La concentracion de GLUC y TG de los peces aclimatados a 23, 26 y 29 °C fueron afectados por las dietas experimentales, mientras que la
temperaturay la interaccién temperatura-dieta solamente afectaron a los TG de las totoabas aclimatadas a 23 y 26 °C. Tanto la GLUC como los TG
aumentaron conforme se incrementé la inclusion de HS en la dieta, situacion que fue mds notable en los dietas con 43 y 56 % de HS y en los peces
mantenidos a 23 y 29 °C. Esta tendencia en el aumento de GLUC por consumo de altos porcentajes de soya coincide con lo reportado en T.
macdonaldi por Bafiuelos-Vargas et al. (2014) cuando reemplazé la HP (en 30 y 60%) por proteina de soya y en Trachinotus carolinus por Novriadi
et al. (2017), cuando evaluaron dos variedades de HS extraida con solvente y tratada con enzimas. Ademas, Kader et al. (2012) y Dawood et al.

(2015), encontraron que los TG aumentaron considerablemente en Pagrus majory Seriola dumerili cuando el reemplazé de la HP por HS fue mayor.

El aumenté en la concentracion de GLUC y TG en los juveniles de T. macdonaldi cuando el porcentaje de reemplazo de la HP por HS fue mayor,
quizas se debe a los altos niveles de carbohidratos en la dieta, en especial en los porcentajes de inclusion de HS mas elevados (43 y 56%), ya que
altos niveles de carbohidratos pueden inducir el aumento de glucosa vy triglicéridos en la sangre de los peces (Peres y Oliva-Teles, 2002; Enes et al.,

2010).



53
La enzima ALT cataliza la transaminacidn reversible de L-alanina y 2 oxoglutarato a piruvato y L-glutamato, y junto con otras transaminasas, juega
un papel en el catabolismo de aminodcidos y en el transporte de nitrégeno. Por su parte, la enzima AST cataliza la transferencia de grupos amino
(NH,) de a-aminodcido (glutamato) a a-ketoacido (oxaloacetato) para dar otro aminoacido a (aspartato) y otro acido a-keto (a ketoglutarato) (Faye
y Bengoumi, 2018). Ademas estas enzimas se utilizan como indicadoras de dafio celular, de enfermedades inflamatorias, infecciosas y lesiones

hepaticas (Allison, 2012; Stockham y Scott, 2013; Hyder et al., 2013).

En el presente trabajo, la concentracién de ALT y AST de las totoabas aclimatadas a 23, 26 y 29 °C, fue influenciada por las dietas experimentales,
mientras que la temperatura de aclimatacidn afectd la concentracion de ambas enzimas cuando los juveniles fueron aclimatados a 23 y 26 °C. Los
niveles mas altos de ALT y AST se presentaron a 23 y 29 °C y cuando los peces fueron alimentados con 56% de HS en la dieta, mientras que los

niveles mas bajos de ambas enzimas, se presentaron a 26 °Cy con la dieta sin HS (D0%).

El aumento de ALT y AST en respuesta a una mayor inclusién de HS en la dieta, coincide con lo encontrado para la concentracidn de leucocitos,
ALB y GLOB. Con base en estas tendencias, es posible suponer que T. macdoaldi presenta una alta sensibilidad a elevados porcentajes de HS (>
32%) en la dieta y que la inclusién de porcentajes mayores podria representar un riesgo para su salud ya que el aumento en la concentracién de
ALB y GLOB estan relacionados con enfermedades infecciosas o con un proceso inflamatorio (Whalan, 2015; Tothova et al., 2016). En cambio,
elevados niveles de ALT y AST son indicativo de disfuncidon de érganos (Yuangsoi et al., 2014) y trastornos metabdlicos (lipidosis), nutricionales,
enfermedades inflamatorias, infecciosas y lesiones hepaticas (Allison, 2012; Stockham y Scott, 2013; Hyder et al., 2013). Para poder complementar
la informacion sobre el comportamiento de las concentraciones de las enzimas aminotransferasas, es fundamental profundizar en los aspectos de

la fisiologia de la totoaba relacionados con aspectos metabdlicos, lesiones hepdticas y estado nutricional, entre otros.

En conclusién el remplazo de la HP por HS mayor de 32% y la interaccion temperatura-dieta tuvieron un mayor efecto en la hematologia
(concentracién de gldbulos blancos) y la quimica sanguinea (concentracion de proteinas totales, alouminas, globulinas, relacion ALB:GLOB, glucosa,
triglicéridos y aspartato y alanina aminotrasferasas). Independientemente de la temperatura de aclimatacion, estos indices fueron mas bajos en
los peces alimentados con la dieta control y aumentaron cuando el remplazo de la HP por HS fue mayor (43 o 56%), lo que podria indicar que T.
macdoaldi tiene alta sensibilidad a elevados porcentajes de carbohidratos y una inclusién mayor de 32% de HS en la dieta podria afectar su salud.
Por tal motivo, es importante continuar generando conocimiento sobre otros indicadores como el perfil de aminoacidos del musculo, digestibilidad
de las dietas, calidad del musculo cdmo alimento y de fisiologia energética, entre otras, con el fin de generar informacidon que permitan establecer

la viabilidad del uso de harina de soya en la dieta de juveniles de T. macdonaldi bajo diferentes condiciones térmicas.
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Capitulo 4. ETAPA 3

4.1 Efecto de la temperatura y la dieta sobre la preferencia y resistencia térmica de juveniles de Totoaba

macdonaldi

4.2 Hipotesis

La temperatura preferida (26 °C) y la respuesta a la resistencia térmica de juveniles de Totoaba macdonaldi no seran afectadas por las
dietas con 100% harina de pescado y 32% de inclusién de harina de soya, y estas respuestas seran diferentes a la de los peces

alimentados con 43 y 56% de soya en la dieta y aclimatados a 23 y 29 °C.

4.3 Objetivo

Evaluar el efecto de la dieta y la temperatura sobre el comportamiento termorreguladory la resistencia térmica de juveniles de Totoaba

macdonaldi.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Temperatura Preferida

Para el estudio del comportamiento termorregulador, se utilizé el sistema disefiado y construido por Blickle-Ramirez et al. (2003), el cual consta
de un canal de acrilico de 26 cm de alto, 31 cm de ancho y 365 cm de longitud, con una capacidad total de 220 litros. El canal esta dividido en 15
camaras virtuales (cada camara de 20.33 cm de longitud), las cuales tienen en el centro un sensor térmico que envia la sefial a un termaégrafo
multicanales (Standfor Research Systems, modelo SR630) para el registro de temperatura. El termdgrafo estd conectado a una impresora

(Panasonic KX-P3696 Muli-mode), a la cual se envian los registros de temperatura por camara cada 10 minutos.

A lo largo del canal de acrilico esta colocada horizontalmente una manguera difusora de aire, la cual contiene pequefios poros que permiten
mantener homogenea la columna de agua y los niveles adecuados de oxigeno disuelto (Blickle-Ramirez et al., 2003). En cada extremo del canal de

acrilico se encuentra una cdmara de tubo PVC de 29 cm de largo y 20.3 cm de didmetro.
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Para formar el gradiente térmico, en un extremo del canal se elevd la temperatura del agua con dos calentadores de titanio (de 1000 W cada uno)
y en el extremo opuesto, la temperatura se disminuy6 con un enfriador (Neslab Merlin M150). El gradiente térmico formado tuvo un intervalo de

20a33°C.

El experimento para evaluar la temperatura preferida inicid después de 61 dias de aclimatar a los peces a 23, 26 y 29 °C y de ser alimentados
durante ese periodo con las dietas experimentales (dietas con soya). De cada tanque de cultivo se evaluaron cuatro peces, los cuales se colocaron
de dos en dos (de forma independiente) dentro del canal de acrilico, en la cdmara que tenia el valor mas cercano a la temperatura de aclimatacion.

Después de 30 minutos, inicid el registro cada 10 min del lugar ocupado por los peces dentro del canal.

El experimento durd 2.5 horas y se realizd por triplicado y por separado para cada tratamiento (combinacidn dieta-temperatura). Los peces
evaluados no se alimentaron 24 horas antes del inicio del experimento para evitar la influencia de los procesos postprandiales. Ademas, se inyectd
agua constantemente en un extremo del canal (80 ml emin™) para remplazar aproximadamente el 50% del volumen en 24 horas, y evitar con esto

la acumulacién de metabolitos (Bickle-Ramirez et al., 2003).

4.4.2 Resistencia térmica (temperatura critica maxima, TCMax)

Para evaluar la resistencia térmica se utilizaron cuatro peces de cada tanque. Cada pez se colocé por separado y de manera independiente en un
tanque de pléstico de 150 L con un volumen efectivo de 60 L. La temperatura del agua se aumentd a una tasa constante de 1°C min* (Joblin, 1981;
Lutterschmidt & Hutchison, 1997) con tres calentadores de titanio de 1000 W, a los cuales se les sujeté una piedra difusora para mantener un

suministro continuo de aire, lograr una temperatura homogénea y evitar una estratificacion en la columna de agua.

Durante el incremento de la temperatura del agua, la resistencia térmica se evalud a partir de las siguientes respuestas de comportamiento

observadas en los peces:

1.- Espasmos musculares (EM): definidos como movimientos espasmadicos no controlados, y

2.- Pérdida del equilibrio (PE): definida como la falta de capacidad para mantener la posicion horizontal del cuerpo.

Para determinar la resistencia térmica de los juveniles de T. macdonaldi, tanto los EM como la PE se registraron en el valor térmico en el que se
observaron por al menos un minuto (Lutterschmidt y Hutchison, 1997; Beitinger et al., 2000), debido a que ambas respuestas pueden caracterizar
a la TCMax (Lutterschmidt y Hutchison, 1997). Los peces evaluados no fueron alimentados 24 horas antes al inicio de cada prueba, con el fin de
evitar la influencia de los procesos postprandiales. Los experimentos de temperatura preferida y resistencia térmica se hicieron después de 61 dias
de cultivo (aclimatacion a la temperatura y dieta) y los peces utilizados para estos experimentos registraron un peso de 223 a 275 gramos,

dependiendo de la unidad experimental y tratamiento a ensayar.
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4.4.3 Anadlisis estadisticos

A los valores obtenidos en las pruebas de temperatura preferida y de resistencia térmica se les aplicéd una prueba de Kolmogorov-Smirnov y de
Lilliefors para evaluar la normalidad y una prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de las varianzas (Zar, 2010; Montgomery, 2017). Los
valores que cumplieron con estos supuestos se analizaron con un analisis de varianza de dos vias con el fin de evaluar el efecto de la temperatura
de aclimatacion, las dietas experimentales y la interaccion de ambos factores sobre la preferencia y resistencia térmica de juveniles de Totoaba
macdonaldi. Para identificar las posibles difirerencias estadisticas entre la Dieta control y los demds tratamientos se aplicé la prueba de Dunnett.
Para determinar las diferencias estadisticas entre las dietas experimentales (dietas en las que se remplazdé la HP por HS), se aplicé la prueba LSD

de Fisher (Zar, 2010; Montgomery, 2017). Todos los analisis se realizaron con un nivel de significancia de P < 0.05 y con el software STATISTICA 10°®.

4.5 Resultados

4.5.1 Temperatura preferida

La temperatura preferida por los peces, hace referencia a la temperatura que visitaron con mayor frecuencia. Para las totoabas aclimatados a 23
y 26 °C se encontrd que la temperatura preferida fue influenciada por la temperatura de aclimatacion (P: 0.001) pero no por la dieta (P: 0.999) ni

por la interaccidn entre estos dos factores (P: 0.087).

Los peces aclimatados a 23 °Cy alimentados con la D0% seleccionaron el valor mas alto de temperatura preferida (27.72 °C) y fue estadisticamente
diferente (P < 0. 05) de la temperatura preferida por los peces alimentados con estamisma dieta D0% (26.45 °C) pero en la temperatura de

climatacién de 26 °C (Figura 4).

En los peces aclimatados a 29 °C, la temperatura preferida fue influenciada por la dieta consumida (P: 0.03). El valor térmico elegido por los
organismos fue disminuyendo conforme el porcentaje de inclusidon de soya en la dieta aumenté. El valor mas alto (27.36 °C) fue registrado en los
peces alimentados con la D0%, el cual sélo fue estadisticamente diferente (P: 0.01) de la temperatura preferida por los peces alimentados con la

D56% (26.84 ©
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Figura 4. Temperatura preferida por los juveniles de Totoaba macdonaldi aclimatados a tres temperaturas (23° C, 26 °Cy 29
°C) y alimentados con dietas con distintos porcentajes de inclusion de harina de soya. Dieta control: D0% (Dieta de control:
100%HP); D32% (Dieta 1: 68%HP-32%HS); D43% (Dieta 2: 57%HP-43%HS); D56% (Dieta 3: 44%HP-56%HS). T: temperatura de
aclimatacién, D: dieta. Las letras w, x, y denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 23 y 26 °C. Las
letras A, B, C indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 29 °C.

4.5.2 Resistencia térmica (TCMax)

Previo al registro de los espasmos musculares (EM) y la pérdida del equilibrio (PE), los peces presentaron un aumento en su actividad (AA), el cual
fue definido como un incremento sostenido en la velocidad de natacion. Este comportamiento esta relacionado con la respuesta de los organismos

ante el incremento gradual de la temperatura del agua.

Los datos del aumento de actividad de los peces aclimatados a 23 y 26 °C no pasaron las pruebas de homogeneidad de varianza (Levene: F: 262;

g.l. 7.8; P: 0.01), por lo cual la informacidn fue analizada con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

El AA fue afectado por la temperatura de aclimatacion (P < 0.001) pero no por las dietas experimentales (P < 0.06). El mayor promedio (33.3+0.9

°C) se registrd a 26 °C con la D0% y fue estadisticamente diferente de los promedios registrados a 23 °C con la D0% (P: 0.04), D32% (P: 0.01), D43%
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(P <0.0001) y D56% (P < 0.005). Por el contrario, el menor promedio (30.6 + 0.9 °C) se registré a 23 °Cy fue diferente significativamente de la D0%
(P <0.0001), D32% (P: 0.001) y D43% (P: 0.006) de los peces de la temperatura de aclimatacién de 26 °C (Tabla 6).

En los peces aclimatados a 29 °C las dietas experimentales no tuvieron un efecto significativo sobre la respuesta de aumento en la actividad (P:

0.317). El intervalo del AA en estos organismos se presenté entre los 34.1 + 0.8 a 34.6 + 0.06 °C (Tabla 6).

4.5.2.1 Espasmos Musculares (EM)

Los datos de EM obtenidos de los peces aclimatados a 23 y 26 °C, no pasaron las pruebas de normalidad (K-5:0.23; P< 0.01; Lilliefors P< 0.01,
Shapiro-Wilk W: 0.60, P: < 0.0001) ni de homogeneidad de varianza (Hartley F-max: 192.49; Cochran C: 0.79, Bartlett Chi-Sqr. 67.06, g.Il. 7, P<

0.0001), por lo cual la informacién se analizé con la prueba de Kruskal-Wallis.

Los EM fueron influenciados por la temperatura de aclimatacidn (P: 0.002) pero no por las dietas (P: 0.61). El mayor promedio (37.7 °C) se registré
a 26 °Cconla D0% vy fue diferente estadisticamente de los promedios registrados a 23 °C con la D0% (P: 0.03) y D56% (P: 0.002). El menor promedio
(36.3 °C) se registro en los peces de 23 °C con la D56% y fue diferente de la D0% (P< 0.0001), D32% (P: 0.001) y D43% (P: 0.006) en la temperatura
de aclimatacion de 26 °C (Tabla 9).

Tabla 9. Respuestas de comportamiento de juveniles de T. macdonaldi aclimatados a tres temperaturas, alimentados con dietas con distintos porcentajes de
inclusion de soya y expuestos a un incremento de la temperatura del agua (1°C-min?).

Temperatura de Temperatura promedio  yalorde P  Temperatura promedio Valor de P
. . . en la que se registré el en la que se registraron
aclimatacion Dieta L
°C) Aumento de Actividad T D los Espasmos musculares T D
(AA) (EM)

D0% 31.9+1.7™* 36.7£0.79
D32% 31.8+0.4™* 37.2 £ 0.5V

23
D43% 30.6+0.9* 36.8 £ 0.2"
D56% 31.5+0.9%* 0.0 36.3+2.4Y

0.06 0.002 0.06

D0% 33.320.9" 01 37.7+0.5"
D32% 32.6+1.5"% 37.7 £ 0.5V

26
D43% 32.2+0.9%% 37.6 £ 0.3"W*
D56% 32.210.2"W* 37.55 £ 0.5V
D0% 34.6 £0.06 39.6+0.4

29 D32% 341108 38.0+0.2

0.317

D43% 34.210.5 39.6+0.2
D56% 343105 39.740.2

AA: Aumento de Actividad; Espasmos Musculares: EM; Dieta control: D0% (Dieta de control: 100%HP); D32% (Dieta 1: 68%HP-32%HS); D43% (Dieta 2: 57%HP-
43%HS); D56% (Dieta 3: 44%HP-56%HS). T: temperatura de aclimatacion, D: dieta. Las letras a, b denotan diferencias singinifactivas (P < 0.05) entre la D0% y lo
stratamienos (dietas con HS). Las letras v, w, x, y denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 23 y 26 °C.
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En la temperatura de aclimatacién de 29 °C, los EM se presentaron en un porcentaje muy bajo de los peces evaluados (16.7 % con la D0% y D56%;
33% con la D32% y 25% con la D43%), por la cual no fue posible realizar un analisis estadistico. Sin embargo, los EM en estos organismos se

presentaron entre los 38.0 £ 0.2 a 39.7 £ 0.2°C (Tabla 9).

4.5.2.2 Pérdida del Equilibrio (PE)

A diferencia del AA y los EM, la pérdida del equilibrio se presentd en el 100% de los peces evaluados, razén por la cual, fue considerada como la
respuesta de comportamiento para determinar la resistencia térmica de los juveniles de T. macdonaldi ya que caracteriza la temperatura critica

maxima de la especie.

La resistencia térmica (TCMax) de los peces aclimatados a 23 y 26 °C fue influenciada significativamente por la temperatura de aclimatacion (P: <
0.001) y la dieta (P: < 0.047) pero no por la interaccidon de estos factores (P: 0.087). Los resultados muestran que la resistencia térmica de T.

macdonaldi disminuyd cuando el porcentaje de inclusién de HS en la dieta fue mayor (Figura 5).

Respecto a la D0% (sin HS), la TCMax registrada en los peces aclimatados a 23°C con esta dieta (37.3 °C) fue estadisticamente diferente (P < 0.0001)
de la TCMax mas alta (38.2 °C) la cual se encontré tambien con la D0% pero a 26 °C. Esta Ultima (TCMax de la D0% a 26 °C) a su vez fue diferente
del resto de los tratamientos (P < 0.05) excepto de la TCMax registrada en los peces alimentados con la D32% (37.8 °C; P: 0.12) y aclimataddos

tambien a 26 °C (Figura 5).

El valor térmico mas bajo en el que se registrd la PE fue a los 37.2 °Cy corresponde a los peces aclimatados a 23°Cy alimentados con la D56%, valor
estadisticamente diferente de los registrados para las peces aclimatados a 26 °C y alimentadas con la D0% (P: < 0.001) y D32% (P: 0.021). En
contraste, el valor térmico mas alto (38.2 °C) se registré a 26 °C con la D0% (sin HS) el cual no fue diferente del valor registrado con la D32% (P:

0.125) a esta misma temperatura de aclimatacion (Figura 5).

La TCMax de los peces aclimatados a 29°C se registré entre los 39.51 °C (D43%) a 39.83 °C (D56%) y a diferencia de lo encontrado en la temperatura

de 23y 26 °C, no fue influenciada significativamente (P: 0.13) por las dietas experimentales (Figura 5).
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Figura 5. Tempertura en la que se registrd la perdida del equilibrio (Resistencia térmica: TCMax) en los de juveniles de T. macdonaldi aclimatados a tres
temperaturas y alimentados con dietas con distintos porcentajes de inclusidon de harina de soya. D0% (Dieta de control: 100%HP-0%HS); D32% (Dieta 1: 68%HP-
32%HS); D43% (Dieta 2: 57%HP-43%HS); D56% (Dieta 3: 44%HP-56%HS). Las letras a, b denotan diferencias singinifactivas (P < 0.05) entre la D0% y los tratamienos
(dietas con HS). Las letras w, x, y denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos a 23 y 26 °C.

4.6 Discusion

4.6.1 Preferenciay resistencia térmica de juveniles de T. macdonaldi

Los estudios para determinar la temperatura preferida de peces han sido realizados tanto con especies de agua dulce como Amia calva, Carassius
auratus (Reynolds et al., 1978a, 1978b), Coregonus clupeaformis (Edsall, 1999), Micropterus salmoides (Diaz et al., 2007) y Poecilia sphenops
(Hernandez-Rodriguez y Biickle-Ramirez, 2010), como con especies marinas, como Clupea pallasi, Sardinops melanostictus, Oncorhynchus keta,
Pagrus major, Oplegnathus fasciatus, Trachurus japonicus, Pseudocaranx dentex (Tsuchida, 1995), Sardinops sagax (Martinez-Porchas et al., 2009),
Paralichthys californicus (Esquer-Mendez et al., 2009), hapuku Polyprion oxygeneios (Khan et al., 2014) y en juveniles de Dover sole Solea solea
(Schram et al., 2013), entre otros. Estos trabajos han sido realizados con el fin de determinar el rango térmico elegido por los peces o para predecir

la temperatura éptima para el crecimiento (Schram et al., 2013; Khan et al., 2014).
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En relacién a los trabajos de comportamiento termorregulador en totoaba, hasta ahora solamente se ha realizado un estudio para conocer su
temperatura preferida (Talamas, 2001). En este trabajo, los juveniles de dos y tres meses de edad se aclimataron durante 30 dias a 20, 24, 28 y 32
°C para después ser expuestos a un gradiente térmico. Los resultados de esta investigacion mostraron que los juveniles de dos meses eligieron una
temperatura final de 26.3 °C, mientras que la temperatura preferida por las totoabas de tres meses fue de 25.2 °C. Sin embargo, tanto en los
estudios citados anteriormente como en el realizado por Talamas (2001), solamente se considerd el factor temperatura de aclimatacion y en

ninguno de estos trabajos se evalud la calidad de la dieta, ni la interaccién de ambos factores.

Otros estudios han evaluado el efecto de la temperatura de cultivo y de la dieta pero se han centrado en analizar el rendimiento biolégico de los
peces como el crecimiento en peso, por ejemplo, en hapuku Polyprion oxygeneios (Tromp et al., 2016) o la composicidon quimica corporal y la
incidencia de deformidades en la tenca juvenil Tinca tinca (Kaminski et al., 2017). En el presente trabajo, se evalud la interaccién entre la

temperatura de aclimatacién y la calidad de la dieta sobre la temperatura preferida y la resistencia térmica de juveniles de T. macdonaldi.

Los resultados demostraron que la temperatura preferida por los juveniles de totoaba aclimatados a 23 y 26 °C fue influenciada sélo por la
temperatura de aclimatacién, mientras que la preferida por los peces aclimatados a 29 °C fue influenciada por las dietas experimentales. La
temperatura preferida por los juveniles aclimatados a 23 y 26 °C se encontré entre los 26.42°C (26 °C-D0%) a 27.7 °C (23 °C-D0%), mientras que las
totoabas aclimatadas a 29 °C prefirieron temperaturas entre los 26.8 °C (D56%) a 27.3 °C (D0%). La razén por la que los juveniles eligieron estas
temperaturas se atribuye a su historia térmica de aclimatacion, la cual tiene una gran influencia en la region térmica elegida (Fry, 1947), ademas
las temperaturas seleccionadas por los juveniles de T. macdonaldi se encuentran en el intervalo entre los 25 a 29 °C que comUnmente se presenta

en las aguas superficiales del ambiente natural de la especie (Flanagan y Hendrickson, 1976).

En relacidn a la dieta, este factor tuvo un efecto significativo en la temperatura preferida por los peces aclimatados a 29 °C, pero sélo cuando la HP
se reemplazoé en un 56% (D56%), en relacion a la dieta control (sin HS). A pesar de este efecto, la temperatura preferida por los peces alimentados
con la D56% (26.84 °C) estuvo dentro del intervalo de las temperaturas preferidas seleccionadas por los peces aclimatados a las temperaturas de

23y 26 °C.

En el presente estudio, los juveniles de T. macdonaldi aclimatados a 23 y 26 °C eligieron temperaturas preferidas mas altas que las de aclimatacion,
respuesta que fue mas evidente en los peces aclimatados a 23 °C. Por el contrario, las totoabas aclimatadas a 29 °C prefirieron temperaturas
menores en relacidon a su temperatura de aclimatacion. En ambos casos, este comportamiento podria sugerir que entre la temperatura de
aclimatacidn y la temperatura preferida se presentd una relacion de adaptacidn, en la cual los peces eligieron nuevos valores térmicos que podrian

maximizar diversas funciones fisioldgicas, al menos a un nivel superior al alcanzado en la temperatura de aclimatacion previa (Kelsch y Neill, 1990).

La interaccidn temperatura de aclimatacion-calidad de la dieta especificamente relacionada con el remplazo de la HP por HS, debe ser considerado
en trabajos posteriores sobre la evaluacion del desempefio fisiolégico de los peces, ya que este factor tuvo un efecto significativo en la temperatura
preferida por T. macdonaldi cuando los peces se aclimataron en la temperatura (29 °C) mas cercana al limite térmico superior de esta especie, por
lo que que probablemente bajo estas condiciones térmicas, la cantidad y el tipo de carbohidratos presentes en la dieta tienen un papel mas

importante sobre esta variable de respuesta.
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El estado fisiologico del pez es fundamental cuando se realizan pruebas de tolerancia y resistencia térmica (Paladino et al., 1980), las cuales pueden
ser determinadas mediante el método estatico o el método dinamico (Fry, 1947; Beitinger y Bennett, 2000) respectivamente. La prueba para
establecer la resistencia térmica mediante la temperatura critica maxima (TCMax) se utiliza con el fin de determinar la resistencia de los peces a la
temperatura, ya que permite evaluar los requerimientos de estos organismos a nivel térmico, fisioldgico y ecoldgico (Lutterschmidt y Hutchison,

1997).

En general cuando se evalta la TCMax en peces, la tendencia es que la resistencia térmica aumente a medida que también aumenta la temperatura
de aclimatacion (Paladino et al., 1980). Esta respuesta ha sido observada en especies como Sardinops sagax (Martinez-Porchas y Hernandez-

Rodriguez, 2010), Acipenser brevirostrum (Zhang y Kieffer, 2014) y Pseudocrenilabrus multicolor (McDonnell y Chapman, 2015).

A diferencia de nuestro estudio, los trabajos realizados hasta el momento sobre la resistencia térmica de peces no han considerado el efecto de la
calidad de la dieta y especialmente, cuando la harina de pescado se reemplaza por proteinas de origen vegetal. Durante la determinacion de la
TCMax de T. macdonaldi se observaron una serie de respuestas de comportamiento cuando fueron expuestos a un incremento gradual de la
temperatura del agua. Primero mostraron un aumento en la actividad, seguido de espasmos musculares (EM) y finalmente la pérdida del equilibrio
(PE). Estas respuestas se han registrado antes en una gran cantidad de especies como Coryphoblennius galerita, Gobius paganellus, Lipophrys pholis
y Paralipophrys trigloides (Vinagre et al., 2013) y Pseudocrenilabrus multicolor (McDonnell y Chapman, 2015), entre otras, y son parte de un
comportamiento natural de los organismos para escapar de las condiciones térmicas adversas para sus funciones vitales (Cowles y Bogert, 1944;

Paladino et al., 1980).

Los EM y la PE se consideran excelentes indicadores del comportamiento térmico de los peces, ya que caracterizan el punto final de la TCMax
siempre y cuando estas respuestas se observen en el 100% de los organismos evaluados (Lutterschmidt y Hutchison, 1997). En este estudio, el

punto final para determinar la TCMax en los juveniles de T. macdonaldi fue la PE ya que esta respuesta se observé en el 100% de los peces.

La TCMax de los juveniles de T. macdonaldi aclimatados a 23 y 26 °C se registré entre los 37.2 °C (23°C-D56%) a 38.21 °C (26°C-D0%) y fue
influenciada por la temperatura de aclimatacion y la dieta, mientras que en los peces aclimatados a 29 °C se registré entre los 39.51 °C (D43%) a
39.83 °C(D56%) y no hubo un efecto de las dietas experimentales. Aunque un alto reemplazo de la HP por HS (> 32%) no tuvo un efecto significativo
en la supervivencia y en algunos indicadores del rendimiento fisioldgico de T. macdonaldi aclimatada a 23 y 26 °C, si lo tuvo en la resistencia

térmica.

Es probable que con un alto nivel de HS en la dieta (43 y 56%) los polisacdridos sin almidén (NSP por sus siglas en inglés) en la dieta también fueran
altos. Estos niveles de NSP podrian haber tenido efectos negativos debido a su capacidad para unir moléculas orgdnicas e inorgdnicas, lo que puede
limitar el uso de otros nutrientes (NRC, 2011a). Ademas, los NSP representan una pobre fuente energética para los peces y afectan la digestibilidad
de los lipidos (NRC, 2011a), lo que podria haber limitado la producciéon de energia y posiblemente haber influido en la capacidad energética de los

peces (Jobling, 1997).
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4.7 Sintesis de la discusion de las diferentes etapas del estudio

En el presente trabajo se evalud el rendimiento en crecimiento, los indices productivos, el perfil de dcidos grasos del musculo, los pardmetros
hematoldgicos, la quimica sanguinea, la preferencia térmica y la resistencia térmica de juveniles de Totoaba macdonaldi en respuesta a la
temperatura de aclimatacién y al remplazo de la harina de pescado por harina de soya en la dieta. Después de 61 dias de cultivo ninguno de estos
dos factores nila interaccidon temperatura-dieta tuvo un efecto significativo en el porcentaje de supervivencia, el perfil de dcidos grasos del musculo

y la concentracion de gldbulos rojos de los peces aclimatados en las tres temperaturas evaluadas.

La temperatura de aclimatacion influyd significativamente en el peso promedio, la tasa de crecimiento especifico, el porcentaje de ganancia en
peso, la tasa de eficiencia proteica, en la concentracién de las enzimas aspartato aminotransferasas y alanina aminotrasferasas, en la temperatura

preferida y la resistencia térmica cuando los peces fueron aclimatados a 23 y 26 °C.

La harina de soya en la dieta tuvo un efecto significativo en las tres temperaturas evaluadas. Para los peces aclimatados a 23 y 26 °C, este factor
influyd en la tasa de conversidn alimenticia, en algunos indices hematoldgicos (relacién albuminas:globulinas, concentracion de glébulos blancos,
globulinas, albuminas, glucosa, triglicéridos) y de la quimica sanguniea (concentracion de aspartato aminotransferasas y alanina aminotrasferasas)
asi como en la resistencia térmica. En los peces aclimatados a 29 °C, influyé en el peso promedio, la ganancia en peso, la tasa de crecimiento
especifico, la tasa de eficiencia proteica, el factor de condicidn, el coeficiente de crecimiento térmico, el porcentaje del hematocrito, el volumen
corpuscular medio, la concentracion de gldbulos blancos, proteinas totales, albumina, globulinas, la relacién albumina:globulina y en la

temperatura preferida.

Respecto a la interaccidn temperatura-dieta ésta afectd las concentraciones de glébulos blancos, albuminas, triglicéridos y la relaciéon

albumina:globulinas en las temperaturas de aclimatacion de 23 y 26 °C.

Independientemente de la temperatura de aclimatacidn, se encontré que la concentracion de glébulos blancos y algunos indices de la quimica
sanguinea (PT, ALB, GLOB, GLUC, TG, AST y ALT) aumentaron mientras que la resistencia térmica disminuyo cuando el remplazo de la HP por la HS
en la dieta fue mayor. Lo anterior podria indicar que al igual que en otras especies de peces marinos, Totoaba macdoaldi tiene alta sensibilidad a

elevados porcentajes de carbohidratos y una inclusién mayor de 32% de harina de soya en la dieta podria representar un riesgo para su salud.

En este sentido, los resultados encontrados muestran las implicaciones que podria tener la inclusidn de altos porcentajes de esta proteina de origen
vegetal en la dieta de Totoaba macdonaldi y la necesidad de integrar estos resultados con los generados en la evaluacién de nuevos aspectos
sanguineos y de fisiologia energética con el objetivo de comprender el efecto del remplazo de la HP por HS en la salud y la resistencia térmica de
esta especie bajo diferentes condiciones térmicas. En este contexto, la presente investigacidn proporciona la base para considerar otros indicadores

fisioldgicos que permitan establecer la viabilidad del uso de la harina de soya en la dieta de juveniles de T. macdonaldi.
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6. Conclusiones

1. No hubo efecto significativo de la temperatura de aclimatacién, la inclusion de harina de soya (HS) en la dieta ni de la interaccidn
tempertura-dieta en la supervivencia, en el perfil de acidos grasos del musculo, la concentracidn de glébulos rojos (GR), el hematocrito
(Htc) y el volumen corpuscular medio (VCM) de juveniles de Totoaba macdoaldi aclimatados a 23 y 26 °C. El porcentaje de supervivencia

en las tres temperaturas fue del 92 al 100%.

2. La temperatura de aclimatacion tuvo un efecto positivo para los peces aclimatados a 26 °C en el peso promedio, la ganancia en peso (GP),
la tasa de crecimiento especifico (TCE), la tasa de eficiencia proteica (TEP), en la concentracion de las enzimas aspartato aminotransferasa

(AST), alanina aminotrasferasa (ALT), la temperatura preferida y resistencia térmica.

3. El aumento en el remplazo de la harina de pescado (HP) por HS tuvo un efecto negativo en la concentracion de proteinas totales (PT),
albuminas (ALB), globulinas (GLOB), glucosa (GLU), triglicéridos (TG), la concentracion de aspartato AST, ALT y en la relacion
albuminas:globulinas (ALB:GLOB) de los peces aclimatados en las tres temperaturas. A 23y 26 °C la HS influyé negativamente en el factor
de conversion alimenticia, la concentracion de glébulos blancos (GB), GLUC, TG, AST, ALT y en la resistencia térmica. En lospeces

aclimatados a 29 °C, afectd negativamente el Htc, el VCM y la temperatura preferida.

4, La interaccion temperatura de aclimatacion-dieta afectd la concentracion de GB, ALB, TG y la relaciéon ALB:GLOB de los peces aclimatados
a23y26°C.
5. El mayor promedio del peso, la GP, la TCE y la TEP se registrd en los peces aclimatados a 29 °Cy alimentados con la dieta en la que la HP se

remplazd en un 43% por HS. El promedio mas bajo de estos indices se registré también con esta dieta pero en los peces aclimatados a 23

°C.

6. La mayor concentracion de GB de T. macdoaldi se presentd a 26 °C con 56% de HS en la dieta y la menor concentracion a 29 °C con la dieta

control (sin HS).

7. El mayor porcentaje del Hct y la mayor concentracion de PT, ALB, GLOB, GLUC y TG se registré a 29 °Cy con un 56% de remplazé de la HP.
La menor concentracién de PT, ALB y TG se registrd a 23 °C con un 32% de HS en la dieta, mientras que la menor concentracion de GLOB y

GLUC se registrd con la dieta control a 23 y 26 °C respectivamente.

8. La mayor concentracion de las AST y ALT se registré en los peces aclimatados a 23 °Cy alimentados con la dieta en la que la HP se remplazé
en un 56% por HS. La menor concentraciéon de ambas enzimas se presenté en los peces aclimatados a 26 °C y alimentados con la dieta

control.
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La temperatura preferida por T.macdonaldi aclimatada a 23 y 29 °Cy la resistencia térmica cuando fue aclimatada a 23 y 26 °C disminuyd

cuando el porcentaje de remplazo de la HP por HS en la dieta fue mayor.

La temperatura preferida mads alta y mas baja la seleccionaron los peces alimentados con la dieta sin HS y aclimatados a 23 y 26 °C
respectivamente. El valor térmico mas alto y mas bajo para la resistencia térmica se registré con la dieta en la que la HP se remplazd por

HS en un 56% en las temperaturas de aclimatacion de 29y 23 °C respectivamente.
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