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Resumen de la tesis que presenta Aldo Emmanuel Belmonte Romo como requisito parcial para
la obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Evaluacion de respuestas fisiologicas en Totoaba macdonaldi alimentada con dietas bajas en
acido araquidonico

Resumen aprobado por:

Dra. Monica Hernandez Rodriguez Dr. Fernando Barreto Curiel
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Actualmente la acuicultura juega un papel importante en la produccidn de proteina de origen acuatico, un
ejemplo de ello es la produccién de totoaba (Totoaba macdonaldi), 1a cual es una especie de interés en la
investigacion acuicola, debido a que puede alcanzar longitudes de 2m y pesar hasta 135 kg. Sin embargo,
al igual que otras especies de peces marinos requieren de dietas elaboradas con aceite y harina de
pescado, insumos que actualmente son escasos. Las investigaciones recientes buscan alternativas para la
elaboracion de alimentos, una de ellas es la suplementacion de acidos grasos esenciales como el acido
araquidonico (ARA), el cual participa en diferentes procesos fisioldgicos de los peces. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar las respuestas fisiolégicas de totoaba alimentada con una dieta control y
cinco dietas bajas en ARA. Las dietas contaban con un decremento porcentual de ARA a partir de la harina
de pescado sin desgrasar, misma que fue considerada como el control (100%ARA), seguido del 80, 60, 40,
20 y 0% de ARA. En cada tratamiento se utilizaron 45 organismos con un peso promedio de 18 g y una
longitud de alrededor de 10 cm; los peces fueron mantenidos en un SRA durante 71 dias a 26°C. Los
resultados mostraron que el peso/longitud, tasa de conversion alimenticia, tasa de crecimiento especifico,
tasa de eficiencia proteica, indice hepatosomatico, e indice viscerosomatico no fueron afectados por los
bajos niveles de ARA en la dieta. En la composicién bioquimica de los tejidos, el higado presenté una
acumulacion lipidica a partir de 80%ARA. En higado se pudo observar una disminucién de ARA, mientras
que en el cerebro aumentd, por lo que se hipotetiza una movilizacién de este acido graso hacia ese tejido.
Se observé una acumulacion lipidica en el higado de los peces en todos los tratamientos, particularmente
de acidos grasos saturados y monoinsaturados. La actividad de las lipasas totales en el higado no fue
afectada por las bajas cantidades de ARA en la dieta, lo cual, en conjunto con los resultados de las
diferentes respuestas evaluadas, se podria especular que T. macdonaldi posee gran plasticidad fisioldgica
especie-especifica.

Palabras clave: Totoaba macdonaldi, crecimiento, acido araquidénico, acidos grasos, lipasas



Abstract of the thesis presented by Aldo Emmanuel Belmonte Romo as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Aquaculture.

Evaluation of physiological responses in Totoaba macdonaldi fed with diets low in arachidonic

acid
Abstract approved by:
Dra. Moénica Hernandez Rodriguez Dr. Fernando Barreto Curiel
Thesis Co-director Thesis Co-director

Currently, aquaculture plays a crucial role in the production of aquatic-derived protein. One example is
the cultivation of totoaba (Totoaba macdonaldi), a species of great interest in aquaculture research due
to its ability to reach lengths of up to 2 meters and weights of up to 135 kg. However, like other marine
fish species, totoaba requires diets formulated with fish oil and fishmeal which are currently scarce
resources. Recent research is seeking alternatives for the feed formulation, one of which is to add essential
fatty acids such as arachidonic acid (ARA), which participates in various physiological processes in fish. The
objective of this study was to evaluate the physiological response of Totoaba fed with either a control diet
or five diets with different ARA concentrations. The diets included a decreasing percentage of ARA derived
from unprocessed fishmeal, with 100% ARA as the control, followed by 80%, 60%, 40%, 20%, and 0% ARA.
Each treatment used 45 organisms with an average weight of 18 g and a length of approximately 10 cm.
The fish were maintained in a recirculating aquaculture system (RAS) for 71 days at 26°C. The results
showed that final weight/length, specific growth rate (SGR), feed conversion efficiency (FCE), protein
efficiency ratio (PER), hepatosomatic index (HSI), and viscerosomatic index (VSI) were not affected by low
dietary ARA levels. In terms of biochemical tissue composition, the liver exhibited lipid accumulation
starting at 80% ARA. ARA levels in the liver decreased, while they increased in the brain, suggesting the
mobilization of this fatty acid to the brain. Lipid accumulation was observed in the liver across all
treatments, particularly for saturated and monounsaturated fatty acids. The activity of total lipases in the
liver was not affected by the lower dietary ARA levels, which, together with the other physiological
responses observed, suggests that T. macdonaldi exhibits a high degree of species-specific physiological
plasticity.

Keywords: Totoaba macdonaldi, growth, arachidonic acid, fatty acids, lipases
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Estado actual de la acuicultura mundial

En la actualidad, los sistemas de produccién acuicola son ampliamente reconocidos por su contribucion a
la seguridad alimentaria, esto se debe principalmente a la gran diversidad de especies y aportes
nutricionales, lo que vuelve a la acuicultura una solucién viable y eficaz para suplir la creciente demanda
alimenticia (FAO, 2024). La tendencia creciente de la acuicultura se ha mantenido hasta la actualidad, pues
tan solo en el afio 2022, la produccidn acuicola mundial alcanzé la cifra de 130.9 millones de toneladas en
peso vivo, lo que representé un aumento significativo con respecto al afio 2020 con 122.6 millones de
toneladas (Figura 1: Produccién mundial de la pesca y la acuicultura (FAO, 2024).), ademds, significd un récord

histdrico, ya que primera vez la produccidn acuicola (51%) supero a la pesca de captura (49%) (FAO, 2024).
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Figura 1: Produccion mundial de la pesca y la acuicultura (FAO, 2024).

Aungque la produccién mundial acuicola superd a la pesca de captura, esta Ultima continda utilizandose en
gran medida para uso alimentario, sin embargo, no se considera sostenible a largo plazo y, segun el
informe del estado mundial de la pesca y la acuicultura, esto se debe a la pesca desmedida y el uso

insostenible de los recursos pesqueros (FAO, 2024).

En México, el registro mas reciente de la produccion acuicola fue de alrededor de 351 mil toneladas de



peso vivo en el aio 2020, lo que representd el 13% de la produccién total en comparacion con la pesca,
por lo que se observé un aumento significativo en comparacién con el afio anterior, con una produccion
de 307 mil toneladas (CONAPESCA, 2021). Estos resultados posicionan a México como uno de los

principales productores de productos acuicolas.

En el 2018, la participacién en el volumen de produccidon por maricultura ascendié a 2 millones 159 mil
600 toneladas de peso vivo, especificamente el litoral del Pacifico contribuyd con 87.9% del volumen de
produccién, mientras que el Golfo de México y el Caribe aportaron 12.1%, sin embargo, la sostenibilidad
de esta industria acuicola es una preocupacidon ambiental, econdmicay social que depende en gran medida
del buen manejo de los organismos en cultivo (Madrid, 2019). En ese mismo sentido los recursos clave
para ello son los alimentos acuaticos para especies carnivoras y los ingredientes utilizados en su
produccién (Rana et al., 2009). Los peces marinos de habitos carnivoros, como la totoaba, dependen en
gran medida del suministro de la harina de pescado, ya que es un ingrediente importante en la formulacién
de las dietas para estas especies, esto ha generado un aumento importante en la demanda de dicho
ingrediente, lo que ha derivado en una gran problematica debido a la produccién limitada de harina de
pescado de las pesquerias, y a que las capturas se encuentran en sobreexplotacion o en el limite maximo

sostenible (Madrid, 2019).

1.2 Totoaba macdonaldi

En México, la familia de las corvinas (Sciaenidae) es ampliamente conocida por su valor en la industria
alimenticia. De manera particular, Nayarit y Sonora son participes en la produccidn y consumo de estas
especies, en el afio 2021 produjeron alrededor de 13,412 toneladas de peso vivo (CONAPESCA, 2021). En
esta familia se encuentra Totoaba macdonaldi, que debido a su pesca desmedida a principios del siglo XX
y en 1976 se incluyo en el Apéndice | (especie en peligro de extincién) de la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES por sus siglas en inglés).
Posteriormente fue protegida por la norma oficial mexicana NOM-024-SEMARNAT-1993 y a partir del afo

1994, entrd en vigor su proteccion en aguas mexicanas (Barrera, 1990; Cisneros et al., 1995; True, 2012).

En la actualidad, los programas de cria de totoaba que se llevan a cabo en el noroeste de México, donde
se han desarrollado y tecnificado los procesos de reproduccion, logrando con éxito la produccion de
alevines, lo que ha impactado en el desarrollo de su cultivo; gracias a ello en la actualidad est4 catalogada

como vulnerable, lo que a su vez impulsa su exportacion a otros paises (Pérez et al., 2017).



j R1O coLORADO ZONA DE DISTRIBUCION
CONOCIDA DE LA TOTOABA

Figura 2: Zona de distribucién de Totoaba macdonaldi (Tomado de Arvizu & Chavez, 1972).

Totoaba macdonaldi es una especie endémica del Golfo de California, en la costa occidental se distribuye
desde la desembocadura del Rio Colorado hasta Bahia Concepcidn, Baja California y en la costa oriental
hasta la desembocadura del Rio El Fuerte, Sinaloa (Figura 2), lugares donde realiza migraciones continuas

y estacionales para la maduracién y desove (Cisneros et al., 1995).

Esta especie se caracteriza por que alcanza longitudes de hasta 2 m de largo y 135 kg de peso, por lo que
son los Scianidos mas grandes de esta familia; por su crecimiento rapido y alta calidad nutricional, totoaba

se considera una especie de gran interés para la acuicultura (Figura 3) (Juarez et al., 2016).

Figura 3: Juvenil de Totoaba macdonaldi

La totoaba tiene un cuerpo alargado con una boca oblicua grande y una mandibula inferior proyectada,
los juveniles se alimentan principalmente de pequefos crustdceos del fondo y peces mas pequeios de la

columna de agua, una vez que alcanzan un mayor tamano, los adultos son uno de los principales peces
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depredadores en la parte superior del Mar de Cortés y su dieta incluye sardinas y anchovetas, aunque los

crustdceos bentdnicos también forman parte de su dieta. (Cisneros et al., 1995; Juarez et al., 2016).

1.3 Problematica de la alimentacion acuicola

En la actualidad una de las grandes problematicas para la acuicultura, es la disponibilidad de alimentos
balanceados inertes, para el crecimiento y desarrollo éptimo de los organismos en cultivo. En este sentido,
los alimentos con un alto contenido proteico, son dirigidos a especies principalmente carnivoras, como la
totoaba, que requiere niveles proteicos del 52%, con un balance adecuado de aminoacidicos y un
contenido de lipidos especificos para la especie (Wilson, 2002; NRC, 2011; Rueda et al., 2011; Oliva et al.,
2015).

Los alimentos para peces se encuentran constituidos principalmente por harina y aceite de pescado, que
son obtenidos de la pesca y acuicultura. En el afio 2020, alrededor del 86 % de harina y el 73% de aceite
de pescado producido se destind a la elaboracién de alimentos formulados para el cultivo de especies

carnivoras (FAO, 2022).

El reto para los sistemas de produccion acuicola ha sido reducir u optimizar el uso de ingredientes marinos
en alimentos balanceados, sin afectar el desempefio y salud de los organismos de cultivo (Garcia-Lozano,
2019). Por lo anterior, es necesario el desarrollo de dietas dptimas que mantengan un bajo impacto
ambiental y que resulten costeables para la industria acuicola (FAO, 2024). Los alimentos para peces se
deben formular con un balance adecuado de nutrientes, es decir, deben contener los nutrientes que son
esenciales para sus necesidades fisioldgicas, entre los que destacan los aminodcidos, vitaminas, minerales

y acidos grasos (Hixson, 2014).

1.4 Acidos grasos como nutrientes esenciales

El aceite de pescado es una fuente de lipidos esenciales para los organismos marinos carnivoros, ya que
se considera uno de los ingredientes mas nutritivos y digeribles, asi como la principal fuente de acidos
grasos omega 3 (4cido eicosapentaenoico [EPA] y 4cido docosahexaenoico [DHA]) y 6 (Acido araquiddnico

[ARA]) para la elaboracién de alimentos balanceados (FAO, 2020).



La estructura bdsica de los 4cidos grasos se caracteriza por tener una cadena larga de carbonos con un
grupo carboxilo en un extremo y un grupo metilo en el otro. Se pueden clasificar por la presencia o
ausencia de dobles enlaces carbono-carbono, en dacidos grasos saturados (sin dobles enlaces),
monoinsaturados (un doble enlace), o poliinsaturados (dos o mas dobles enlaces). En este ultimo grupo se
pueden encontrar los acidos grasos esenciales, que reciben su nombre porque no pueden ser sintetizados
por los peces marinos. La incapacidad para sintetizar de manera natural estos acidos grasos se debe
principalmente a la falta de complejos enzimaticos conocidos como desaturasas A5, A6, A12 y A15, las
cuales son necesarias para poder desaturar (introducir dobles enlaces) en la cadena de carbonos de los
acidos grasos, en especifico los ultimos dos complejos desaturan al 4cido oleico (C18:1n9) y lo transforman
en linoleico (C18:2n6), y luego en alfa-linoleico (C18:3n3) (Figura 4). En consecuencia, todos aquellos
acidos grasos que dependen de esta ruta metabdlica, son considerados como acidos grasos esenciales,

que los peces marinos deben obtener a través de su dieta (Monroig et al., 2011).
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Figura 4: Rutas de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados desde los precursores C18:2n6 y C18:3n3 (Tomado y
modificado de Monroig et al., 2011).

Los acidos grasos esenciales pertenecen a la familia de los w-3 y w-6. Los acidos grasos w-3 tienen en
comun un doble enlace carbono-carbono en la posicidon w-3, es decir, la posicidn en la que se encuentra el
primer doble enlace desde el extremo metilo del dcido graso, mientras que los acidos grasos w-6 lo tienen
en la posicion w-6, es decir, en el sexto enlace desde el extremo metilo del acido graso (Figura 5) (Kaur et

al., 2014; Cheng et al., 2015).



En estas familias de acidos grasos polinsaturados de cadena larga (LC-PUFA’s, por sus siglas en inglés Long
chain polyunsaturated fatty acids), se destacan: el dacido araquiddénico (ARA-C20:4n6), acido
eicosapentaenoico (EPA-C20:5n3) y el 4cido docosahexaenoico (DHA-C22:6n3), los cuales tienen funciones
similares en la regulacion del crecimiento, metabolismo de lipidos, estructura para la membrana celular e

incluso funciones en el sistema inmunoldgico y en la reproduccién (NRC, 2011).

CH,
COOH

all cis delta-5,8,11,14-eicosatetraenoic acid (Arachidonic acid; 20:4n-6)
COOH

CH,
all cis delta-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n-3)

Figura 5: Ejemplificacidn de estructuras de acidos grasos w-6 y w-3, araquidénico (ARA) y docosahexanoico (DHA)
respectivamente (Tomado y modificado de Cheng et al. 2015).

En los estudios relacionados con el ARA, solo se menciona como uno de los componentes de la membrana
celular, en una proporcidén menor si se compara con el EPAy DHA (Torrecillas et al., 2017). Investigaciones
recientes han demostrado que el ARA es el principal precursor de moléculas, involucradas directamente
en la regulacion de varios procesos incluidos la reproduccién, crecimiento, desarrollo, la respuesta
inmune, e incluso las respuestas al estrés (Kaur et al., 2014; Torrecillas et al., 2017; Khiabani, 2019).
Particularmente ARA es el principal responsable de la formacién de biomoléculas de gran importancia,
como los prostanoides (prostaglandinas y tromboxanos), eicosanoides (Leucotrienos),
epoxieicosatrienoides (EET’s) y acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE's), formados por la accién de
grupos enzimaticos como las lipooxigenasas (LOX), ciclooxigenasas (COX) y el complejo citocromo P450
(CYP) respectivamente (Figura 6) (Bertram, 2014; Wang et al., 2021). Por ello, el acido araquiddnico es de
gran importancia para la acuicultura, ya que puede estar involucrado directamente en el estado de salud

de los organismos en cultivo.

Las dietas deben contener niveles adecuados de ARA para mantener el buen funcionamiento cerebral ya
que también es un importante regulador de la transmisién neural, tanto en las neuronas como en las
células gliales, en las que modula la sensibilidad de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y AMPA
(acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropinoico) al glutamato, un importante neurotransmisor.
En estos receptores la presencia de ARA promueve o inhibe |la apertura de un mayor nimero de canales,

a través de los cuales la accidn del glutamato promueve la captacién de Na*, Ca?*y K*, iones que participan



en la comunicacion de las neuronas (Eckert et al., 1997; Willmer 1992; Attwell et al., 1993; Barbour et al.,

1997; Miller et al., 2004; Mejri et al., 2021).
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Figura 6: Descripcion grafica de las posibles rutas metabdlicas del acido araquiddénico liberado por las fosfolipasas de
membrana (Tomado y modificado de Wang et al., 2021).

Las investigaciones relacionadas con fuentes alternativas de lipidos para reemplazar el aceite de pescado
se han centrado en la disponibilidad, el precio y la sostenibilidad, dejando a los aceites vegetales como
ingredientes alternativos. Se ha demostrado que es posible el reemplazo parcial o total del aceite de
pescado en la formulacidn de dietas para peces marinos, sin afectar negativamente el crecimiento o la
salud de los peces, siempre que los acidos grasos esenciales estén en la proporcién necesaria para el
organismo (Maldonado et al., 2022). Los aceites vegetales son ricos en acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) n-6 como el acido linoleico (LOA, 18:2n-6), lo que eventualmente inducird un cambio en el perfil
de acidos grasos del organismo, por lo tanto, los beneficios nutricionales asociados al consumo de pescado
pueden perderse debido a la deficiencia de w-3. El reto estd en que la fuente de lipidos ideal para

reemplazar el aceite de pescado, sea rica en w -3 para influir positivamente tanto en la salud de los peces
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y de los humanos, al producir un filete de buena calidad, con una proporcién deseable de acidos grasos w-

3/w-6 (Gonzalez et al., 2016; Maldonado et al., 2022).

1.5 Antecedentes

El acido araquiddnico tiene un papel importante en la salud de los peces, por lo tanto, el aumentar o
disminuir su cantidad en las dietas puede ocasionar cambios en distintas respuestas fisioldgicas (Ronald,

2021; Yuan et al., 2015).

Bell et al. (1995), evaluaron dietas con un contenido en acido araquiddnico que iba del 0.02 al 0.78% en
juveniles de rodaballo (Scophthalmus maximus). Observaron que el contenido de ARA en los fosfolipidos
del higado fue sustancialmente influenciado por los niveles dietéticos y que también se reflejaron en
cambios en la produccion de prostaglandinas, las cuales influyen en una amplia gama de procesos
fisiolégicos importantes para el crecimiento y para la salud general de los peces. Otro ejemplo de los
efectos de la incorporacidn de diferentes niveles de ARA en la dieta, fueron observados por Bell (2003),
en un estudio con rodaballos en el que incluyd ARA como Unico LC-PUFA (0,78 % del peso seco de la dieta).
Los resultados indicaron un mayor crecimiento y supervivencia en comparacion con cualquiera de las
dietas con una mezcla de DHA/ARA o con solamente DHA. Los primeros indicios de que ARA es un acido
graso esencial para el crecimiento y desarrollo normal de rodaballos en etapa juvenil, provinieron de los
estudios realizados por estos autores, quienes observaron el menor crecimiento y supervivencia en los

organismos que fueron alimentados con la dieta que contenia solamente DHA.

Yuan et al. (2015), analizaron las respuestas fisiolégicas de las larvas del pez plano Cynoglossus semilaevis,
producidas por dietas ricas y pobres en acido araquiddnico. Los niveles de inclusion, expresados en
porcentaje de peso seco fueron 0.01% como control y 0.39, 0.70, 1.07, 1.42 y 2.86% y correspondian a una
sustitucidn gradual de la palmitina por aceite rico en ARA. Sus resultados sugirieron que una deficiencia o
exceso de ARA puede influenciar la expresiéon de los genes COX-2 y 5-LOX, asi como las tasas de
supervivencia y crecimiento. Ademas, el aumento en la actividad de la tripsina en el intestino y pancreas,
a una concentracién de ARA de 1.07%-1.42% reflejaron un buen desarrollo pancredtico cuando ARA es
suministrado de manera moderada, mientras que un exceso (2.86%) o deficiencia (0.39%) podrian
ocasionar desarrollo tardio del pancreas, esto se debe a que la secrecidn de la tripsina esta regulada por
la madurez de este érgano. No obstante, estos requerimientos de ARA varian entre especies. En este

mismo sentido, Rezek et al. (2010) observaron en larvas de lobina negra (Centropristis striata), requieren



cantidades moderadas de ARA para un buen crecimiento, ya que en el analisis de cuerpo completo las

larvas acumularon este acido graso.

Torrecillas et al. (2017), evaluaron dietas formuladas que contenian 0.59, 1, 2 y 4% de ARA y observaron
que los niveles dietéticos de ARA por debajo del 1% afectaron negativamente el crecimiento de la lobina
europea (Dicentrarchus labrax), lo que ocasiond una respuesta fisioldgica de compensacién ante la
deficiencia de ARA y provocd la acumulacidn selectiva de este dcido graso en los leucocitos y en el plasma,
que desencadend modificaciones en los niveles basales de prostaglandinas. Xu et al. (2010) observaron
una respuesta similar en la lobina japonesa (Lateolabrax japonicus), a la que le proporcionaron 0, 0.14,
0.28, 0.56, 1.12 y 2.24% de ARA. Estos autores destacaron que los niveles mayores o menores que el
requerimiento basal de ARA, pueden afectar tanto el crecimiento como los niveles de prostaglandinas,

aun cuando los requisitos dietéticos de EPA y DHA para los organismos estaban cubiertos.

Araujo et al. (2019), llevaron a cabo un experimento nutricional de ocho semanas con el objetivo de
evaluar el efecto de diferentes niveles de inclusién de ARA a dos temperaturas (29.5 °Cy 26.5 °C) en el
rendimiento de los distintos pardmetros productivos de la cobia (Rachycentron canadum) donde la
inclusion fue de 0%, 0.5%, 1.2% y 1.9%. Los autores no encontraron diferencias significativas en el indice
hepatosomatico y viscerosomatico con las distintas inclusiones de ARA a 26.5 °C. Sin embargo, observaron
que la inclusién de ARA, ya sea en niveles bajos o altos, mejoré el crecimiento de los juveniles de cobia
mantenida a 26.5 °Cy 29.5 °C en comparacién con una dieta basal con aceite de pescado con un contenido
de 6.44% de ARA (sin adicion extra). Ademas, observaron diferencias significativas en los niveles de DHA
en los filetes de animales que fueron alimentados con dietas ricas en ARA, lo cual es importante para la

produccién de peces ricos en este acido graso.

Rivero et al. (2020), evaluaron el efecto de cinco niveles de ARA (ARAO.5 (0.5%), ARA1 (1%), ARA2 (2%),
ARA4 (4%) y ARA6 (6%) en la dieta de juveniles de lobina europea (Dicentrarchus labrax), con el fin de
conocer su efecto en la composicion de los distintos tipos de lipidos del intestino distal y como estos
cambios afectaron las tasas de translocacién bacteriana intestinal y la expresién génica relacionada con el
tejido linfoide asociado al intestino. Estos autores llegaron a la conclusiéon de que el ARA fue
selectivamente retenido en los fosfoglicéridos de las células del intestino distal en los organismos
alimentados con las dietas con el menor contenido de ARA (0.5%). También se registrd la expresion de
genes proinflamatorios después de infectarlos con Vibrio sp., lo que evidencié la importancia del ARA. Sin
embargo, estas variaciones no fueron suficientes para alterar la morfologia del intestino distal o la

translocacion bacteriana, lo que supuso una funcionalidad relacionada con la preservacién de la integridad
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del epitelio intestinal y con la actividad inmune del intestino distal, destacando la gran importancia de este

acido graso.

En los juveniles de Seriola dorsalis alimentados con diferentes niveles de ARA (0, 0.4, 0.9 y 1.4% del total
de acidos grasos en la dieta), se evalud el crecimiento, la composicion de acidos grasos del hepatopancreas
y del musculo, la expresion génica de las enzimas acyl-Coa deshidrogenasa de cadena muy larga (acadvl),
araquidonato 5-lipoxigenasa (alox5), carnitina O-palmitoiltransferasa 1 (cptla), acido graso elongasa 5
(elvol), acido graso sintasa (fas), receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (ppara) y factor
de crecimiento insulinico (igf1) y los parametros sanguineos (Araujo et al., 2022). Dichos tratamientos no
afectaron significativamente la tasa de crecimiento especifica, la tasa de conversién alimenticia y el
consumo de alimento de los peces. Sin embargo, los diferentes niveles de ARA en las dietas influyeron
directamente en los perfiles de acidos grasos hepaticos y musculares. La expresidn relativa de las enzimas
alox5, acadvl y cptla se vio significativamente afectada por los tratamientos dietéticos, ya que aumentd
conforme se incrementaban los niveles de ARA en las distintas dietas. Ademas, encontraron una reduccion
significativa en el cortisol y la glucosa en sangre con un nivel de ARA del 0.9% en comparacidn con los otros
tratamientos. El estudio sugirié que con base en el crecimiento, los niveles de cortisol, la expresion génica
para la sintesis de eicosanoides y las vias metabdlicas de los lipidos, una inclusién maxima del 0.9 % de

ARA en las dietas de los juveniles de jurel cola amarilla es adecuada.

En totoaba se han llevado a cabo estudios relacionados con distintos niveles de acidos grasos. Lazo et al.
(2020), suplementaron distintos niveles de acidos grasos de la cadena omega 3 en la dieta de juveniles de
Totoaba macdonaldi con el objetivo de conocer los niveles adecuados y recomiendan niveles de inclusiéon
del 0.8 y 1% ademas de continuar el estudio de los requerimientos lipidicos de esta importante especie

para la acuicultura comercial en México.

En el estudio realizado por Alvarado (2024) en juveniles de T. macdonaldi, se evalué una concentracion de
0.73, 1.28, 1.96 y 2.14 mg/g de acido araquiddnico, superior a la utilizada en otros estudios, sobre los
indices bioldgicos (supervivencia, peso, longitud, TCA, TCE, TEP, IHS, IVS), contenido bioquimico y actividad
enzimatica. Los resultados mostraron que no hay afectaciones en su fisiologia, ya que no se observaron
diferencias en los indices bioldgicos y analisis bioquimicos, por lo que concluyd que esas concentraciones
de ARA en la dieta no tuvieron efectos negativos en la totoaba. Ese estudio resalta la importancia de

evaluar niveles bajos en acido araquiddnico para conocer el nivel minimo requerido de este acido graso.
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Por ello el presente trabajo evalua los efectos fisioldgicos de una inclusién baja de dcido araquiddnico en

la dieta, lo que contribuird a ajustar los requerimientos nutricionales para el cultivo de esta especie.

1.6 Justificacion

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es una especie carnivora de gran interés comercial para el noroeste de
Meéxico. Para optimizar su cultivo, es fundamental que su dieta cubra sus requerimientos nutricionales,
incluyendo la harina y el aceite de pescado como fuentes indispensables de lipidos esenciales. Sin
embargo, debido a la escasez y el alto costo de estos insumos, es necesario determinar los niveles éptimos
de distintos acidos grasos para reducir su uso. En particular, el acido araquiddnico es un nutriente esencial
gue participa en numerosos procesos fisioldgicos, como la regulacién enzimatica, la transmisidon neuronal,
la respuesta inmune y los procesos inflamatorios. Por ello, es crucial establecer su requerimiento éptimo

en la alimentacion de la totoaba.

1.7 Hipoétesis
La disminucién proporcional de acido araquidénico en la dieta de Totoaba macdonaldi menor al 80%
(0.013 mg/g) con respecto a la dieta control, afectard de manera negativa los parametros productivos, la
actividad de lipasas totales y la composicion bioquimica de los peces.
1.8 Objetivo general
Evaluar diferentes respuestas fisiolégicas en Totoaba macdonaldi alimentada con dietas reducidas en
acido araquiddnico.
1.8.1 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la inclusién de concentraciones progresivamente menores (80, 60, 40, 20 y

0%) de acido araquiddnico con respecto al contenido de ARA en la harina de pescado (100%), en

la dieta de juveniles de T. macdonaldi sobre los pardmetros productivos: crecimiento, tasa de
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crecimiento especifica, ganancia en peso, supervivencia, tasa de conversidn alimenticia y tasa de

eficiencia proteica, indice hepatosomatico y viscerosomatico.

Cuantificar la composicién bioguimica (proteinas, lipidos, cenizas y ELN) del musculo, higado y pez

entero de T. macdonaldi.

Cuantificar el perfil de acidos grasos de las dietas, cerebro, musculo e higado de T. macdonaldi

alimentada con las diferentes dietas.

Evaluar el efecto de bajas concentraciones de acido araquiddnico en la actividad de lipasas

totales del higado de T. macdonaldi.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion y aclimatacion de los peces

Un lote de 270 juveniles de T. macdonaldi, proporcionados por la Unidad de Biotecnologia Piscicola (UBP)
de la Universidad Auténoma de Baja California (UABC) en Ensenada, Baja California, fueron colocados y
aclimatados en 18 estanques de 75 L, conectados a un sistema de recirculacién acuicola (RAS), el cual
contaba con un filtro de cuentas plasticas con una capacidad de 4 pies cubicos (Bubble bead filter BBF-
XS8000), una lampara de luz ultravioleta de 150 w (Smart UV W150S No.: 091668-FL-001), un fraccionador
de espuma y una bomba centrifuga de % HP (SPARUS, Modelo SPKT-3) conectada a 3 tanques de
compensacién de 200 L cada uno (Figura 7). El fotoperiodo fue de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. La
temperatura del sistema se mantuvo a 26 = 0.6 °C, la cual se regulé con una bomba de calor de % HP
(Aqualogic®). El oxigeno disuelto se mantuvo en 5.5 £+ 0.3 mg /I, mientras que la salinidad se registr6 en

34.4+ 0.7 ppt.

Los organismos se mantuvieron por 15 dias en el sistema de recirculacion y se alimentaron con la dieta

ALGAMAR suministrada por la UBP, el cual contiene 48% de proteina y 14% de lipidos.

Figura 7: Sistema de recirculacién utilizado en la experimentacién en la Facultad de Ciencias Marinas de la UABC. A)
Bomba centrifuga, B) Biofiltro C) Bomba de calor, D) Fraccionador de espuma, E) Tanques de compensacion, F)
Tanques experimentales, G) Lampara UV.
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2.2 Procesado y desgrasado de la harina

Un lote de 25 Kg de harina de sardina se pulverizé en un molino M400 (INMIMEX, laboratorio de
investigacion y desarrollo de alimentos para la acuicultura (LINDEACUA, UABC), hasta obtener un tamanio
de particula de 500 um. Una vez pulverizada la harina, 12.5 kg se destinaron al desgrasado, que consistio
en tres lavados con hexano industrial al 97% y tres lavados con etanol industrial al 97%, en una proporcion
de solvente y harina de 2:1 respectivamente (Yamamoto et al., 2008; Chang et al., 2015), para ello se
utilizaron recipientes con capacidad de 10 L. La mezcla de harina y solvente se refrigeré a 4°C por 24h, a
continuacidén se retird el solvente mediante tamizado con una luz de malla de 42 um; terminado este
proceso se agregd nuevamente el solvente y se repitid el ciclo (Figura 8). El proceso se repitié para cada
uno de los solventes, una vez que se llegd al tercer y ultimo lavado con etanol, la mezcla se tamizd y
posteriormente se eliminé totalmente el solvente en una campana de extraccion por 12 h y
posteriormente se llevé a una estufa de conveccidén a 65 °C hasta obtener un producto seco y libre de
etanol. Las harinas desgrasadas se colocaron en bolsas selladas, y se guardaron a 4°C en un refrigerador

hasta su uso

3 3
s

Etanol

Figura 8: Ciclo del proceso de desgrasado de la harina de sardina para la elaboracién de las dietas.

2.3 Preparacion de las dietas experimentales

De acuerdo con la dieta base utilizada por Badillo et al. (2016) para peces marinos y con la que se ha
demostrado que la totoaba alimentada con esta dieta a una temperatura de 26°C puede alcanzar mejores

rendimientos productivos, se formulé un alimento isoproteico e isolipidico con 47% de proteinay 11% de
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lipidos. En cuanto a las concentraciones de acido araquiddnico, la concentracién control o 100%
correspondid a la cantidad presente en la harina de pescado sin desgrasar, mientras que para los
tratamientos restantes, el contenido de ARA de la harina desgrasada se ajustd agregando aceite
concentrado de ARA (Xi'an Henrikang Biotech Co., Ltd). Por lo tanto, las concentraciones utilizadas en esta
formulacidon corresponden al 80, 60, 40, 20 y 0% de acido araquiddnico presente en la harina de pescado
sin desgrasar (100%ARA), lo que resulta en una concentracion de 0.05 (80%), 0.04 (60%), 0.03 (40%), 0.02
(20%) y 0.00 (0%) g/100 g de ARA a la dieta. Para elaborar las dietas experimentales se utilizaron las
cantidades y los ingredientes descritos en Tabla 1. Los ingredientes se mezclaron durante 20 min en una
mezcladora (Hobart® legacy), el aceite concentrado de acido araquidénico correspondiente a cada dieta
se agregd lentamente para asegurar una mezcla homogénea, asi mismo, se agregd el 30% de agua

destilada a la mezcla.

El alimento obtenido se pasé por un molino de alimentos, mismo que se encontraba integrado en la
mezcladora (Hobart® legacy), el cual contaba con un cedazo de 3 mm de didametro. Los pellets fueron
sometidos a un movimiento circular constante para obtener una forma esférica, una vez finalizado el
proceso, se colocaron en charolas de aluminio y se secaron durante 24 h a 65 °C en una estufa de
conveccion por gravedad GO1350A-1 (Lindberg Blue M®). Una vez que los pellets quedaron secos fueron
guardados en bolsas selladas, y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su utilizacién, asi mismo se
separd una muestra de cada una de las dietas para realizar los andlisis bioquimicos, la cuantificacion de los
acidos grasos por medio de la cromatografia de gases (GC) y la determinacién del perfil de aminoacidos
por medio de la cromatografia /liquida de alta resolucion (HPLC) para determinar acidos grasos (Tabla 2) y

aminoacidos (Tabla 3) respectivamente.

2.4 Experimentacion

Los organismos con un peso promedio de 18 + 1.4 g se distribuyeron aleatoriamente en grupos de 15 peces
en los 18 estanques de 75 L, asi mismo, las dietas (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) se repartieron al azar
por triplicado para cada tratamiento experimental; una vez iniciado el bioensayo se midieron diariamente
el oxigeno disuelto, la salinidad y la temperatura. El NAT, NO3, y NOs,, se midieron cada cinco dias (Tabla
4). Los organismos se alimentaron cuatro veces al dia a saciedad aparente, en horarios de 8:30, 11:30,
14:30 y 17:30 horas durante 71 dias, momento en el que los organismos alcanzaron el 400% de su peso

inicial.
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Tabla 1: Ingredientes y composicién bioquimica de las dietas experimentales (g/kg) (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y
0%) proporcionadas a los juveniles de Totoaba macdonaldi durante los 71 dias de cultivo.

Dietas experimentales de Totoaba macdonaldi

INGREDIENTES 100%ARA 80% 60% 40% 20% 0%
Harina de pescado ® 320 0 0 0 0 0
Harina de pescado desgrasada** 0 300 300 300 300 300
Harina de subproducto de ave ® 280 280 280 280 280 280
Gelatina 50 50 50 50 50 50
Harina de Maiz entero 150 150 150 150 150 150
Harina de trigo entero 110 110 110 110 110 110
Fécula de maiz 20 0 0 0 0 0
Aceite acido araquiddnico (50%) © 0 0.5 0.4 0.3 0.2 0
PUFA (polvo) Omega 3 ¢ 0 18 18 18 18 18
PUFA (polvo) Omega 6 © 0 5 5 5 5 5
Aceite de Canola 10 26 26 26 26 26
Lecitina f 10 10 10 10 10 10
rovimix (mezcla vit y min) 8 30 30 30 30 30 30
stay c 3 3 3 3 3 3
Taurina & 5 10 10 10 10 10
benzoato de sodio (antiflingico) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Agavina " 10 10 10 10 10 10
BHT (Butil hidroxi-toleno) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Coxan 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
1000 1000 1000 1000 1000 1000
COMPOSICION BIOQUIMICA
Humedad 3.8 3.4 5.2 4.1 4.8 4.8
Proteina cruda 46 47 47 47 46 46
Lipidos totales 11 10 10 11 11 11
Cenizas 13 14 16 14 14 14
ELN* 26 25 22 24 24 24
ENERGIA kcal/g 16.2 15.9 15.4 15.9 15.8 15.9
Relacién P:E 2.8 3.0 3.1 2.9 2.9 2.9

a Sardine fishmeal from Proteinas Marinas y Agropecuarias SA de CV, Guadalajara, México /

++ Harina desgrasada de pescado con lavados de hexano industrial al 95% y alcohol etilico del 96%.

b Pet food grade from Proteinas Marinas y Agropecuarias SA de CV, Guadalajara, Mexico. cXi'anHenrikangBi
otech Co., Ltd 50% de pureza. d MEG-3® DSM. e AMFHER FOOD, MEXICO. f Insumos Nubiot SA de CV. Manufacture
by DSM Nutritional Products Mexico SA de CV. g DSM Nutritional Products Mexico SA de CV. Rovimix®; Vitamin and
mineral mix (g kg-1): p-aminobenzoic acid 1.45; biotin 0.02; myo-inositol 14.5; nicotinic acid 2.9; Capantothenate 1.0;
pyridoxine-HCI 0.17; riboflavin 0.73; thiamine-HCl 0.22; menadione 0.17; a-tocopherol 1.45; cyanocobalamine
0.0003; calciferol 0.03; L-ascorbyl-2- phosphate-Mg 0.25; folic acid 0.05; choline chloride 29.65; retinol 0.015; NacCl
1.838; MgS04-7H20 6.85; NaH2P04-2H20 4.36; KH2P0O4 11.99; Ca(H2P04)2-2H20 6.79; Fe-citrate 1.48; Ca-lactate
16.35; AICI3-6H20 0.009; ZnSO4:7H20 0.17; CuCl2 0.0005; MnS0O4-4H20 0.04; KI 0.008; CoCl2 0.05 and Stay—C
(Vitamin C) donated by DSM, Nutritional Products Guadalajara, Mexico. h Inulina y miel de agave SA DE CV, Jalisco,
México.
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Tabla 2: Perfil de acidos grasos de las dietas experimentales (mg/g alimento) (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%)

proporcionadas a los juveniles de Totoaba macdonaldi durante los 71 dias de cultivo.

Perfil de acidos grasos de las dietas experimentales

Acido graso 100%ARA 80%ARA 60%ARA 40%ARA 20%ARA 0%ARA
SFA’s
C10:0 1.2 1.6 1.6 1.2 1.5 1.1
C13:0 0.5 0.4 0.4 0.6 0.5 0.5
C14:.0 1.0 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3
Ci16:0 6.1 5.7 4.8 4.3 5.4 6.1
C18:0 1.9 1.9 1.8 1.9 2.3 2.6
C21:0 *ok 0.8 0.9 1.0 1.1 1.3
3SFA’s 10.8 10.3 9.8 9.1 11.0 11.9
MUFA’s
Ci6:1 1.1 1.0 0.8 0.8 0.9 0.9
C18:1n9 8.5 9.8 9.8 8.3 9.9 10.1
C20:1n9 *ok 0.1 *ok *k 0.1 0.03
IMUFA’s 9.6 10.8 10.6 9.1 10.8 11.0
PUFAS’s
C18:2n6 8.4 9.3 9.1 8.3 8.8 9.3
C18:3n6 0.5 1.2 1.0 0.7 1.0 1.3
C20:3 0.0 0.0 0.0 *k 0.04 0.01
C20:4n6 0.02 0.013 0.009 0.004 0.002 ok
C20:5n3 0.3 0.2 0.19 0.16 0.2 0.2
C22:6n3 1.1 0.9 0.8 0.8 0.9 1.1
JPUFA’s 10.3 11.6 11.1 10.0 11.0 11.9
n3 1.4 1.1 1.0 1.0 1.1 1.3
Zn6 9.0 10.5 10.1 9.0 5.4 10.6
ARA/EPA 0.06 0.06 0.05 0.03 0.01
ARA/DHA 0.02 0.02 0.01 0.005 0.002
EPA/DHA 0.27 0.22 0.23 0.23 0.22 0.20

** = no determinado SFA’s= &cidos grasos saturados MUFA"s= &cidos grasos monosaturados PUFA’s=acidos grasos

poliinsaturados
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Tabla 3: Perfil de aminoécidos (mg/g alimento) de las dietas bajas en acido araquiddnico (100%, 80%, 60%, 40%,
20% y 0%) proporcionadas a los juveniles de Totoaba macdonaldi durante los 71 dias de cultivo.

mg/g

Aminoacidos 100%ARA 80% 60% 40% 20% 0%
Aminodcidos esenciales

HIS 1.7+0.2 1.610.3 1.840.1 1.5+0.0 1.6£0.0 1.6%0.1
ARG 4.0£0.3 4.1+ 4.2+0.0 4.0£0.0 4.110.0 4.1+0.0
THR 1.610.2 1.610.2 1.5+0.0 1.6£0.0 1.5+0.0 1.5+0.0
VAL 0.9+0.1 1.1+0.1 1.0+0.0 1.1+0.0 1.0+0.0  1.0+0.0
MET 0.9+0.1 0.8+0.2 0.310.0 0.9+0.0 0.5£0.2  0.5%0.5
LYS 10.4+0.1 11.5+0.6 12.1+0.1 11.5+0.1 11.6+0.0 11.5+0.3
ILE 1.2+0.1 1.1+0.1 1.0+0.0 1.1+0.0 1.0+0.0  1.0+0.0
LEU 3.0£0.2 2.8+0.2 2.7+0.1 2.9+0.0 2.7+0.0  2.7+0.0
PHE 1.6+0.0 1.5+0.1 1.5+0.0 1.5£0.0 1.5£0.0 1.5%0.0
subtotal 25.3+0.3 26.110.3 26.210.1  26.2+0.0  25.5+0.1 25.5+02

Aminodcidos no

esenciales

ASP 2.310.2 2.210.4 2.0£0.0 2.320.0 2.1#0.1  2.0£0.0
SER 2.2+0.0 2.510.0 2.610.0 2.50.0 2.5t0.0 2.5%0.0
GLU 4.9+0.5 4.810.8 4.410.1 5.0£0.0 4.5+0.1 4.6%0.0
GLY 6.410.8 6.7+1.1 7.210.1 6.310.1 6.910.1  6.910.1
ALA 2.910.1 2.940.3 2.740.1 2.910.0 2.7¢0.0  2.8%#0.0
TYR 1.6+0.2 1.3+0.1 1.2+0.0 1.3+0.0 1.2+0.0 1.2+0.0
subtotal 20.3+0.2 20.4+0.4 20.2+0.2 20.3+t0.0  19.9+0.2 19.9+0.2
Otros

TAU 0.310.2 0.610.1 0.610.0 0.5+0.0 0.60.0  0.6%0.0
Total 46.0 47.0 47.0 47.0 46.0 46.0

Tabla 4: Parametros fisicoquimicos del agua en el bioensayo de alimentacidn con dietas bajas en acido araquiddnico
en T. macdonaldi.

Oxigeno disueltomg/L 5.5+0.3

Salinidad ppt 34.4+0.7
Temperatura °C 26.6+0.6
NAT mg/L 0.5+0.3
NO2-mg/L <0.25
NOz- mg/L <40

2.5 Parametros productivos

Los parametros productivos se determinaron a partir del crecimiento de los organismos, para lo cual se
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realizaron biometrias al inicio del experimento, y posteriormente en los dias 30 y 71, empleando un

ictiometro y una balanza digital (AND, SK-2000WP). El peso y la longitud (total y estandar), la tasa de

crecimiento especifico (TCE), incremento en peso (C), tasa de conversion alimenticia (TCA), tasa de

eficiencia proteica (TEP), supervivencia (%), indice hepatosomatico (IHS) e indice viscerosomatico (IVS), se

estimaron con las siguientes férmulas (Durazo et al., 2010):
e Tasa de crecimiento especifico (%)

In(peso final)—In(peso inicial))

TCE = ( X 100

Tiempo en dias

e Ganancia de peso (g)

GP = (peso final) — (peso inicial)

e Tasa de conversion alimenticia

alimento consumido (g)

TCA =

ganancia de peso (g)

e Tasa de eficiencia proteica

TEP = ganancia de peso (g)

- proteina cruda en dieta (g)

e Supervivencia (%)

_ ( numero de organismos final ) % 100
numero de organismos inicial

e indice hepatosomatico (%)

_ peso del higado (g)
IHS = (peso del pez completo (g)) x 100

e Indice viscerosomatico (%)

(2)

(3)

(4)

(6)
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peso de visceras (g) )

Vs = ( x 100 (7)

peso del pez completo (g)

2.6 Muestreo

Las totoabas utilizadas en este estudio fueron anestesiadas y sacrificados con base en los protocolos
bioéticos de CICESE. Los peces fueron anestesiados con una solucidn de aceite de clavo y etanol en una
proporcién de 9:1 respectivamente. Se afiadieron 3 ml de la solucién anestésica en 10 L de agua de mar,
los organismos se introdujeron en la solucidn por aproximadamente 5 minutos, o hasta que se observd la
pérdida del movimiento tanto corporal como opercular. A continuacion los organismos se pesaron en una

balanza digital (AND SK-2000WP) y se midieron con un ictiémetro.

Se sacrificaron con una puncion en el cerebro utilizando una aguja de diseccion (Batt et al., 2005). A
continuacién se hizo un corte longitudinal desde el ano hasta la parte anterior de la cabeza por detrds de

las branquias y se extrajeron los érganos internos y el musculo epaxial.

Para el cdlculo del indice viscerosomatico y hepatosomatico, se midié el peso total de los organismos,
ademas del peso de las visceras e higado en una balanza (LIDERT). Asi mismo, se disecaron los higados de
nueve organismos de cada estanque, cuatro de estos se colocaron en tubos falcén de 50 ml para los andlisis
bioquimicos, mientras que otros cinco se colocaron en sobres de aluminio para su posterior analisis
enzimatico. Los érganos, musculo y peces completos se almacenaron a -60 °C en un ultra congelador

Thermo scientific (Revco EXF).

2.7 Composicion bioquimica para dietas, musculo, higado y pez entero

Los analisis de composicidén bioquimica de las dietas, tejidos y pez entero, se realizaron con los métodos
propuestos por la “Association of Official Analytical Chemists” (A.0.A.C., 1990). Las muestras del musculo,
higado y pez entero fueron secadas a -50 °C por 72 hrs en una liofilizadora (LABCONCO FreeZone Plus 2.5
# 7670521) y después cada tejido se homogeneizd en una procesadora de alimentos (nutribullet). Para la

cuantificacion de las proteinas totales se utilizé el método microKjeldahl.

En la cuantificacion de lipidos totales se utilizé el método establecido por Folch et al. (1956). Para la
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extraccién de los lipidos se utilizaron como solventes el diclorometano y el metanol, asi como cloruro de

potasio (KCl) para mejorar la separacion de las fases acuosa y organica.

Para la cuantificacion de las cenizas totales las muestras de incineraron en una mufla (Barnstead
Thermolyne 6000 #4505) a 550 °C durante 6 horas y el contenido porcentual se calculdé con el método

gravimétrico.

Por ultimo, el extracto libre de nitrégeno (ELN, Jobling, 2001)) se calculd con la siguiente formula:

ELN = 100 - (% proteina cruda + % lipidos crudos + % ceniza)

2.8 Transmetilacion y determinacion de acidos grasos para las dietas,

musculo, higado y cerebro

La extraccidn de acidos grasos y transmetilacidn se realizé con la técnica descrita por Parish et al. (2015).
De manera general la metodologia consiste en utilizar una solucién extractora de metanol, diclorometano
y acido clorhidrico en una proporcién de 10:1:1. La solucidn con la muestra se incubd a 83 °C por 2 horas,
a continuacion se enfrio a la temperatura ambiente y se agregd agua MILI-Q, hexano y diclorometano, se

centrifugd para separar la fase organica suspendida en solvente.

Para separar y cuantificar los acidos grasos, se utilizd un cromatégrafo de gases AGILENT (GC 7820),
equipado con un inyector Split/Splitless, un detector de ionizacién de flama (FID) y una columna capilar
AGILENT (122-2361 DB-23) 60 m x 0.25 mm con un didmetro interno de 15 um. La temperatura inicial de
inyeccidn fue de 120 °C por 1 min, después se incrementd a 190 °C a una tasa de 25 °C/min, posteriormente
se aumentd a 230 °C a una tasa de 6 °C/min, Se utilizé Nitrégeno (N;) como gas acarreador a 1.0 ml/min.

Los cdlculos se efectuaron mediante el software GC Chemstation Data Analysis.

Los acidos grasos fueron identificados por comparacidn con los tiempos de retencién relativos del estandar
37 Component FAME Mix (Supelco/Sigma-Aldrich®). Posteriormente se hizo un cromatograma del
estandar en diluciones 2:1, 4:1, 6:1, 10:1, 20:1, 40:1, 60:1, 80:1, 100:1 y 130:1. La composicion de cada

acido graso se calculd de acuerdo con el area correspondienteal estandar FAME Mix.
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2.9 Cuantificacion de aminoacidos en las dietas

Para el analisis de Aminodcidos (AAs), se tomaron 50 mg de muestras previamente desgrasadas y secas.
Estas fueron hidrolizadas hasta AAs con 5 ml de una mezcla de HCI 6N con 0.06% de fenol en viales de
vidrio de 10 ml. La hidrdlisis se llevé a cabo incubando cada una de las muestras por 18 h a 113 °C. Después
del tiempo de hidrdlisis, las muestras se aforaron a un volumen final de 25 ml para su filtraciéon con
acrodiscos de 0.45 um (P.N. 4426T), el volumen final de 1.5 ml fue colocado en un vial previamente limpio,

calcinado y de color ambar.

Las muestras fueron refrigeradas a -30 °C hasta su procesamiento en el HPLC. La derivatizacion se realizo
directamente en el HPLC Agilent (Mod. 1200 infinity series). De manera general, se tomaron 2.5 pl del
buffer de fosfatos (Part Num. 5061-3339), seguido de 0.5 pl de muestra con relacion 1:1:1 de OPA: FMOC
(Ortoftaldehido: Fluorenylmethyloxycarbonyl), posteriormente fueron inyectados en secuencia continua
en el HPLC. Para la separacion de los AAs se utilizd una columna C18 de fase reversa Zorbax eclipse AAA
(4.5 X 150 mm 3.5um, P.N. 963400-902), y se empled un volumen de inyeccion de 5 L. La curva de
calibracién se realizé utilizando una solucidon de AAs estandares (P.N. 061-3330) con concentraciones de
50 a 350 pmol. Por ultimo, se estimd el area bajo la curva con el programa “OpenLAB” (Agilent
Technologies 2000 copyright) para obtener el porcentaje de AAs respecto al contenido de proteina en las

muestras.

2.10 Cuantificacion de actividad de lipasas totales en higado de Totoaba

macdonaldi

2.10.1 Extraccion

Los higados disecados (seis organismos por tratamiento) fueron homogeneizados en grupo con agua
destilada (tejido/agua; 1:3; v: v) de acuerdo a la metodologia descrita por Nolasco et al. (2018). Se utilizd
homogeneizador Polytron PT 1200, ademas para evitar su degradacién, la muestra se procesd sobre una
cama de hielo. Posteriormente se centrifugaron a 8000 RPM por 20 minutos a 4°Cy finalmente se recuperd

el sobrenadante en alicuotas de 0.6 ml, las cuales fueron almacenadas a -20°C hasta su analisis.
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2.10.2 Cuantificacion de actividad de lipasas

La actividad de las lipasas totales se midié siguiendo el método descrito por Gjellesvik (1992). Como
sustrato enzimatico se utilizé 9.78 mg 4-nitrofenil miristato disuelto en 1 ml de DMSO (dimetilsulfoxido) y
se agrego6 403.26 mg de taurocolato de sodio. La medicién de la actividad se realizé a un pH de 8.7 y una
temperatura de incubacién de 37°C, posteriormente se realizé una lectura por minuto durante 30 min, a
una longitud de onda de 405 nm en un espectrofotdmetro (Thermo scientific varioskan flash #3001). Para
el cdlculo de la actividad enzimatica se utilizé una curva de calibracién utilizando lipasa comercial de
pancreas de porcino (SIGMA L-3126), los resultados se expresaron en unidades de actividad por gramo de

higado, definiendo U como unidades arbitrarias de absorbancia.

2.11 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + desviacidn estandar. La normalidad y homocedasticidad se
evaluaron con la prueba de Shapiro Wilk y Levene’s respectivamente. Posteriormente se realizé un ANOVA
de una sola via, y para conocer las diferencias significativas entre los tratamientos, se aplicé una prueba
post hoc de Tukey. Para datos que cumplieron con los supuestos, se realizd una prueba de Kruskal Wallis
y una prueba post hoc de Dunn, mientras que para acidos grasos como el oleico (C18:1N9) vy
docosahexaenoico (C22:6n3) en el higado, se transformaron con logaritmo base 10. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con a<0.05. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con

los programas estadisticos: SPSS (versién 26.0) y Sigma plot (version 11).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Supervivencia, crecimiento y parametros productivos

3.1.1 Supervivencia

La supervivencia en todos los tratamientos fue superior al 95%. En el tratamiento 100%ARA, la
supervivencia fue del 100%, mientras que en el tratamiento con 80% ARA fue del 98%, y del 96% en el
resto de los tratamientos, sin diferencias significativas (p>0.05) (Figura 9). Es importante mencionar que las

mortalidades observadas no se relacionaron con los efectos de los tratamientos.

Supervencia (%)

20

0- T T T
100%ARA  B80%ARA 60%ARA  40%ARA  20%ARA  0%ARA

Tratamientos

Figura 9: Supervivencia de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentada con dietas bajas en acido araquiddnico
(100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) durante los 71 dias de cultivo

3.1.2 Ganancia de peso

En lo que respecta al peso final (tabla 5), no se encontraron diferencias significativas (p>0.05), con el
promedio mas alto en la dieta 100%ARA (72 + 11 g) y en el resto de los tratamientos se mantuvo en el

intervalo de 66 + 4 g (40%ARA) y 70 + 3 g (20%ARA).
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3.1.3 Parametros productivos

En cuanto al peso final de los organismos (Tabla 5), no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)
entre tratamientos, el valor mds alto con 90 £ 22 g se obtuvo en el grupo 100%ARA, mientras que el menor
valor fue en el tratamiento 40%ARA con 83 + 15 g. Del mismo modo, no se detectaron diferencias en la

longitud final (p>0.05) con valores muy similares al tratamiento 100%ARA (17.5 + 1.6 cm).

En la tasa de conversidon alimenticia (TCA) (Tabla 5) las concentraciones se mantienen similares sin
diferencias significativas (p>0.05), con el valor mas alto en el tratamiento 40%ARA (1.4 + 0.2), mientras
qgue los menores valores se obtuvieron en los tratamientos 80%ARA y 20%ARA con 1.2 + 0.1 para ambos

tratamientos.

La tasa de crecimiento especifico (TCE) y tasa de eficiencia proteica (TEP) (Tabla 5) no presentaron
diferencias (p>0.05) y los valores son similares con respecto al grupo 100%ARA (2.3 + 0.2y 1.9 + 0.2). Asi
mismo, los indices viscerosomatico (IVS) y hepatosomatico (IHS) no presentaron diferencias (p>0.05)
obteniendo valores similares al grupo 100%ARA, los cuales fueron de 3.6 + 1.7 % y 0.7 £ 0.4 %

respectivamente.

3.2 Composicion bioquimica

3.2.1 Pez completo

Los resultados de la composicion bioquimica del pez completo (Tabla 6), mostraron que en el analisis de
proteina no hay diferencias significativas (p>0.05), y las concentraciones mas altas, de 63 g/100 g se
obtuvieron en los tratamientos de 60%ARA, 40%ARA, 20%ARA y 0%ARA. Asi mismo, en los lipidos, la mayor
concentracion se obtuvo en el tratamiento 0%ARA (11 + 1.3 g/100 g) sin diferencias significativas (p>0.05)
con respecto al resto de los tratamientos. En las cenizas la mayor concentraciéon se obtuvo en 60%ARA, sin

embargo, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05).
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Tabla 5: Pardmetros productivos de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas bajas en acido
araquiddnico (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) durante los 71 dias de cultivo. Media + DE.

n=46 100%ARA 80%ARA 60%ARA 40%ARA 20%ARA  0%ARA
Peso inicial (g) 18+1.3 18+16 18+x15 17+x13 1814 1716
Peso final (g) 90+22.1 86+224 87+21.8 83+158 88+21.3 85+19.6

Gananciadepeso(g) 72+11.1 68+21 69+6.8 66+4.1 70+29 68+10.5
Longitud inicial (cm) 11+£0.5 11+£0.5 11+£0.5 11+£0.5 11+£0.6 11+£0.5

Longitud final (cm) 17+16 17+15 17+16 17+12 17+14 18+%85

TCA 1.3+01 1.2+01 13+01 14+02 12+01 13+%01
TCE (%) 23+02 22+01 22+01 22+01 23%01 22%0.2
TEP 19+0.2 20+02 21+03 20+0.2 20+01 20+£03
IVS (%) 36+17 36+09 34+06 36+04 36%13 33%05
IHS (%) 0.7+04 0.7+02 0.7%0.2 0.7+x0.2 0703 0.8+0.2

TCA= Tasa de conversién alimenticia, TCE= Tasa de crecimiento especifico, TEP= Tasa de eficiencia proteica, IVS= indice
viscerosomatico, IHS= indice hepatosomatico

Los valores corresponden a la media de las tres réplicas * desviacion estandar.

Superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

3.2.2 Musculo

La concentracidn de proteina en el musculo no fue diferente significativamente entre los tratamientos
(p>0.05). En la dieta con 20%ARA y 0%ARA se obtuvieron las mayores concentraciones, de 82 g/100 g. Por
otro lado, las concentraciones de lipidos fueron similares con alrededor de 5 g/100 g, sin diferencias
significativas (p>0.05) entre tratamientos. En las cenizas tampoco hubo diferencias (p>0.05) con 8 g/100 g

(Tabla 6).

3.2.3 Higado

La concentracién de proteinas en el higado de totoaba fue significativamente mayor (p<0.001) con el
tratamiento 100%ARA con un contenido de 40 + 1.6 g/100g y disminuyd en relacidn directa con la
reduccién de ARA, con 36 £ 0.6 y 31 + 1.9 g/100 g para 80%ARA y 60%ARA respectivamente. Sin embargo,
40%ARA, 20%ARA y 0%ARA no fueron estadisticamente diferentes entre si (p>0.05). En el caso de los
lipidos, se presentaron diferencias estadisticas entre al grupo 100%ARA (45 + 1.8 g/100 g) y el resto de los
tratamientos (p<0.001). En lo que respecta a las cenizas no se detectaron diferencias estadisticas (p>0.05)

y las concentraciones son similares al grupo 100%ARA (8 + 0.2 g/100 g) (Tabla 6).
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Tabla 6: Composicidn bioquimica de pez completo, musculo e higado en Totoaba macdonaldi alimentadas con dietas
bajas en acido araquiddénico (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) durante los 71 dias de cultivo. Media + DE.

g/100g n=6

PezC. Iniciales 100%ARA 80%ARA 60%ARA  40%ARA  20%ARA 0%ARA

Proteina 57+1 61+1.6 61+1.8 63+1.7 63x+0.7 63+1.4 63+1.6

Lipidos 15+2 10+ 1.6 10+0.4 9+1.8 9+1.6 10+1.3 11+1.3

Ceniza 101 17+1.8 16+1.2 18+1.2 17+1.9 17+1.6 17+1.8
ELN 19 11 13 11 11 10 10

Musculo

Proteina 76+0.4 80+1.7 81+14 8019 80+1.6 82+1.6 82+1.9

Lipidos 71 5+1.1 5+0.8 5+0.6 5+09 5+1.1 5+0.6

Ceniza 18+0.1 8+0.2 8+04 8+0.2 8+1.1 8+0.3 8+0.5
ELN 0.6 7.1 5.7 6.5 6.5 4.0 5.2

Higado

Proteina 35+0.6 40+1.6a 36£0.6b 31+19c 28+1.7d 27+15d 26+1.1d

Lipidos 47 £0.1 45+18a 49+13b 56+16c 57+09c 56+1.1c 54%06c

Ceniza 5+0.7 8+0.2 8+0.4 8+0.2 8+1.1 8+0.3 8+0.5
ELN 15 7.1 5.7 6.5 6.5 4.0 5.2

ELN (Extracto libre de nitrogeno) = 100-(%Proteinas+%Lipidos+%Cenizas)
Las concentraciones corresponden a la media de las tres réplicas + desviacién estandar.

Superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

3.3 Acidos grasos

3.3.1 Cerebro

El contenido de acidos grasos del cerebro de totoaba (Tabla 7) y de manera particular para los acidos grasos

saturados (SFA’s), el acido palmitico (C16:0) con el tratamiento 100%ARA (17.6 = 5 mg/g) fue menor

(p<0.001) que en los tratamientos 40%ARA (25.8 = 3.9 mg/g), 20%ARA (26.7 + 2.0 mg/g) y 0%ARA (34.1 =

4.3 mg/g), en este ultimo se obtuvo la concentracién mas alta. Asi mismo, en la sumatoria de los SFA’s se

mantienen estas diferencias (p<0.001) con respecto al grupo 100%ARA.

Entre los acidos grasos monoinsaturados (MUFA’s), el acido oleico (C18:1n9) tuvo la menor concentracion

en el tratamiento 100%ARA (p=0.032) y las concentraciones mas altas se obtuvieron en 40%ARA y 0%ARA

con 40.2 + 5.1 mg/g y 40.6 + 10.3 mg/g respectivamente. En la sumatoria de MUFA’s, los tratamientos de

40%ARA (65.5 9.1 mg/g) y 20%ARA (65.7 + 6.3 mg/g) fueron mayores (p=0.032) con respecto al 100%ARA

(47.2 £16.0 mg/g).
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Entre los acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s), el acido araquidénico (ARA) (C20:4n6) solo se identificd
en los tratamientos: 100%ARA (0.001 + 0.0), 40%ARA (0.011 £ 0.0), 20%ARA (0.028 + 0.01) y 0%ARA (0.022
+0.01) (Figura 11a). Para el 4cido eicosapentaenoico (EPA) (C20:5n3) se observé una disminucién a partir
del tratamiento 100%ARA (Figura 11b), sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (p<0.05),
al igual que el acido docosahexaenoico (DHA) (C22:6n3), en el que la concentracién mas alta se observd
en 20%ARA (26.9 + 2.0 mg/g), en comparacidon con 100%ARA (p<0.05) (Figura 11c). Asi mismo, en la
sumatoria de los PUFA’s, 40%ARA (38.5 + 5.8 mg/g) y 20%ARA (38.8 + 3.5 mg/g) tuvieron la concentracién
mas alta (p=0.003) con respecto al 100%ARA (22.9 + 7.3 mg/g). En la suma total de acidos grasos 40%ARA
(153.1 * 20.7), 20%ARA (155.5 + 13.2 mg/g) y 0%ARA (159.0 + 22.2 mg/g) tuvieron las mayores

concentraciones (p=0.002) cuando se compararon con 100%ARA.

3.3.2 Higado

En el higado de la totoaba (Tabla 8), de manera general, el contenido de SFA es similar en todos los
tratamientos (p=0.111). Con respecto al grupo de los MUFA’s (4cidos grasos monoinsaturados), la
concentracién del acido oleico (C18:1n9) fue mayor en todos los tratamientos en comparacion con el
tratamiento 100%ARA (p<0.001). En la sumatoria de los MUFA’s, con 40%ARA se obtuvo la concentracién
mas alta (164.7 + 24.2 mg/g) (p= 0.017) con respecto a 100%ARA (116.9 + 23.1 mg/g). En el grupo de los
PUFA’s, solo se identificé el ARA en el grupo 100%ARA (0.001 + 0.0) (Fig. 10a). Asi mismo, el EPA solo se
detectd en 100%ARA (0.9 + 0.3 mg/g), 80%ARA (0.7 + 0.0 mg/g) y 60%ARA (0.001 + 0.0 mg/g) (Fig. 10b).
No obstante, para el DHA no se encontraron diferencias (p>0.05) (Fig. 10c), sin embargo, en la sumatoria

de los PUFA’s, la concentracion mas alta (p= 0.003).se obtuvo con 100%ARA (47.0 £ 5.2 mg/g).

3.3.3 Musculo

De los SFA’s en el musculo de la totoaba (Tabla 9), el acido palmitico (C16:0) presentd diferencias
significativas (p= 0.003) con respecto al 100%ARA (2.5 + 0.6 mg/g), donde 60%ARA (3.7 + 0.8 mg/g),
40%ARA (3.7 £ 0.3 mg/g) y 20%ARA (3.6 + 0.4 mg/g) tuvieron la concentracion mas alta; estos resultados
son similares en la sumatoria de los SFA’s, y las concentraciones mas altas se obtuvieron en 60%ARA (5.0
+ 1.3 mg/g), 40%ARA (4.8 £ 0.3 mg/g) y 20%ARA (4.8 + 0.6 mg/g) con respecto al 100%ARA (4.9 + 1.6 mg/g)
(p= 0.037). Por otro lado, en los MUFA’s, el 4cido oleico presentd (C18:1n9) diferencias (p= 0.002) en
80%ARA (7.0 £ 1.6 mg/g), 60%ARA (8.6 + 2.2 mg/g), 40%ARA (7.3 + 3.7 mg/g) y 20%ARA (8.7 + 1.2 mg/g)
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con las concentraciones mas altas en comparacién con el grupo 100%ARA (3.8 + 0.9 mg/g). En la sumatoria
de los MUFA’s, 60%ARA (9.0 = 2.3 mg/g), 40%ARA (7.3 + 3.8 mg/g) y 20%ARA (8.7 £ 1.2 mg/g) fueron
significativamente (p= 0.003) mayores que el grupo 100%ARA (4.0 £ 0.9 mg/g). En lo que respecta a los
PUFA’s, ARA solamente pudo ser determinado en 60%ARA (0.1 + 0.0) (Fig. 11a), mientras que, en el caso
de EPA, 100%ARA (0.4 + 0.09) fue significativamente (p<0.001) mayor que el resto de tratamientos (Fig.
11b), caso contrario a lo encontrado en DHA, en el cual no se determinaron diferencias significativas
(p>0.05) (Fig. 11c). No obstante, en la sumatoria de PUFA’s el grupo 100%ARA (6.0 £ 1.3 mg/g) tuvo una
concentracion menor con diferencias significativas (p= 0.027) en 60%ARA (9.1 + 1.8 mg/g), 40%ARA (9.2 +
0.4 mg/g) y 20%ARA (9.2 + 1.0 mg/g). En la totalidad de los acidos grasos, 60%ARA (23.0 £ 5.5 mg/g),
40%ARA (19.1 + 9.5 mg/g) y 20%ARA (22.9 + 3.0 mg/g) fueron significativamente (p<0.001) mayores que
el grupo 100%ARA (14.8 £ 3.5 mg/g).

3.4 Lipasas totales

En lo que respecta a la actividad de las lipasas totales del higado de T. macdonaldi (Figura 10), no se
encontraron diferencias significativas, con un promedio de actividad enzimatica por gramo de higado de

2.4 £ 0.2 U por gramo de higado.

Tl 1L

2.0 1

15 4

/g de higado-1

1.0

0.5 4

0.0 T T T T
100%ARA 80%ARA 60%ARA 40%ARA 20%ARA  0%ARA

Tratamientos

Figura 10: Actividad enzimatica de la lipasas totales en el higado en juveniles de Totoaba macdonaldi alimentada con
dietas bajas en acido araquiddnico (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) durante los 71 dias de cultivo. U= unidades
arbitrarias de absorbancia.
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Tabla 7: Perfil de acidos grasos en cerebro (mg/g tejido) de Totoaba macdonaldi alimentada con dietas bajas en
acido araquiddnico (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) durante los 71 dias de cultivo. Media * DE.

n=6 Cerebro
mg/g
SFA’s Inicial 100%ARA 80%ARA 60%ARA 40%ARA 20%ARA 0%ARA
C16:0 263+3 17.6+x50a 225+16a 20.3+29ac 25.8+39bc 26.7+2.0b 34.1+4.3bc
C17:0 29+04 1.0+£0.7 1.5+0.2 1.2+13 2.1+05 1904 34+39
C18:0 18.7+0.1 155+49a 19.6+1.6ab 189+0.8a 21.3+2.0ab 22.3+1.4bc 20.6+1.9abc
>SFA’s 40.7+7 342+106a 43.6+33ab 404+4.0ab 49.1+63b 51.0+3.6b 580%9.1b
MUFA’s
C15:1 *k 0.5+0.3 0.5+0.2 0.5+0.2 0.6+0.3 09+0.3 1.1+0.8
Cle:1 *k 0.2+0.1a 04+0.1ab 0.6+0.5ab 05+0.2ab 0.5%0.1b 0.8+0.4b
Cl7:1 8.4+0.4 8.8+3.8 10.3+0.7 9.2+1.8 10.2+1.6 11.1+14 10.1+2.4
C18:1n9 429+0.0 285+84a 358+24ab 36.0+6.0ab 40.2+51b 39.3+3.7ab 40.6+10.3b
C201n9 %k %k %k %k * %k %k 3k %k 3k %k 3k 3k %k
C22:1n9 *ok 0.1+0.1 0.2+0.2 0.4+0.3 0.2+0.1 0.2+0.1 0.6+0.7
C24:1n9 12.5%0.6 9.3+*35a 125+17ab 11.8+23ab 13.7+2.0b 13.7x12b 11.7+14ab
SMUFA’s 63.8+25.7 47.2+16.0a 59.7+43ab 584+10.6ab 655+9.1b 657%*6.3b 64.8+11.6ab
PUFA’s
C18:2n6 3.6x0.6 35+1.1a 6.2+0.4ab 6.8+1.5ab 81+16b 76+1.1b 54+3.8ab
C183n6 %k %k %k %k * %k %k 3k %k 3k %k 3k %k
C183n3 %k %k %k %k * %k %k 3k %k 3k %k 3k %k
C20:3 0.3+0.0 09*0.6a 2.1+03b 1.7+02ab 2.0+05ab 21+0.2b 1.8+0.5ab
C20:4n6 0.1+£0.0 0.001+0.0 ** *k 0.011+£0.0 0.028+0.01 0.022+0.01
C20:5n3 4.7+0.3 1.9+0.6 1.4+0.1 1.4+£0.2 1.6+0.3 1.7+£0.2 1.6+£0.3
C22:2 *k 0.6+0.2 0.5+0.1 0.5+0.3 0.6+0.3 0.4+0.1 0.6+0.4
C22:6n3  22.2+13 16.5%6.8 23.0+2.2 22.6+1.7 26.2+3.7 26.9%+2.0 25.1+35
SPUFA’s 30.7+14 229+7.3a 33.1+28ab 31.6+44ab 385+58b 388%*35b 36.2+59ab
2n3 18.4 24.4 24.0 27.9 28.6 28.6
2n6 3.5 6.1 8.2 8.1 7.6 5.4
ARA/EPA 0.0002 1.0 0.007 0.01 0.006
ARA/DHA 0.06
EPA/DHA 0.11 0.06 0.06 0.06 0.06 0.14
?g',;/,loﬁ_ 106£30 104.3+32.4a136.4+10.2ab130.4+16.4ab153.1+20.7b155.5+13.2b 159.0+22.2b

** = no determinado SFA’s= acidos grasos saturados MUFA’s= &cidos grasos monoinsaturados PUFA’s=acidos grasos

poliinsaturados (p<0.05).
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Tabla 8: Perfil de &cidos grasos en higado (mg/g™ tejido) de Totoaba macdonaldi alimentada con dietas bajas en

acido araaquidoénico (100%, 80%, 60%, 40%. 20% v 0%) durante los 71 dias de cultivo. Media * DE.

n=6

me/g Higado
SFA’s Inicial  100%ARA 80%ARA 60%ARA 40%ARA 20%ARA 0%ARA
cua0  23%*14 35106a 0.7+0.4b 13+18b 21:06b 1.5403b 1.4+06b
C15:0 = * 0.4£03 0.9£0.0 1606 0.5+0.2 15+1.2
cie:0  115%39 415437 34.0+1.8 29.3+14.5 38.3+5.4 353+7.5 36.8+3.8
cigo  28%01 153424 14.6+3.8 18.6+11.4  28.9%116 16.9+4.2 16.2+8.6
c20.0 05201 94403 0.5+0.0 0.8+0.6 11404 *ox 0.9+0.1
€230 * *x 0.5+0.0 *x *x *x *x
sSFA's  18%7.2  gn6468 49.1+55 42.6+192  657+22.0  50.1%+155 55.0 +10.2
MUFA’s
C14:1 = 55.5+0.0 0.4£0.0 *x *x xx xx
c15:1 = *x 0.2£0.0 0.7£0.3 0.8£0.6 1.6£0.9 0.5+0.3
c16:1 7227 175122 13.9+15 15.443.0 18.145.7 12.9+2.4 151+ 18
cig:aN9  208%7  g0:100a  119+129b  120+119b 132+18.4b  119+20.0b  114+22.6b
C20:1N9 = *x *x 03£0.2 07£0.6 2.0£0.0 0.4£0.0
c22:1N9 13200 x x 0.2+0.0 *x 0.6+0.0 *x
sMUFA's 29%10 1169423142 141.1+14.0ab 1355+155ab 164.7+24.2b 134.1+23.6ab 131.7+24.5ab
PUFA’s
ci82n6  81*3  4seia6a  184%36b  183+119b 17.1+151b  127425b  173+18b
C18:3ng 0-03%0.0 o . 0.240.0 . a -
C18:3n3 * 1.6 0.0 *x 0.5+0.0 0.5+0.0 1.7£0.0 **
€203 = 0.6£0.0 *x *x *x *x *x
c20:an6 01100 5001400 . . . a -
c20:5n3 12305 09403 0.740.0 0.40.0 * *ox *ox
€22:2 = *x 0.3£0.0 *x *x *x *x
c22:6n3  1°%06 043401 0.2+0.1 0.6+0.0 0.6%0.1 0.6+0.2 0.6+0.2
sPUFA's  106%3.1 4704525  187+35b  186+141b 140+162b 12.1+23b  157+18b
n3 2.9 1.2 1.1 1.1 23 0.6
n6 456 18.4 185 17.1 17 17.3
ARA/EPA 0.03
ARA/DHA 0.05
EPA/DHA 2.1 3.2
SUMATOTAL 268%20 25454310 208.9+19.2 196.8+454 1769+50.6 184.3+37.3  202.5%33.5

** = no determinado SFA"s= acidos grasos saturados MUFA"s= &cidos grasos monoinsaturados PUFA"s=4cidos grasos

poliinsaturados (p<0.05).
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Tabla 9: Perfil de 4cidos grasos en musculo (mg/g™! tejido) de Totoaba macdonaldi alimentada con dietas bajas en
acido araquiddnico (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 0%) durante los 71 dias de cultivo. Media + DE.

n=6
mg/g

Musculo

SFA’s
C14:0
C15:0
C16:0

C17:0
C18:0

C20:0

C21:0
C23:0
ISFA’s

Inicial
* %k
* %k

3.8+0.3

* %

* %
* %

40+0.3

* %

7.8+0.6

100%ARA

4.1+0.0

k¥

25+06a

k¥

0.6+0.3

* %

1.8+0.8

* %

49+16a

80%ARA

* %

k¥

3.1+05ab

k¥

1+0.2

* %

14+0.1

* %

5.5+0.8ab

60%ARA

* %

k¥

3.7+08b

* %k

12+04

* %

* %

* %

50+13b

40%ARA

* %

k¥

3.7+03b

* %k

11+0.1

* %

* %

* %

48+0.3b

20%ARA

* %

* ¥

36+04b

* ¥

1.2+0.2

* %

* %

* %

48+0.6b

0%ARA

k%

* %k

2.9+0.9ab

* %k

0.8+0.4

k%

k%

* %k

3.8+ 1.4ab

MUFA’s
C14:1
C15:1
C16:1
Ci7:1

C18:1n9

C20:1n9

C22:1n9

C24:1n9

SMUFA’s

*%
*%
*%
*%

44+04
*%
*%
*%

4.4+04

* %

* %

0.1+0.1

* %

3.8+09a
*%

* %

* %

4.0+09a

* %
* %

0.1+0.2

* %

7.0+16b
*%

* %

* %

7.0+1.7ab

* %
* %

0.3+0.1

* %

8.6+2.2b
*%

* %

* %
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Figura 11: Representacidn grafica en mg/g de las acidos grasos esenciales en las dietas, musculo, higado y cerebro
de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con concentraciones reducidas de acido araquiddnico en la dieta
(80%, 60%, 40%, 20% y 0% del contenido de ARA en la harina de pescado, 100%,) durante los 71 dias de cultivo. a)

ARA, b) EPA, c) DHA.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Parametros productivos

Diversos autores han elucidado la importancia que tiene el acido araquiddnico en los organismos
acuadticos. Participa en los procesos relacionados con la reproduccién, el éxito del desove, regulacion de
otros acidos grasos, la tasa de fertilizacién, asi como también en la calidad de la larva y el huevo (Hwang
et al., 1988; Sargent et al., 1999; Bell 2003; Tocher 2003; Torrecillas et al., 2018; Rivero et al., 2020;
Sissener et al., 2020; Araujo et al., 2022; Hong et al., 2024). No obstante, también se ha destacado su
funcién en el desarrollo esquelético, supervivencia y en el crecimiento de los organismos (Yuan et al.,
2015). En distintos estudios han demostrado que la falta de este 4cido graso en especies como el lenguado
(Cynoglossus semilaevis), el gobido (Synechogobius hasta), pez gato amarillo (Pelteobagrus fulvidraco) y la
lobina japonesa (Lateolabrax japonicus), afecta negativamente la ganancia de peso, la supervivencia y la
tasa de crecimiento especifico (Xu et al., 2010; Luo et al., 2012; Yuan et al., 2015; Ma et al., 2018). En
contraparte, se ha encontrado que niveles de ARA mayores a los 0.6 mg/g tipicos de las harinas y aceites
de pescado, también pueden mejorar el crecimiento y la supervivencia, como se observé en la lobina negra
Centropristis striata y en el gobido Synechogobius hasta, especies en las que la adicidon de aceite de ARA

mejoré el crecimiento (Rezek et al., 2010; Luo et al., 2012).

En especies como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se demostré que la adicidn dietética de ARA no
ocasiond ningun efecto en los pardmetros productivos, por lo que la dieta control (ARA 0.10%) fue
suficiente para el crecimiento (Hong et al., 2024). Una respuesta similar se observé en juveniles de totoaba
(Alvarado, 2024), ya que los niveles de inclusion superiores a los encontrados en la dieta control no
tuvieron efecto sobre los pardmetros productivos. En el presente trabajo con totoaba se observd la misma

tendencia ya que los menores niveles de ARA en la dieta no afectaron los parametros productivos.

Por otro lado, la tasa de conversidn alimenticia (TCA) en el presente trabajo se mantuvo alrededor de 1.3
concordando con los estudios realizados por Lazo et al. (2020), Garnica (2022) y Alvarado (2024), quienes
encontraron que las TCA (Tasa de conversion alimenticia) se mantienen en valores que vande 0.8 a 1.3, lo
cual se encuentra dentro del intervalo no mayor a 2, sugerido por Mengistu et al. (2020). Asi mismo, en lo
gue respecta a la tasa de crecimiento especifico (TCE), se mantiene alrededor del 2%/dia tanto en el

presente trabajo como en el de Mata et al. (2018); Lazo et al. (2020) y Alvarado (2024). Lo anterior
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principalmente se debe a que la TCE se ve reducida conforme aumenta el peso del organismo y aumenta
conforme sube la temperatura en la que se encuentran, variable que se mantuvo alrededor de 26°C tanto

en este trabajo como en los anteriormente mencionados Talbot (1993).

Los peces en cultivo cuando son alimentados con variaciones en la composicidon dietética, el indice
hepatosomatico (IHS) puede ser un indicador util para evaluar el estado de salud y la condicion fisiolégica
del organismo (Espino et al., 2008). Este indice puede variar en funcion de factores como la edad y la
composicion de la dieta, por lo que un aumento relativo en el tamafo del higado, podria reflejar la
acumulacidn de lipidos asociada a una dieta rica en grasas o carbohidratos. Mata et al. (2018), observaron
qgue el IHS alcanzé un valor de 3, lo que sugirid una notable acumulacién de lipidos en el higado,
particularmente de acido palmitico (C16:0), estedrico (C18:0) y oleico (C18:1n9). No obstante, en la
presente investigacion y en el trabajo realizado por Alvarado (2024), el IHS se mantuvo alrededor de 1, lo
gue en conjunto con el peso total del organismo podria sugerir el inicio de una acumulacion lipidica (Espino

et al., 2008; Zhao, 2023).

4.2 Composicion bioquimica

En este estudio no se encontraron diferencias en la composicion bioquimica del musculo y pez completo,
estos resultados contrastan con los obtenidos por Alvarado (2024) para la totoaba. Por otro lado, en la
composicion del higado, a diferencia de lo que observd Alvarado (2024), si se observd un aumento
significativo de los lipidos con las dietas con 60%, 40%, 20% y 0% ARA. Esta respuesta se podria
contraponer a lo estipulado por Pérez et al. (2017), quienes mencionan que la totoaba al igual que otros
organismos pertenecientes al grupo de los scianidos, tienen un almacenamiento lipidico proporcional a la
cantidad de grasa contenida en la dieta. No obstante, se sabe que un desbalance en los acidos grasos
esenciales puede llegar provocar problemas metabdlicos y homeostaticos (Hardy et al., 2022).
Particularmente se ha descrito que una falta de ARA en la dieta ocasiona problemas en las respuestas
inflamatorias e inmunes, esto se debe a que es el principal responsable de la formacién de prostaglandinas
y eicosanoides, productos que resultan de la oxidacidon de este acido graso (Hong et al., 2024). Sin
embargo, se sabe que la reduccion de la prostaglandina E2 (PGE2), debido a una menor actividad de COX-
2, incrementa la expresion del gen C/EBP, un factor de transcripcidn clave en la adipogénesis (formacion
de adipocitos) (Wang et al., 2022). Esto conduce a un almacenamiento mas rapido y elevado de

triglicéridos en los adipocitos (Garcia et al., 2016; Wang et al., 2022). Por lo tanto, se podria plantear la
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hipétesis de que la deficiencia de acido araquidénico (ARA) en la dieta podria estar relacionada con una
acumulacidn diferencial de lipidos encontrados en el higado. Por otro lado, se podria hipotetizar también
que la presencia de carbohidratos en la dieta podria estar sumando acumulacién lipidica en higado a través
de la lipogénesis, como en lo mencionado por Zhao (2023) y Bou et al. (2016). Sin embargo, las dietas en
el presente trabajo no contienen variaciones significativas en los hidratos de carbono por lo que sus
efectos pueden no estar directamente relacionados (Sheridan, 1988; Ferramosca 2014). Esta acumulacion
lipidica también fue observada por Alvarado (2024), quien reporta cantidades de grasa total alrededor de
los 60 g/100 g, concentraciones que son similares a las obtenidas en este trabajo con los tratamientos de

60%ARA a 0%ARA (57-54g/100 g).

4.3 Acidos grasos

Diversos autores han elucidado la importancia que tienen los lipidos en el cerebro, ya que son
indispensables para el funcionamiento de este drgano (Kreps et al., 1969; Hong et al., 2014; Hong et al.,
2014; Roy, et al., 2020a; Roy, et al., 2020b). Particularmente el acido palmitico (C16:0) fue el 4cido graso
saturado de mayor presencia en el cerebro. Esto, principalmente se debe a que es el tercer acido graso
mas abundante en el cerebro, formando parte estructural de los fosfolipidos de membrana y utilizado
como recurso energético (Smith, 2024). Lo anterior se debe a que puede ser sintetizado mediante
lipogénesis por la actividad del complejo enzimatico 4cido graso sintasa (FAS), a partir de malonil-CoA, un
metabolito producto de la carboxilacidn del acetil CoA por accién de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC)
(Hardy et al., 2022; Smith et al., 2022). En contraparte, el cerebro de los peces al igual que el de mamiferos
tiene una capacidad limitada de sintetizar LC-PUFAS (acidos grasos poliinsaturados de cadena larga)
(Plourde, 2007). Esto conlleva la necesidad de que el alimento cuente con los acidos grasos esenciales para
suplir la demanda nutricional del cerebro.(Torrecillas et al., 2017). Aunque es importante mencionar que
la cantidad y requerimientos neuronales de acidos grasos varia entre especies, se tiene conocimiento de

que las células gliales pueden funcionar con una cantidad minima de ARA (3-30 uM) (Attwell et al., 1993).

En el presente trabajo, las concentraciones de ARA en el cerebro aumentaron a partir del tratamiento
40%ARA, lo que podria implicar que este érgano tiene una demanda fisioldgica de este acido graso. Estos
resultados difieren de lo encontrado para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) donde dietas con
valores inferiores al 1% de ARA no presentaron afectaciones ni diferencias en la concentraciéon de ARA en

el cerebro (Roy et al., 2020). Esta importancia esta altamente relacionada con la neurotransmision, ya que
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se ha demostrado con salamandras que el ARA es un importante regulador de la transmisién neuronal
(Barbour et al., 1989). Lo anterior se debe a que en las células gliales o astrocitos el ARA regula la captacion
del glutamato, un importante neurotransmisor captado por los receptores NMDA y AMPA (Attwell et al.,

1993).

El higado de los peces, al igual que el de otros animales, tiene la funcidon de metabolizar los carbohidratos,
las proteinasy las grasas. Estas ultimas, de manera particular en los peces, se almacenan en los hepatocitos
como reserva energética (Torres et al., 2010; NRC, 2011; Ronald, 2021;). La composicién del higado y el
musculo de la totoaba reflejan de cierta forma la composicién de acidos grasos que le son suministrados
en la dieta (Pérez et al., 2017; Gonzalez et al., 2016 y Mata et al., 2018), lo cual coincide con lo obtenido
en este trabajo y con lo reportado por Alvarado en 2024, quien menciona que los dcidos grasos tales como

EPA, DHA y ARA son proporcionales a los entregados en la dieta.

En relacién con la composicidn bioquimica del higado, la reduccion en la cantidad ARA suministrado en la
dieta pudo ocasionar una acumulacion diferencial de lipidos. Esta acumulacion lipidica, en su mayoria fue
de acidos grasos saturados (SFA’s) y monoinsaturados (MUFA’s). Esto principalmente estd relacionado con
la preferencia que tiene la totoaba hacia el almacenamiento de estos acidos grasos, ya que son sustratos
preferidos para la B-oxidacion (Generacidn de energia a partir de lipidos) (Mata et al., 2018). Esto también
se ha reportado para el jurel cola amarilla (Seriola lalandi), el cual utiliza los SFA’s (acidos grasos saturados)
y los MUFA’s (acidos grasos monoinsaturados) como principal reserva energética (Barreto et al., 2017). En
peces, los acidos grasos tales como el palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0), son utilizados como sustrato
enzimatico para la estearil CoA desaturasa y sintetizar de novo acidos grasos como el oleico (C18:1n9), el
cual también es utilizado como un recurso energético (Mata et al., 2018). Esta afirmacién coincide con lo
obtenido en este trabajo y por Alvarado (2024), debido a que el acido oleico (C18:1n9) almacenado en el

higado tuvo concentraciones (24 mg/g) superiores a las suministradas en la dieta.

Es importante mencionar que tanto el ARA (acido araquidénico) como el EPA (acido eicosapentaenoico)
tienen la capacidad de influenciar indirectamente en el almacenamiento lipidico, esto se debe
principalmente a que participan en la inhibicidon de enzimas como las lipasas sensibles a hormonas (HSL) y
la lipoproteina lipasa (LPL), que en los adipocitos liberan los acidos grasos, ya sea a partir de un triglicérido
o de una lipoproteina para su movilizacion o almacenamiento (Mersmann, 1998). Lo anterior se comprobd
en el musculo cardiaco de un porcino, ya que se documentd que estos acidos grasos son importantes

moduladores de las enzimas anteriormente mencionadas (Mersmann, 1998; Shang, 2021).
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La fisiologia del musculo de los peces involucra una gran diversidad de procesos, de los cuales el
almacenamiento lipidico es una de los mas importantes, ya que proveen la energia necesaria para una
contraccién continua y son una reserva ante la ausencia de alimento (Jaromowska, 1985; Jeukendrup,
2002). Tal y como lo menciona Skonberg et al. (1994), este tejido también refleja de manera directa los
acidos grasos que son suministrados en la dieta, lo cual se ha comprobado en los estudios realizados en el
salmoén coho (Oncorhynchus kisutch) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). En ese mismo sentido,
también se ha documentado que la totoaba tienen la capacidad de incorporar los dcidos grasos de la dieta
en el musculo (Pérez et al., 2017). De manera similar, Alvarado (2024) observo el aumento de ARA en el

musculo. En el presente trabajo se observé que la deficiencia de ARA también se reflejé en el musculo.

En este trabajo se demostré el aumento de ARA a partir de 40%ARA (0.011mg/g) en 6rganos como el
cerebro, mientras que en higado 100%ARA (0.001mg/g) fue el Unico tratamiento en el que fue detectado.
Esto podria estar relacionado con la movilizacién lipidica de ARA y EPA, ya que este tipo de acidos grasos
por su estructura molecular son movilizados hacia el plasma sanguineo (Connor et al., 1996). En ese mismo
sentido, se podria hipotetizar que ARA fue liberado por las fosfolipasas A2 desde otros tejidos como los
adipocitos, musculo, higado, entre otros y transportado por la via sanguinea mediante moléculas como las
LDL (Lipoproteinas de baja densidad) y HDL (Lipoproteinas de alta densidad) hacia el cerebro, lugar en el
cual, como se menciond anteriormente se presenté una demanda fisioldgica (FAO, 2008; Giménez-Martin
et al., 2018; Grabner et al., 2021). Aunado a ello se pudo observar una variacion en el EPA de los distintos
tejidos, que podria estar asociada con la relacién competitiva que tiene con ARA, sin embargo, aunque se

observan ligeras tendencias no hubo un efecto significativo (Fountoulaki et al., 2003; Tian et al., 2017).

4.4 Lipasas totales

En el metabolismo lipidico, es necesaria la participacién de las lipasas, que son enzimas encargadas de la
digestion lipidica, es decir, de transformar los triglicéridos en moléculas mas pequefias, como diglicéridos
y acidos grasos (Nolasco-Soria et al., 2024). Estas enzimas se pueden encontrar en diferentes sitios en los
peces, tales como el estomago, los ciegos pildricos, intestino e higado, y su actividad puede cambiar
dependiendo del estadio de desarrollo, asi como por cambios en el suministro lipidico. Por lo tanto, la
evaluacidon de estas enzimas puede dar indicios del estado nutricional y de la salud de los peces (Nayak et

al., 2003).
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La actividad de las lipasas depende de varios factores, como la expresion génica o la influencia de otras
moléculas que pueden provocar su activacién o inhibicién. En este sentido, se ha demostrado que en los
mamiferos, el acido araquidénico puede modular la actividad de las lipasas mediante una cadena de
eventos regulados por las prostaglandinas, en especifico por las PGE; (Prostaglandina E;) y PGl
(Prostaciclina), que son producto de la ruta metabdlica de la ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX).
Estas enzimas utilizan principalmente ARA para la formacién de estas hormonas (Tian et al., 2016;
Haghparast et al., 2019; Nolasco et al., 2024). En este sentido, Tian et al. (2016), alimentaron a la carpa
china (Ctenopharyngodon idella) con el 0.3% de ARA en la dieta y observaron una modificacién en la
actividad lipolitica y por lo tanto en el almacenamiento de los acidos grasos, estos resultados se
contraponen a los observados en este trabajo y en los de Alvarado (2024) y Garnica (2022). En estos
estudios la dieta se elabord con una fuente lipidica y una cantidad de ARA diferente. Sus resultados no
indicaron diferencias en la actividad de las lipasas, lo que sugiere que para futuros experimentos que
impliquen el analisis de la actividad de lipasas sobre estos acidos grasos, es necesario analizar también la
expresion génica y la actividad de las prostaglandinas anteriormente mencionadas para poder

correlacionar su efecto en el almacenamiento lipidico.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los parametros productivos de totoaba (Totoaba macdonaldi) no fueron afectados por la deficiencia de
acido araquidénico en la dieta, por lo que se podria decir que la totoaba es una especie con gran plasticidad

para modular la falta de este acido graso.

La composicion bioquimica del musculo y del pez completo no fueron afectados por las diferentes
concentraciones de ARA en la dieta. En contraste, el higado acumulé lipidos en respuesta a la falta de ARA,

lo que podria deberse a la ausencia de prostaglandina E2.

El cerebro de la totoaba acumulé acidos grasos como el palmitico y aumenté el ARA posiblemente gracias

a la movilizaciéon de este acido graso desde otros tejidos.

El higado de la totoaba reaccioné a los bajos niveles de ARA de la dieta, y acumulé de 4acidos grasos
saturados y monoinsaturados, posiblemente por la preferencia energética, asi como una disminucién

gradual de ARA, propiciada por su movilizacion.

La actividad de las lipasas en el higado de la totoaba no fueron afectadas por la disminucion de ARA en la

dieta.

5.1 Recomendaciones

Para elucidar de manera particular los efectos de la suplementacion de acido araquiddnico se recomienda
analizar las respuestas inmunitarias y la expresion de los genes que codifican las enzimas involucradas en
su metabolismo, como las ciclooxigenasas (COX) y las lipooxigenasas (LOX), asi como el analisis nutricional

de las posibles rutas metabdlicas que se podrian ver implicadas.

En conjunto con el analisis de la actividad en lipasas totales se recomienda analizar especificamente las
hormonas producidas por el acido araquiddnico como las PGE; (Prostaglandina E3) y PGl (Prostaciclina),
ya que estdn directamente relacionadas con otros procesos metabdlicos que incluyen los lipidos

suministrados en la dieta.
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Dado que el ARA juega un papel fundamental en la regulacién celular y es responsable de multiples vias
metabdlicas, se recomienda ampliamente analizar otro tipo de respuestas fisiolégicas, como la
competencia entre ARA y EPA o incluso identificar mediante isotopos el movimiento y la deposicion que

puede llegar a tener este acido graso en organismos como la totoaba.
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