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implicaciones, la referencias y citas estan actualizadas y son pertinentes.
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Estado de salud de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con diferentes
niveles de harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens.

Resumen

La acuacultura se ha consolidado como una actividad de gran potencial. Debido a que la
alimentacion de peces cultivados, en su mayoria dependen de la pesca, su uso es cada vez
menos sostenible por lo que se buscan fuentes de proteina alternas que contribuyan a su
nutricion y buen estado de salud de los organismos. La harina de larva de mosca soldado negro
(HLMSN) Hermetia illucens es un como excelente candidato para el reemplazo de la harina de
pescado (HP) o bien como suplemento alimenticio ya que tiene un buen perfil nutricional, ademas
ayuda a disminuirla inflamacion intestinal de los peces, principal problema que se encuentra en
los organismos carnivoros alimentados con fuentes vegetales, los cuales causan acortamiento y
perdida de las vellosidades intestinales, y por lo tanto, se presentan problemas digestivos y de
absorcion de nutrientes. Por todo lo anterior, el objetivo de la presente investigacién fue evaluar
el estado de salud de juveniles de Totoaba macdonaldi al sustituir parcialmente los niveles de
HP por HLMSN. Se formularon 6 dietas isoprotéicas (52%) e isolipidicas (12%), con porcentaje
de sustitucion del (0,10,20,30,40 y 50%) de HP por HLMSN. Para el bioensayo se sembraron
organismos de 18.92 + 0.56 g de peso inicial y fueron alimentados durante 60 dias. Al final del
experimento se demostr6é por medio de una Anova de una via que los organismos alimentados
con dietas con sustitucion del 20 y 30% de HLMSN tuvieron un crecimiento significativamente
mayor (P<0.05) en comparacién de los peces alimentados con la dieta control, al mismo tiempo,
mostraron mejor respuesta en los parametros de crecimiento. Los andlisis bromatol6gicos de los
tejidos no se vieron afectados por la sustitucion de la HLMSN. Se determiné que los acidos
grasos saturados (AGS) aumentan en el masculo e higado de los peces conforme se incorpora
la HLMSN, mientras los &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) bajan sus niveles de
concentracion. Los resultados de los analisis de bioquimica sanguinea mostraron que los valores
de colesterol disminuyen conforme se aumenta el % de la HLMSN en las dietas, mientas que los
niveles de glucosa aumentan. Por otro lado, los resultados histolégicos mostraron que los
organismos alimentados con las dietas 20 y 30% de HLMSN no se vieron afectados en la
integridad del intestino distal ni hepéatica, sin embargo, las estructuras intestinales de los peces
si se ven afectadas al consumir dietas con sustituciones del 40 y 50% de HLMSN, indicando una
enteritis intestinal, ademas de presentar esteatosis macrovesicular en el higado de los
organismos. En conclusion, se puede reemplazar hasta un 30% de HLMSN en las dietas para
Totoaba macdonaldi mejorando el rendimiento en el crecimiento sin que afecte el estado de salud
de los organismos. De otro modo cuando se sustituyen porcentajes mayores al 40% HLMSN en
las dietas de totoaba, puede ser nocivo para su salud ya que se presenta enteritis en el intestino
distal y esteatosis en el tejido hepatico.

Palabras clave: Hermetia illucens, Totoaba macdonaldi, harina de larva de mosca,
salud, histologia intestinal, histologia hepatica, hematologia.
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de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados durante 60 dias con dietas con
diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por harina de larva de mosca
soldado negro Hermetia illucens. Fecha roja: alimento en el lumen intestinal del
organismo. A. Dieta control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucion de HLMSN
con 20%, D: sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F:
sustituciéon de HLMSN con 50% Tincion Hematoxilina-Eosina y azul alcian. Objetivo 40x,
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Figura 13: Vellosidades del intestino medio de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina
de pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. A. Dieta
control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D:
sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de
HLMSN con 50% Tincion Hematoxilina-Eosina y azul alcian. Objetivo 40x, con escala de
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Figura 14: Células caliciformes del tejido intestinal de juveniles de Totoaba macdonaldi,
en las fotogréficas se observa el incremento de células conforme se afiade la proteina
de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens en las dietas. Flecha roja: célula
caliciforme, Flecha negra: Mucina en el lumen intestinal, Flecha verde: lamina propia,
Flecha amarilla: célula caliciforme produciendo mucina. A. Dieta control, B. sustitucion
de HLMSN con 10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN con
30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincion
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Figura 17: Corte histolégico hepatico de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado
por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. A: Arteria, CB: conducto
biliar, VP: Vena porta, VE: Vena, PH: Parénquima hepético, PP: Parénquima hepético,
H: Hepatocitos, AP: Acinos pancreaticos, Flecha roja: Granulos de zimégeno. A. Dieta
control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D:
sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de
HLMSN con 50%. Tincion Hematoxilina-Eosina. Objetivo 40x, con escala de 50

Figura 18: Corte histoldégico del parénquima pancreatico de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion
de harina de pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. AP:
Acino pancreatico, flecha roja: Granulos de zimdégeno, fleja verde: nucleo basal del acino
pancreatico. A. Dieta control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucion de
HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%,
F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincion Hematoxilina-Eosina. Objetivo 100x, con
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1. INTRODUCCION

1.1.La acuacultura a nivel mundial

La acuacultura es una actividad con gran potencial para nutrir a la creciente
poblacion mundial. La acuacultura se puede definir como una actividad en la que se
emplean un conjunto de técnicas, conocimientos y habilidades para el desarrollo del
cultivo de especies acuaticas como peces, crustaceos, moluscos y algas, que van desde
la técnica de reproduccion, siembra, alimentacion y finalmente la cosecha, con el fin de
tener un aumento de su biomasa en el menor tiempo posible y proveer alimento para la
poblacion humana (Vazquez et al., 2022; Rueda, 2011). En la acuacultura, influye la
mano del hombre en el control de parametros fisicoquimicos para una mejor calidad de
agua, con el fin de que los organismos tengan un buen desarrollo y ademas de evitar la

proliferacion de agentes patdégenos en el sistema (Rueda, 2011).

A nivel mundial la acuacultura es una de las actividades que ha ido creciendo
constantemente en los ultimos afios, mas que cualquier otro sector de produccion de
alimentos de origen animal; segun la FAO a una tasa anual del 5.3% (Food Agriculture
Organization, 2022), por lo que se ha consolidado como una de las actividades de gran

potencial, con fuentes de proteina animal de excelente calidad.

La FAO estimé en el afio 2020, que la acuacultura tuvo una produccion total de
organismos cultivados a nivel mundial de 88 millones de toneladas (Figura 1),
acumulando un total de 179 millones de toneladas de organismos acuaticos (excepto
algas), ligeramente menor al afio 2018 por cuestiones de la pandemia mundial por SARS-
CoV-2 (Covid-19), un virus letal que paro la economia en todo el mundo. Es importante
mencionar que, del total de esta produccién, el 89% de estos organismos fueron
destinados para el consumo humano y un 11% para la produccién de harinas y aceites

de pescado (Food Agriculture Organization, 2022).
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Figura 1. Estado Mundial de la Pesca y la Acuacultura

Fuente: Organizaciéon Mundial de las Naciones Unidas, la alimentacion y la agricultura, 2022.

1.2. Actualmente en la nutriciéon acuicola

Debido a que la alimentacion de peces cultivados, en su mayoria dependen de
alimentos elaborados con harina de pescado de especies como la anchoveta, sardina y
macarela por su alto contenido nutricional; se prevé que sigan aumentando los costos de
estos ingredientes primarios a consecuencia de la reduccion de pesca de estas y otras
especies que son destinadas para la elaboracion de alimentos acuicolas (Correa, 2020),
por lo que se requieren de nuevos ingredientes proteicos, principalmente, que sustituyan
parcial o totalmente a las harinas de pescado y hagan a la acuacultura una actividad

sostenible.

La acuacultura ha traido consigo un gran reto en cuanto a la nutricién de peces,
principalmente especies carnivoras. Los altos niveles de proteina requeridos en la dieta
han sido cubiertos con harina y aceite de pescado durante muchos afios hasta la
actualidad, y no solo en especies acuicolas, sino también en animales terrestres
(Hernandez Cer6n, 2020; Arcos-Méndez, 2015;) debido a su digestibilidad y alto

contenido proteico (Abdel-Tawwab et al., 2020); Sin embargo, al paso de los afios, éstas




fuentes proteicas han incrementado su costo de una manera exponencial, por lo que se
buscan fuentes alternas que no contengan factores antinutricionales, la cuales se definen
como sustancias que se interponen en la utilizacion de nutrientes (Hernandez, 2014),

afectando el crecimiento y la salud de los organismos.

Se ha demostrado que las harinas vegetales como la harina de soja, tienen
factores antinutricionales, las cuales afectan principalmente a especies carnivoras
marinas ocasionando una inflamacion en el estbmago e intestino, desintegracion de la
membrana epitelial, cambios en la microbiota intestinal, supresion del sistema inmunitario
y como resultado se producen organismos mas propensos a 1) enfermedades
infecciosas: que a pesar de que el uso de los antibidticos esta dirigido para combatir
infecciones bacterias, su uso incorrecto de manera profilactica puede provocar
resistencia bacteria, es decir, que la bacteria sea capaz de sobrevivir y crecer en
presencia de uno o mas antibiéticos (Alvarez et al., 2004), provocando implicaciones
negativas para la salud animal y humana como consumidor final, y 2) enfermedades no

infecciosas como la desnutricion) (Kumar et al., 2021).

Cuando a un organismo no se le administra en el alimento los requerimientos
nutricionales adecuados, (Garza y Correa, 1992), se hacen presentes las enfermedades
nutricionales como inflamacién intestinal (enteritis), esteatosis hepatica, etc., por lo que
la mala absorcién de nutrientes se hace presente, disminuyendo la tasa de crecimiento
de los organismos (Li et al., 2019). Estas enfermedades son algunos de los problemas
mas comunes que se presentan con algunas fuentes proteicas alternas como la harina
de soja (Li et al., 2019).

1.3.Integracion intestinal

El sistema digestivo de los peces es diferente dependiendo de la especie
(carnivoros, omnivoros o herbivoros), habitos alimenticios, etapa de crecimiento de los
organismos, lapsos de tiempo en el que se alimentan, sin embargo, su funcionamiento
es similar debido al conjunto de células que conforman a este 6rgano (Garnica, 2022;
Fortoul, 2017).




Cuando las células se agrupan en un Organo para realizar una funcion en
especifico, reciben el nombre de tejidos. Las células que conforman el tejido pueden

comunicarse entre si, debido a que cuentan con uniones intracelulares (Fortoul, 2017).

Existen 4 tipos de tejidos basicos que podemos encontrar en diferentes érganos,
pero a pesar de esto, dependiendo de las necesidades funcionales del érgano las células
pueden modificar su estructura a lo cual llamamos como especializacion de membrana
(Fortoul, 2017).

e Tejido epitelial: Este tejido se localiza en superficies y cavidades del cuerpo.
e Tejido conjuntivo: Funciona de apoyo en la estructura para los tres tejidos.

e Tejido muscular: Su principal funcién es darle movimiento al tejido, ya que esta

compuesto principalmente de células contractiles.

e Tejido nervioso: Tiene la funcion de recibir y enviar informacién a través del 6rgano

gue lo conforma (Fortoul, 2017).

El intestino esta formado por vellosidades intestinales (Figura 5), las cuales estan
formadas por un tejido epitelial, que, a su vez, estd formado por células llamadas
enterocitos (Garnica, 2022). Los enterocitos se distinguen por ser células altas y
delgadas, con un nucleo elongado y con microvellosidades en su apice, conocidos
comunmente como borde de cepillo (Garnica, 2022). La funcién principal de los
enterocitos es absorber nutrientes del alimento consumido desde el lumen o luz intestinal
hacia el interior del cuerpo del organismo (Megias et al., 2021; Mendoza, 2012). Gracias
a que los enterocitos forman el tejido epitelial en forma de cadena, permite una excelente

eficiencia en la absorcion de nutrientes.

Entre los enterocitos, se pueden encontrar de manera dispersa células caliciformes,
o bien, conocidas como células mucosas, estas células forman parte del tejido intestinal
con el objetivo de proteger estas paredes intestinales con el mucus producido,
neutralizando el pH de las enzimas digestivas, ya que en el intestino proximal se siguen
llevando a cabo ciertos procesos digestivos como la produccion de lipasas y accion de

sales biliares para la emulsificacion de grasas (Garnica, 2022).




Las células caliciformes se encuentran en los pliegues intestinales y otra de sus
funciones, es que a partir de la secrecion de la mucina son las encargadas de proteger
al organismo de infecciones bacterianas principalmente (Roldan, 2020). La mucina son
proteinas glicosiladas y pueden presentar diferente funcion dependiendo de su
composicion quimica: (1) las glicoproteinas neutras pueden participar en la digestion y
absorcion de nutrientes, (2) y las acidas protegen el epitelio intestinal aumentando la

produccién del moco contra la accion de las bacterias oportunistas (Roldan, 2020).

En general, las vellosidades, la cadena de enterocitos, junto con células caliciformes,
células madre las cuales se especializan en un determinado momento, y la lamina propia
gue esta compuesta de tejido conectivo, forman la capa mucosa de la pared intestinal,
posterior a esta capa podemos encontrar la capa submucosa, formada por tejido
conectivo, después observamos la capa muscularis, compuesta de tejido muscular y por
ultimo la capa serosa, la cual esta compuesta por tejido conectivo y donde se encuentra

el sistema vascular (arterias y venas) (Garnica, 2022).
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Figura 2. Estructura celular del intestino.
Fuente: Generada en Biorender.com - modificacién propia.




1.4 Integracién hepatica

El higado y el pancreas (Figura 6) en algunos peces como T. macdonaldi, es un
organo en conjunto, el cual cumple con funciones hepéticas y pancreaticas a la vez; este

6rgano se conoce como hepatopancreas.

El hepatopancreas esta formado por células llamadas hepatocitos y éstos
constituyen mas del 80% de todo el 6rgano (Nejedli y Tlak, 2013). La funcidn principal de
los hepatocitos es metabolizar los nutrientes obtenidos de la digestién que se realiza en
el estbmago (Megias et al., 2022). Cada hepatocito cumple con funciones como:
Almacenar glucdégeno como fuente energética, desintoxica el sistema sanguineo, gracias
a la presencia de peroxisomas en su citoplasma, ademas, los hepatocitos pueden
sintetizar proteinas importantes como la albumina, la cual es la encargada de regular la
presion oncotica, es decir, mantiene una presién osmética entre proteinas plasmaticas y

el liquido intersticial (Rojas et al., 2017).

Asi mismo, los hepatocitos sintetizan bilis, sustancia necesaria para la digestion
de las grasas, la cual es depositada en la vesicula biliar a través de los canaliculos
biliares hacia el conducto biliar principal (Rojas et al., 2017).

El pancreas se constituye morfolégicamente por una parte exocrina, la cual tiene
la funcidn de secretar sales biliares; y una parte endocrina, donde ocurren gran parte de

procesos hormonales como secrecion de insulina y glucagon (Nejedli y Tlak 2013).

La estructura del higado es relativamente sencilla, debido a que se repite una
misma estructura llamada lobulillo hepatico, sin embargo, en la histologia de peces hay
menos posibilidades de encontrar estas estructuras, asi como las triadas portales las
cuales estan formados por venas porta, arterias hepaticas y conductos biliares (Megias
et al., 2022; Lopez et al., 2020).

Una de las anomalias que presentan los hepatocitos es la esteatosis hepatica,
gue se da cuando estas células contienen un exceso de triglicéridos en el citoplasma
(Figura 7). La presencia de esteatosis esta relacionada con el alto consumo de

carbohidratos y grasas principalmente. (Rojas et al., 2017).
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Figura 3. Morfologia del higado y estructura celular.

Fuente: Generada en Biorender.com - modificacion propia

Esta alteracion se puede observar de dos maneras: 1) Esteatosis microvesicular,
donde se pueden observar multiples gotas de grasa en el citoplasma del hepatocito sin
desplazar el nucleo. 2) Esteatosis macrovesicular, cuando se observa una sola gota
grande de grasa abarcando toda la superficie del hepatocito, incluso desplazando el
nacleo del centro. Cabe mencionar que ambas anomalias pueden llevar a la muerte

celular (Rojas et al., 2017).

Por todo lo anterior, es importante mantener el buen estado de salud de los

organismos a través de la alimentacion para obtener un crecimiento 6ptimo.
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Figura 4. Esteatosis hepatica A) Microvesicular y B) Macrovesicular

Fuente: Generada en Biorender.com - modificacion propia.

1.5Solucion ala problematica de la nutricion acuicola.

La principal prioridad de los productores acuicolas es incrementar la produccion de
sus cultivos para lograr una mayor rentabilidad, por lo que un alimento de calidad es de
suma importancia, ya que de ahi se deriva un buen estado de salud en los organismos,
sin llegar al requerimiento del uso de antibiéticos, debido a un alimento deficiente de
nutrientes (Roldan, 2020).

Algunos de los requisitos que se tienen que tomar en cuenta para que un nuevo
ingrediente pueda ser utilizado en las dietas de organismos acuicolas, es primeramente
recopilar toda la informacién necesaria sobre el organismo a cultivar, es decir, en qué
condiciones fisicoquimicas habita la especie, fisiologia del organismo, tipo de
alimentacion, niveles proteicos adecuados ya que estos son de suma importancia para
el crecimiento y funcién del sistema inmune, niveles lipidicos adecuados de lo contrario
podria haber un desequilibrio de lipidos y acidos grasos en las células haciendo mas
permeable la membrana celular dejando entrar con facilidad a agentes patogenos (Chen
et al., 2023), de esta manera se puede evitar un desbalance en sus funciones
metabdlicas, inmunolégicas vy ademas, evitar grandes pérdidas, hablando

econémicamente (Vasquez, 2001).




Otro de los requisitos que el ingrediente debe de presentar para ser candidato a
ser utilizado en dietas para organismos acuaticos, es que este ingrediente contenga un
buen perfil nutricional, es decir, buen perfil de aminoé&cidos, acidos grasos, vitaminas y
minerales disponibles para que los organismos puedan digerirlos, absorberlos y
utilizarlos de manera eficiente (Hernandez, 2014). La calidad nutrimental de los
ingredientes es de suma importancia debido a que juega un papel importante en la salud
de los peces, permitiendo que se lleven a cabo los procesos digestivos y las funciones
metabdlicas de los organismos (Li et al., 2019; Vasquez, 2001).

Estudios recientes se han enfocado en responder preguntas acerca de nuevos
ingredientes alternos a las harinas y aceites de pescado, como las harinas de insectos,
los cuales prometen ser potencialmente sostenibles (Maulu et al., 2022). Los insectos
son un grupo muy diverso, siendo también un grupo cosmopolita, ya que los podemos
encontrar en diferentes ambientes (Nogales et al., 2018). Los insectos han formado parte
de la dieta natural de peces tanto carnivoros como omnivoros, ya que se han encontrado

restos de insectos en los intestinos de peces disectados (Nogales et al., 2018).

Los insectos han ganado popularidad en los udltimos afios en la industria
alimentaria por tener varios puntos a favor; su huella ambiental es muy reducida ya que
su crianza se da de manera vertical, por lo que se requiere menos espacio, ademas, la
utilizacion de agua en el proceso del cultivo es muy poca en comparacion de la
produccién de carne de res, avicola y porcina. Otro de los puntos a favor, es que los
insectos se alimentan de desechos organicos, por lo que contribuyen a la reduccién de

basura organica (Maulu et al., 2022; Nogales et al., 2018).

La harina de grillo Gryllus assimilis, tenebrio Tenebrio molitor y de mosca soldado
negro Hermetia illucens BSF (por sus siglas en ingles), han sido excelentes candidatos
como reemplazo de la harina de pescado (HP) para dietas comerciales de organismos
acuicolas (Kumar et al., 2021), ya que dichos sustitutos contienen fuentes proteicas de
alta calidad, como un perfil de aminoacidos esenciales muy similares a las que contiene
la HP, ademas, contienen alto porcentaje de lipidos, acidos grasos esenciales, vitaminas
y minerales que pueden contribuir al buen estado de salud de los organismos cultivados
(Correa, 2020;Li et al., 2020).




Sin embargo, las cantidades de estos nutrientes varia dependiendo de la especie,
el sustrato con el que se alimenten, etapa larvaria en la que se cosechan, el proceso de
secado para la obtencién de harina, y ademas un dato importante, es que debido a que
los insectos tienden a acumular una cantidad mayor de lipidos en su etapa larvaria, la
harina cosechada en esta etapa contine alto porcentajes de lipidos, por lo que las
industrias alimentarias realizan un proceso previo para desgrasar dicha harina, haciendo

cambios considerables en el aumento de porcentaje de proteinas (Nogales et al., 2018).

2. ANTECEDENTES

2.1. Totoaba macdonaldi

Totoaba macdonaldi (Figura 2), es una especie endémica del Alto Golfo de
California (Flanangan y Hendrickson, 1976), la cual es sobreexplotada por el alto valor
comercial que tiene su vejiga natatoria en el mercado asiatico, ya que se considera un
alimento afrodisiaco con propiedades regenerativas y curativas, por esta razon en el afio
1975 la totoaba entr6 en veda permanente, quedando prohibida su pesca de acuerdo
con la norma NOM-059, segun la Norma oficial mexicana de emergencia Nom- EM-169-
(SEMARNAT, 2017; Flanangan y Hendrickson, 1976).

Totoaba es la especie mas grande de la familia Sciaenidae, en su habitat natural
puede llegar a medir hasta 2 m de longitud y pesar 150 kg en su etapa adulta (True,
2012; Flanangan y Hendrickson, 1976). Haciendo una descripcién de su morfologia,
totoaba es de cuerpo alargado, presenta boca grande desde juveniles, y ojos ligeramente
pequefios; su coloracion es platead con vientre blanco y manchas oscuras en todo su

cuerpo.

Su temporada reproductiva va de invierno-primavera por lo que se pueden llegar
a observar juveniles de totoaba en el area del Delta del Rio Colorado, Sonora, México, a
una temperatura de 24-32°C, alimentandose principalmente de larvas de peces y
camarones en su etapa temprana, haciéndola una especie carnivora (True, 2012;
Cisneros-Mata et al., 1995). Se ha comprobado que totoaba es una especie que no tolera

altos porcentajes lipidos y de carbohidratos, ya que es una especie magra y estos
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responden de manera negativa al crecimiento y eficiencia metabdlica (Gonzalez
Acevedo, 2011; Rueda et al., 2011; Lépez et al., 2006).

Durante los ultimos afios se ha trabajado arduamente en la investigacién sobre el
cultivo de T. macdonaldi, desarrollando su biotecnologia de reproduccion y engorda, por
lo que se ha demostrado ser una especie con potencial para la acuacultura y maricultura,
ya gue tiene un crecimiento rapido durante los primeros meses de vida, ademas, es una
especie que se adapta facilmente a condiciones de cautiverio (Garnica, 2022; True,
2012).

Figura 5. Totoaba macdonaldi.
Fuente: Creacion propia.

Totoaba pertenece a la siguiente clasificacion:

Reino — Animalia

Filo — Chordata

Clase — Actinopterygii

Orden — Perciforme

Familia — Sciaenidae

Género — Totoaba (Villamar, 1980)
Especie — Totoaba macdonaldi

Nombre comun — Totoaba

A pesar de estas expectativas, una de las limitantes para realizar el cultivo de esta
especie, es que requiere un alto contenido proteico en su alimentacién por ser una
especie carnivora; por lo que alimentar a totoaba con harinas y aceites de pescado, no

hacen sostenible a la acuacultura.
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2.2.Hermetia lllucens

Mosca soldado negro MSN (H. illucens) (Figura 3) pertenece a la familia
Stratiomyidae, es un insecto de aproximadamente 25 mm y morfolégicamente se
describe con un cuerpo color negro ligeramente aplanado, tiene 6 patas situadas en el
mesotérax, un par de ojos grandes y anténulas situadas en la cabeza, un par de alas
situadas a la mitad de su cuerpo y comunmente es confundido con avispas, pero a
diferencia MSN carece de aguijon (Zumbado y Azofeifa, 2018). Estos organismos pueden
lograr vivir en diversos habitats, desde ambientes terrestres, costeros y dulceacuicolas
(Zumbado y Azofeifa, 2018).

El ciclo de vida de H. illucens es considerablemente corto y consta de 5 estadios
(Figura 4), una mosca adulta puede llegar a poner de 800 a 900 huevos, este estadio
dura alrededor de 4 dias aproximadamente, posteriormente el huevo eclosiona a una
larva, la cual se alimenta de materia organica por un periodo de 13 al8 dias, después
de este tiempo la larva pasa a ser una pre-pupa, la cual solo aumenta su tamafio pero
de la misma manera se sigue alimentando, aprovechando los residuos organicos de la
mejor manera para ser acumulados como reservas energética para su adultes (Oviedo
et al., 2022; Zumbado y Azofeifa, 2018).

Figura 6. Hermetia illucens (Mosca Soldado Negro).

Fuente: Oviedo et al. (2022).

La mosca soldado negro pertenece a la siguiente clasificacion:
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Reino — Animalia

Filo — Arthropoda

Clase — Insecta

Orden — Diptera

Familia — Stratiomydae

Género — Hermetia

Especie — Hermetia illucens (Linnaeus, 1758)
Nombre comun — Mosca soldado negro

Después de los 7 dias, pasa a un estadio de pupa donde su envoltura se
gueratiniza y se mantiene dura para evitar ser comido por depredadores, y si las
condiciones ambientales lo permiten, 10 dias después la pupa pasa a ser un adulto,
donde su Unico objetivo serd reproducirse, ya que su boca no tiene las herramientas
necesarias para alimentarse de organismos mas pequefios, sin embargo, no les impide

tomar liquidos (Oviedo et al., 2022).

La MSN habita en un ambiente con un alto porcentaje de microorganismos
patdgenos, en su etapa larvaria se alimenta de materia organica, a pesar de estas
condiciones, H. illucens no es un vector de enfermedades (Oviedo et al., 2022), incluso
se ha reportado que contienen compuestos bioactivos que permite la inhibicién de
patégenos oportunistas, teniendo en su sistema inmune innato péptidos antimicrobianos
(Zhang et al., 2022).

La MSN acumula de manera eficaz su alimento, transformandolo en grandes
cantidades de proteina y lipidos; Actualmente es uno de los insectos mas estudiados, ya
gue contiene alrededor de 40-65% de proteina en materia seca y 11-37% de lipidos
crudos, ayudando a mejorar el crecimiento de los organismos cultivados y la funciéon
inmunolodgica de los organismos que tienen una dieta a base de este insecto (Zhang et
al., 2022; Jiang et al., 2022; Mohan et al., 2022).

Se ha demostrado que la harina de larva de mosca soldado negro HLMSN tiene
un perfil de aminoacidos muy similar a la HP, ya que se ha encontrado que contiene
arginina, acido aspartico, cisteina, acido glutdmico, histidina, isoleucina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina, metionina, leucina y lisina, estos tres ultimos mencionados

son unos de los aminoacidos esenciales para la nutricion de los organismos, pero que
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desafortunadamente son aminoacidos muy limitantes en otras fuentes de harinas

alternas como la soya (Villanueva et al., 2022; Mohan et al., 2022; Nogales et al., 2018;).

Adulto

800 Huevos

10 dias /
meses

4 dias

Ciclo de vida
Hermertia illucens

Pre-pupa Larva

A

e

Figura 7. Ciclo de vida de Hermetia illucens.

Fuente: Generada en Biorender.com - modificacion propia.

Mohan et al., (2022) menciona que la larva contiene mayores concentraciones de
acidos grasos saturados, los cuales pueden contener de 58-72% de acidos grasos
saturados totales, sobresaliendo en mayores proporciones el &cido laurico y el palmitico,
y dependiendo del valor nutricional de la dieta en su etapa larvaria puede llegar a
contener entre 19-40% de &cidos grasos poliinsaturados y monosaturados totales,
encontrandolos en menores concentraciones (Kroeckel et al., 2012). Ademas, se reporta
gue la HLMSN contiene minerales como calcio, fésforo, magnesio, hierro, manganeso,
zinc y cobre (Mohan et al., 2022; Sastre, 2020) los cuales son esenciales para llevar a

cabo algunas rutas metabdlicas.

A pesar de que la MSN tiene un perfil nutricional excelente para ser sustituido por
HP como fuente proteica, se requiere de una investigacion exhausta para observar los

efectos que causa en la salud de los organismos al ser alimentados con esta fuente.
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Actualmente H. illucens tiene un gran potencial para la produccion de materia
prima para la elaboracién de alimento animal a gran escala (Correa, 2020), estos grandes
volumenes se deben a que pueden crecer, vivir y reproducirse en espacios reducidos en

un tiempo relativamente corto como ya se describié anteriormente.

Algunos animales que ya han sido alimentados con dietas a base de MSN para su
produccion a nivel comercial son cerdos, pollos, conejos (Zumbado y Azofeifa, 2018), y
recientemente se ha demostrado que es un buen candidato para el reemplazo de HP
para dietas de peces como carpa comun (Li et al., 2017), salmon atlantico (Belghit et al.,
2019), bagre (Fawole et al., 2020), lobina europea (Tawwab et al., 2020), pez barramundi
(Chakladre et al., 2021), trucha arcoiris (Hossain et al., 2021) y tilapia (Kishawy et al.,
2022).

2.3.Hermetia illucens en la acuacultura

Estudios probados sobre organismos marinos alimentados con MSN, han
demostrado su buen funcionamiento en la digestibilidad, reduccion de la inflamacion
intestinal, alta supervivencia durante el periodo de cultivo y aumento en la inmunidad
innata de los peces juveniles (Kumar et al., 2021), el cual actiia como la primera linea de
defensa ante la infeccién de agentes patégenos de manera rapida (Azmiera et al., 2022).

Recientemente, Heder y colaboradores en el 2021 evaluaron los efectos de la
sustitucién parcial de harina y aceite de pescado por harina y aceite de mosca soldado
negro H. illucens, con el objetivo de observar los pardmetros productivos de juveniles de
barramundi Lates calcarifer, pez que se cultiva en gran parte de Australia y el océano
indico; Ademés, evaluaron el estado de la barrera intestinal, respuesta inmune y calidad
de la carne del organismo, en su estudio formularon 4 dietas: 1) dieta control con harina
de pescado 2) dieta con 30% harina de mosca, 3) dieta con 30% aceite de mosca y 4)
dieta con reemplazo del 30% de harina de mosca y 30% de aceite de mosca. Al final del
experimento no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en los parametros
productivos de los peces control y experimentales. En cuanto al estado de la barrera
intestinal, encontraron que los peces alimentados con la dieta 2 y 4 tuvieron un aumento

en la produccion de células caliciformes, tanto en el intestino como en la epidermis a
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comparacion de la dieta 1; asi como también hubo un mejoramiento de la expresion de
citocinas. También reportaron que el perfil de acidos grasos saturados, monoinsaturados
y poliinsaturados del masculo de los peces alimentados con las 4 diferentes dietas, no
se vieron afectados por la incorporacion de harina de MSN en las dietas de los
organismos, por lo que los autores reportan y sugieren un reemplazo parcial del 30% de

harina y aceite de mosca soldado sin comprometer la salud del pez barramundi.

Por otro lado, Li y colaboradores en el 2020, en su investigacion con salmoén del
Atlantico Salmo salar, determinaron el efecto de la salud intestinal de los organismos a
través de la histologia, andlisis de metabolismo de lipidos y expresion génica. Los
autores reportan que los juveniles de salmon del Atlantico presentaron esteatosis en el
intestino distal y medio al ser alimentados con la dieta control y dietas experimentales
con harina de mosca, sin embargo, se observé con menor intensidad en el intestino distal
de los peces alimentados con harina de MSN. En cuanto a los genes expresados con
relacion a procesos inflamatorios no fueron estadisticamente significativos (P>0.05), por
lo que los autores concluyen que el remplazo de harina de mosca en el salmén del

Atlantico no compromete la salud del intestino distal y medio.

Elia y colaboradores (2018), realizaron un estudio donde remplazaron
parcialmente la harina de MSN por HP en dietas para trucha arcoiris Oncorhynchus
mykiss, formulando dietas isoprotéicas e isolipidicas con un remplazo del 25y 50% de
harina de mosca, con el fin de evaluar los efectos sobre la salud intestinal de los peces,
composicién de la mucina y el estrés oxidativo. En sus resultados demostraron que la
harina de MSN incorporada en las dietas, no causo alteracion en la integracién del
intestino, por lo que no presentaron diferencias significativas (P>0.05) en la salud de
este, por otro lado, encontraron una mayor produccién de células caliciformes con
composicion neutra en los organismos alimentados con harina de MSN, las cuales estan
relacionadas en la participaciéon de la digestion y absorcion de nutrientes (Roldan, 2020).
Sin embargo, los valores de estrés oxidativo se vieron alterados en los organismos
alimentados con MSN en comparacion con la dieta control, por lo que los autores
recomiendan una inclusion menor al 20% de harina de MSN a pesar de que la salud

intestinal no tuvo efectos adversos.
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En base a la informacidén presentada, es de gran interés para el desarrollo de
alimentos formulados para T. macdonaldi conocer los efectos relacionados a la salud

intestinal de T. macdonaldi al ser alimentados con HLMSN H. illucens.

2.4.0tros beneficios de Hermetia illucens

Si bien H. illucens ha sido utilizada como una alternativa proteica en la industria
acuicola, en los ultimos afios se han hecho investigaciones por su actividad
inmunomoduladora debido al contenido de quitina (Koutsos et al., 2022; Hurtado Lévano,
2010). Los inmunopotenciadores se definen como un agente, molécula, compuesto o
sustancia que estimula la respuesta inmune innata de los organismos por medio de una
interaccion de estos componentes y las células de dicho sistema (Rondén-Barragan,
2004; Pérez et al., 2014), el uso de inmunopotenciadores en la dieta de peces ha sido
hasta ahora la mejor opcion para reducir el uso de antibiéticos, ya que incrementan las

funciones de las células defensoras (Rondon-Barragan, 2004; Roldan, 2020).

La mayoria de los inmunopotenciadores son compuestos que estan presentes en
la dieta como proteinas, lipidos, vitaminas y minerales (Rondon Barragan, 2004).
Weththasinghe et al. (2021), también menciona y confirma que la MSN, contiene
sustancias como la quitina y péptidos antimicrobianos (PAM) que funcionan como
inmunopotenciadores y antioxidantes, que pueden ayudar a mejorar la salud de los peces
alimentados con una dieta a base de harina de mosca soldado.

La quitina es un polisacarido compuesto de cadenas largas de glucosa que esta
presente en el exoesqueleto de la MSN (Gasco et al., 2018) y ha sido utilizada en la
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss como inmunopotenciador para aumentar la
eficiencia del sistema inmune ante infecciones de la cepa bacteriana Aeromona

Salmonicida (Rondon Barragan, 2004).
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3. JUSTIFICACION

Debido al interés que surge en encontrar fuentes proteicas que sean sustentables,
el presente estudio propone utilizar la harina de mosca soldado negro, debido a
gue contiene altos niveles de proteinas que van del 40-65%, alta digestibilidad,
posee aminoacidos y acidos grasos esenciales, apto para ser un producto que
cumple con los estandares de nutricion de alta calidad para la produccion de
juveniles de Totoaba macdonaldi, ademas, de ser un producto seguro para su

salud, ya que la mosca no es un vector de enfermedades.

Totoaba macdonaldi en etapas juveniles requiere del 40-50% de proteina cruda,
por lo que Hermetia illucens puede ser una excelente fuente nutritiva, aportando

estas cantidades proteicas.

De acuerdo con estudios previos realizados en otras especies de peces
carnivoros, se ha demostrado que Hermetia illucens beneficia su salud intestinal,

mejorando la capacidad de absorcion de nutrientes.

4. HIPOTESIS

El uso de harina de larva de mosca soldado negro (HLMSN) Hermetia illucens

en las dietas de juveniles de Totoaba macdonaldi tiene un efecto positivo en la salud

de dichos organismos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el estado de salud de juveniles de Totoaba macdonaldi a través de dietas con
diferentes niveles de harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los parametros productivos de juveniles de Totoaba macdonaldi y
determinar la mejor concentracién de reemplazo de harina de mosca soldado

negro Hermetia illucens que no afecte el estado de salud los organismos.

e Comparar los parametros hematolégicos y bioquimica sanguinea de juveniles de
Totoaba macdonaldi alimentados con una dieta control a base de harina de

pescado y dietas experimentales a base de harina de mosca Hermetia illucens.

e Comparar la produccion de células caliciformes del tejido intestinal de juveniles de
Totoaba macdonaldi alimentados mediante las diferentes concentraciones

proteicas de harina de mosca Hermetia illucens y dieta control.

e Observar estructuras de tejido intestinal y hepatopancreas de juveniles de
Totoaba macdonaldi y describir el efecto que causa en los organismos
alimentados con una dieta a base de harina de mosca soldado negro Hermetia

illucens.

19



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de organismos
Este trabajo de investigacion se realizé con organismos juveniles de T. macdonaldi
donados por la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias
Marinas (FCM) de la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC):

Coordenadas: Latitud (31° 51 °477)

Longitud (116° 39’ 56”)

6.2 Sistema de cultivo

Los organismos se sembraron en un sistema de cultivo “Guelph” con un flujo
cerrado con recolector de heces. El sistema cont6 con 24 unidades experimentales con
una capacidad aproximada de 90 L cada una. Para mantener la calidad y recirculacion
del agua, el sistema cont6 con una bomba de % HP, un calentador de agua para el control
de la temperatura (Delta Star Heat Pump) Modelo DSPH-8 con % Hp y 1,495 watts, un
filtro mecéanico de polipropileno con bolsa filtrante de 10 um, un biofiltro de cuentas
plasticas (PolyGeyser®), un fraccionador de espuma (Protein Skimmer) para evitar la
acumulacion excesiva de compuestos nitrogenados, un tanque de compensacion con
capacidad de 0.390 m3, un blower para mantener la concentracién de oxigeno disuelto,

un filtro de 1 um con luz ultravioleta, y un reservorio de agua con capacidad de 800 L.

6.3 Siembra de los organismos

Se realiz6é la siembra de organismos en 18 unidades experimentales, donde la
seleccion fue completamente aleatoria. Se colocaron 15 organismos por tanque y se
colocaron en tres rondas: 1 de 10 organismos, 1 de 3 organismos y 1 de 2 organismos.
El experimento se inicié con organismos de peso promedio de 18.92 + 0.56 g y una talla
promedio de 12.60 + 0.58 cm. Se realizé un analisis estadistico al inicio del experimento
para verificar que todos los tanques experimentales contaran con un peso promedio
inicial de los organismos, para lo cual se realizd el analisis ANOVA del cual no se

obtuvieron diferencias significativas (P >0.05) entre los tratamientos.
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6.4 Disefio experimental

Las 6 dietas elaboradas se distribuyeron por triplicado completamente al azar en
los tanques del sistema. Los juveniles de totoaba fueron alimentados a saciedad dos
veces al dia. Una primera alimentacion se llevo a cabo a las 9:00 h y la segunda a las

17:00 h durante 60 dias. Se mantuvo un fotoperiodo de 12 h luz 'y 12 h oscuridad.

6.5 Alimentacién durante el periodo de aclimatacién

El periodo de aclimatacion fue de 5 dias, donde se alimentaron a los juveniles de
totoaba con alimento comercial EWOS® empleado en la UBP. Las raciones de
alimentacion fueron a saciedad dos veces al dia, una primera alimentacion se llevé a
cabo a las 9:00 y la segunda 17:00 h. Durante el periodo de aclimatacion se realizaron

las dietas experimentales.

6.6 Mantenimiento del sistema

Después de la alimentacion, se llevaba a cabo una limpieza de las unidades
experimentales haciendo uso de un sifén para recolectar las heces y el alimento no
consumido. Para evitar un aumento de compuestos nitrogenados, diariamente se
drenaban tuberias de salida del sistema, se realizaban cambios de los filtros de bolsa de
10 um del filtro mecéanico, se realizaba retrolavado del biofiltro por inyeccion de aire y se
median parametros (amonio, nitrito y nitrato) con un kit comercial API®. El agua perdida
por la limpieza se recuperaba inmediatamente a través de una valvula check colocada
en el tanque de compensacion la cual entraba al calentador de agua para evitar un
cambio brusco de temperatura. La concentracion de oxigeno disuelto en el sistema se
mantuvo a 6 mg/L y la temperatura fue mantenida a 24°C durante la aclimatacion y el

experimento.
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6.7 Preparacion de dietas experimentales

Para el experimento se formularon 6 dietas isoprotéicas e isolipidicas para
contener 52% de proteina cruda y 12% de lipidos crudos: se formul6 una dieta control a
base de harina de pescado y cinco dietas experimentales donde se sustituyé un 10, 20,
30, 40 y 50% de HP por HLMSN H. illucens de la empresa Enviroflight®, nombradas DC,
M10, M20, M30, M40, M50, respectivamente. Una vez obtenidas las seis dietas, se
verifico el contenido proximal formulado, por lo que se realiz6é un analisis proximal (Tabla
1), asi como andlisis de aminoacidos y acidos grasos (Tabla 2-3). La elaboracion de las
dietas fue llevada a cabo en el laboratorio de Nutricion Acuicola de la FCM en la UABC.
Cada uno de los ingredientes de la Tabla 1 se integraron en una mezcladora (modelo
K45SS, KitchenAid®) con capacidad de 1 kg de 275 watts, en el siguiente orden; Harinas
(proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales), aceites y aglutinantes. Las harinas
fueron mezcladas por 5 minutos, posteriormente se diluyo la vitamina liposoluble (E) con
los aceites para después ser vertidos en las harinas y ser mezclados durante 5 minutos.
Para cubrir los requerimientos nutricionales de aminoécidos esenciales de totoaba, se
agrego taurina, lisina y metionina. La grenetina y el almidén se hidrataron previamente,
una vez disueltos se colocaron con los demas ingredientes y se mezclaron por 3 minutos,
agregando agua para obtener una masa consistente. Una vez obteniendo la consistencia
deseada, la masa se coloc6 en un moledor de carne con un disco de orificios de 5 mm
para moldear y cortar el alimento y formar los pellets, los cuales se colocaron en charolas
de aluminio para su secado en una estufa a 60°C durante 12 h. Una vez secos los pellets
se dejaron enfriar y se almacenaron en bolsas ziploc, para posteriormente ser guardadas

en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

6.8 Andlisis bromatolégicos (quimico-proximales)

Para determinar el porcentaje de proteinas, lipidos, cenizas y humedad de la
harina de mosca soldado negro y los tejidos (musculo, visceras, higado y pez entero) se
realizaron analisis quimico proximal (Tabla 1). Previo al analisis de composicion proximal,
cada uno de los tejidos fueron puestas en navecillas y posteriormente fueron colocados

en una estufa a 60°C durante 8 a 12 h, para la obtencion de muestras seca.
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Tabla 1. Composicion de ingredientes (gr 100g!) de dieta control con harina de pescado
(HP) y dietas experimentales con harina de larva de mosca soldado negro Hermetia
illucens; y composicién proximal, para Totoaba macdonaldi.

INGREDIENTES DC M10 M20 M30 M40 M50
Harina de pescado 65.70 58.60 52.55 45.98 39.41 32.55
Harina de mosca soldado 0.00 8.65 17.13 25.69 34.56 42.82
Quitina 8.10 6.50 4.90 3.30 1.60 0.00
Grenetina 0.60 1.20 1.50 2.20 2.70 3.69
Almidon 5.90 5.90 5.90 5.90 5.90 5.85
Celulosa 4.80 4.06 3.03 1.84 0.74 0.00
Harina trigo 5.50 5.50 5.50 5.50 5.50 5.46
Harina maiz 5.60 5.60 5.60 5.60 5.60 5.58
Aceite de pescado 0.00 0.00 0.50 1.50 2.20 2.30
Aceite de soya 2.00 2.20 1.60 0.70 0.00 0.00
Mezcla vit-min* 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Vitamina C 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina E 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Taurina 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Lisina 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Metionina 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Asc. mono-P (35%) ** 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
TOTAL 100.0 100.00 100.0 100.0 100.0 100.0

COMPOSICION PROXIMAL
Proteina cruda (%) 52.02 52.30 52.15 52.02 52.08 52.19
Lipidos crudos (%) 11.87 12.14 12.07 12.00 12.15 12.47
Cenizas (%) 13.25 13.74 13.54 13.53 12.86 12.05
Humedad (%) 4.80 4.46 4.37 4.05 3.63 4.18
Almidén (%) 8.2 9.2 9.8 10.2 10.4 10.4
Quitina (%) 6.87 5.70 4.25 3.93 2.92 2.13
ELN 2.99 2.46 3.82 4.27 5.96 6.58

*. Mezcla de vitaminas y minerales, **: Ascorbato 2-fostato al 35%, ELN: Extracto libre de
nitrégeno. DC: Dieta control, M10: sustitucion de HLMSN con 10%, M20: sustitucién de HLMSN
con 20%, M30: sustitucién de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50:
sustitucion de HLMSN con 50%.
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6.8.1 Determinacion de humedad y cenizas totales

Para obtener la humedad total de las muestras se etiquetaron y se pesaron
crisoles en una balanza analitica, posteriormente se pesaron 0.25 g de muestra seca; En
todo momento se requirié del uso de pinzas de diseccidon para manipular los crisoles. Los
crisoles se colocaron en una estufa y se dejaron a 105°C durante 6 h, al finalizar este
tiempo se colocaron los crisoles en un desecador; una vez a temperatura ambiente se

pesaron los crisoles en una balanza analitica y se anotaron los pesos obtenidos.
%Humedad =100-(MS/PMI) *100

Donde:
¢ MS= Muestra seca
e PF=Peso final (después de las 6 h)

e PMI= Peso de muestra inicial

Con las muestras previas utilizadas en humedad, se colocaron los crisoles en la
mufla a 150 °C y se subi6 la temperatura gradualmente cada 15 minutos hasta llegar
a los 550 °C. Una vez llegando a la temperatura se dejaron las muestras en la mufla

por 5 h para obtener el porcentaje de cenizas totales.
%Cenizas=((PFC-PC) /MS) *100

Donde:

e PFC=Peso final crisol
e PC=Peso crisol

e MS=Muestra seca

6.8.2 Determinacién de lipidos totales por el método de Folch (1957).
Se peso 0.1 g de muestra seca en un tubo de ensayo previamente etiquetado,

(cada muestra se realiz6 por triplicado). Como estandar se pesé 0.025 g de tripalmitin,
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posteriormente se adicion6 a cada tubo 200 um de agua destilada con una micropipeta
y se dio vortex por 1 minuto. Después se adicionaron 6 ml de diclorometano-metanol, se
dio vortex por 30 segundos y se dejo reposar durante 12 h para que se realizara la
separacion de fases y extraccion de lipidos de las muestras. 12 h después, se etiqueto
la misma cantidad de tubos de ensayo. Se prepararon jeringas de 12 ml con filtro de
plastico y papel Whattman #4 para filtrar las muestras a los nuevos tubos de ensayo. Una
vez filtradas las muestras se agregaron 1.5 ml de KCl al 1.76%, y se dejo reposar por 12
h. Después de este tiempo, con una pipeta Pasteur se descart6 la fase acuosa y de
sélidos. Por otro lado, se pesaron viales de 4 mly se anoto el peso obtenido de la balanza
analitica, después se tomaron 2 ml de la muestra con una pipeta aforada y se colocaron
en su respectivo vial, los cuales se dejaron evaporar a 60°C en un termoblock. Una vez
evaporada la muestra, se retiraron y se colocaron en el desecador con unas pinzas de
esterilizacion, se dejaron las muestras por 30 min a temperatura ambiente y se anotaron

los pesos obtenidos de la balanza analitica.

%Lipidos =((PVF-PV) /PM) *100) *ml| evaporados
Donde:
e PVI=Peso vial inicial
e PVF=Peso vual final

¢ PM= Peso de muestra

6.8.3 Determinacion de proteinas totales por el método de microKjeldahl
(Digestion)

En un papel libre de nitrogeno se peso en una balanza analitica 1.5 g de sulfato de
potasio, 0.05 g de sulfato cuprico, 0.05 g de muestra (polvo) y en el caso de la muestra
estandar de proteina se pesé 0.025 g de grenetina, todo se colocé en un matraz
microKjeldahl de 30 ml, se adicion6 3 ml de acido sulflrico (todas las muestras se
prepararon por duplicado). Los matraces se colocaran en el digestor y se aumento la
temperatura gradualmente cada 20 minutos, el equipo se apago hasta disolver todos los

componentes afiadidos. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se

25



aforaron a 25 ml con agua destilada y se guardaron en frascos de polietileno. Para el
proceso de destilacion primeramente en un vaso de precipitado de 100 ml se colocaron
15 ml de acido bérico al 3%, se agregaron 5 gotas de indicador Shiro Tashiro y
posteriormente se coloco el vaso de precipitado para obtener la muestra, para ello, se
tomaron 5 ml de la muestra aforada, 10 ml de hidréxido de sodio preparado al 40% y se
vertio en la copa del destilador. Se encendio el equipo y se destilaron 40 ml por muestra.
Para la titulacion se utilizé una bureta con soporte universal y se agregé HCI al 0.05N
Sobre una plancha de agitacién constante se coloco el vaso de precipitado con los 40 ml
de muestra destilada, y por medio de goteo lento se anoté el volumen gastado de acido

al instante del cambio de color verde a violeta.

%Nitrégeno = (((HCLgm— HCLbI) * HCLN*0.014) /PM) *100
Donde:
e HCLgm= Acido clorhidrico gastado en muestra
e HCLbI= Acido clorhidrico blanco
e HCLN= Normalidad del acido

e PM= Peso de muestra en gramos

Posteriormente, se aplicé la siguiente formula para obtener el porcentaje de proteinas
total.

% Proteina = % Nitrégeno*5 ml*6.25 (6 4.67)

Donde:

% Nitrogeno: Resultado de porcentaje de nitrégeno
5 ml: 5 ml muestra destilada

6.25: Valor Kp en proteina animal

4.67: Valor Kp en proteina de insectos (Jannsen et al., 2017).
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6.8.4 Determinacion de almiddn total

Para la preparacion de las muestras, se pesaron y etiquetaron matraces de 100
ml. Después se pesaron 0.5 gr de muestra (dieta) en una balanza analitica, 0.5 gr de
blanco y 0.25 gr de estandar en el cual se utilizé almidén de maiz.

6.8.4.1 Dispersion del almidén

A cada uno de los matraces con muestra previamente pesada, se afiadié 25 ml
de agua destilada fria y se agito suavemente. Posteriormente los matraces se colocaron
en ebulliciébn durante 3 minutos, e inmediatamente se taparon los matraces con un vaso
de precipitado y se coloc6 en una incubadora a 60°C. Una vez alcanzada la temperatura
los matraces se transfirieron rapidamente a una autoclave a 121°C por 1.5 h. Pasando
el tiempo programado, los matraces de colocaron rapidamente a bafio maria a 60°C, con
el fin de evitar la cristalizacion de la solucion. Cabe destacar que en todo el procedimiento

la temperatura de la solucién no fue menor a 60°C.

6.8.4.2 Hidrdlisis del almidén

Cuando los matraces estaban en el bafio maria, se les afiadié 2.5 ml de solucién
tapon acético, y posteriormente se le afiadi6 agua destilada a temperatura ambiente,
hasta que el contenido del matraz alcanzara 50 gr, para ajustar su peso, el matraz se
retir6 del bafio maria, rapidamente se ajustd su peso en una balanza analitica y se
regresd de inmediato a bafio maria. Una vez teniendo el peso deseado, se inici6 la
agitacion del bafio maria y se esper6 a que las muestras alcanzaran los 60°C.
Posteriormente se afiadieron 2 ml de solucion glucamilasa, nuevamente se taparon los
matraces con un vaso de precipitado y se continuo con la agitacién a bafio maria durante
2 h.

6.8.4.3 Filtracion de muestras

Para filtrar la solucién de cada uno de los matraces, se colocaron sobre un

embudo con papel filtro (Whattman #4) y un matraz de aforacion, después con agua

27



destilada se aforo la muestra a 100 ml (Solo se aforo una vez que las muestras estuvieran

a temperatura ambiente).

6.8.4.4 Calculos para la determinacion del almidén

Finalmente, el contenido de almidon se cuantifico utilizando un lector de
microplaca siguiendo las indicaciones del Kit comercial de glucosa oxidada Pointe
Scientific, INC.

% Almidon = 0.9 X ((m/105) X (250/Vo) X (V4/1) X (100/E) X (100/100-H))

Donde:

0.9= Factor de conversion de glucosa en almidén
m= Glucosa leida en curva patrén (um)

Vo= Volumen de la alicuota del hidrolizado (ml)
V1= Volumen del hidrolizado diluido (ml)

E= Peso de la muestra (gr)

H= Contenido en agua

6.8.5 Obtencidon de quitina

La quitina se obtuvo a través del exoesqueleto de camaron las cuales primeramente
fueron lavadas con agua corriente, y en seguida se colocaron en agua hirviendo para su
coccion. Posteriormente fueron colocadas en charolas de aluminio y se metieron en una
estufa a 60°C por 8 h, después fueron depositadas en una licuadora (modelo Explorian
E320, Vitamix®) de 1640 watts y se trituraron hasta obtener harina de exoesqueleto de
camaron. Una vez obtenido el polvo se realizaron 3 lavados para la extraccion de quitina

siguiendo la metodologia de (Escobar et al., 2013).
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6.8.5.1 Desproteinizacion

Las proteinas existentes en nuestra harina de exoesqueleto de camardn se
eliminaron a través de una solucion de hidréxido de sodio (grado analitico) a una
concentracion de 3.5%. La harina se colocé en una relaciéon 1:10 liquido, posteriormente
se mantuvo en una plancha de agitacion a 95°C por 2 h bajo una campana de flujo
laminar. Una vez terminado el tiempo la harina fue filtrada con una maya, se lavé con
agua dulce y se exprimi6 para retirar el excedente de la solucion, se colocé en una cama

de aluminio y se dejé secar en una estufa a 60°C por 6 h.

6.8.5.2 Desmineralizacién

Una vez seca, se removieron los carbohidratos de calcio del exoesqueleto a través
de una solucién de acido clorhidrico a una concentracion de 2N. La harina se colocé en
una relacién 1:5 liquido, posteriormente se mantuvo en la plancha de agitacion sin
temperatura por 1 hora bajo una campana de flujo laminar. Una vez terminado el tiempo
la harina fue filtrada con una maya, se lavo con agua dulce y se exprimio para retirar el
excedente de la solucion, se coloco en una cama de aluminio y se dejo secar en una
estufa a 60°C por 6 h.

6.8.5.3 Purificacion

Finalmente, para la obtencién de quitina, se realiz6 un tercer lavado a partir de una
solucién de hidréxido de sodio (grado analitico) a una concentracion de 3%. La harina se
colocd en una relacién 1:10 liquido, posteriormente se mantuvo en una plancha de
agitacion a 100°C por 1 hora bajo una campana de flujo laminar. Una vez terminado el
tiempo la harina fue filtrada con una maya, se lavd con agua dulce y se exprimié para
retirar el excedente de la solucién, se coloco en una cama de aluminio y se dejo secar

en una estufa a 60°C por 6 h.

6.8.5.4 Determinacién del porcentaje de quitina

Para la determinacion de la quitina en las dietas, se pesaron 8 gr de muestra sobre

papel filtro en una balanza analitica, posteriormente se colocaron en dedales de
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extraccion y fueron colocados en un extractor Soxhlet. Siguiendo con el protocolo, se
colocaron 175 ml de éter de petroleo en el matraz bola y se coloco a una temperatura de
90°C y se dejo6 por 2 h. Una vez teniendo las muestras desgrasadas, se utilizé el método
de Black y Schwartz, 1950 modificado para obtener el porcentaje de quitina en las dietas.
En una balanza analitica se pesaron 2 gramos de muestra previamente desgrasada, se
colocaron en un vaso de precipitado de 600 ml, posteriormente se agregaron 100 ml de
HCL al 3% y se colocaron en un extractor de fibra cruda por 1 hora. Después de este
tiempo, la muestra se coloc6 en un embudo de crisol sobre un papel filtro y a través de
una bomba de vacio se filtr6 la muestra, posteriormente se hicieron lavados con agua
destilada hirviendo hasta que la muestra ya no fuera acida. Las mismas muestras se
volvieron a colocar en los vasos de precipitado de 600 ml, se agregaron 100 ml de NaOH
al 5% y se colocaron sobre el extractor de fibra cruda por 1 hora. Durante este periodo
de tiempo se agregaron 3 gotas de etanoato de etilo para estabilizar la molécula de la
quitina y evitar que la muestra se proyectara. Posterior al tiempo, la muestra se coloco
nuevamente en un embudo de crisol sobre un papel filtro (previamente pesado en una
balanza analitica) y a través de una bomba de vacio se filtr6 la muestra, después se
hicieron lavados con agua destilada hirviendo hasta eliminar el NaOH, y por ultimo se
dieron dos enjuagues con 15 ml de acetona cada uno. Una vez filtrada la muestra, el
papel filtro junto con la muestra se pesaron en una balanza analitica, se pusieron en un
crisol previamente pesado y etiquetado y se colocaron en una estufa a 110°C por 30 min.
Finalmente, una vez seca la muestra, los crisoles se volvieron a pesar en una balanza
analitica y posteriormente fueron colocados en una mufla para incinerar la muestra a
550°C por 30 minutos, subiendo gradualmente la temperatura cada 15 minutos para

evitar una proyeccion en las muestras.

6.9Determinacion del perfil de aminoacidos de dietas experimentales

Para la determinacién del perfil de aminoacidos de las dietas experimentales se llevo

a cabo la siguiente metodologia.
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6.9.1 Desgrasado de muestras

Se pesaron 0.150 gr se muestra seca en viales de 10 ml, posteriormente se afiadio
3 ml de solucién metanol/diclorometano en una relacion (2:1). Después se agitaron las
muestras con ayuda de un vortex por 30 segundos y se dejaron reposar las muestras
durante 24 h a 4°C.

6.9.2 Lavado de muestras

e Las muestras de dejaron a temperatura ambiente.

« Una vez a temperatura ambiente, las muestras se colocaron en la
centrifuga a 3000 rmp por 3 minutos a 4°C.

« Se retiro el sobrenadante con una jeringa de vidro de 1 ml.

o Se les agregaron 2 ml solucion dicloro

e metano/metanol a una relacion (1:1).

e Las muestras se colocaron en la centrifuga a 3000 rmp por 3 minutos a 4°C.

o Se retiro el sobrenadante con jeringa de vidro de 1 ml.

« Se volvieron a agregaron 2 ml solucién metano/metanol relacion (1:1).

o Las muestras por tercera vez se colocaron en la centrifuga a 3000 rmp por
3 minutos a 4°C.

e Una vez mas se retir6 el sobrenadante de la jeringa de vidrio de 1 ml.

o Porcuartay ultima vez se agregaron 2 ml solucién metano/metanol relacion
(1:2).

e Las muestras se colocaron en la centrifuga a 3000 rmp por 3 minutos a
4°C.

o Se retiro el sobrenadante

« Finalmente se dejaron las muestras evaporando a 60°C en una estufa

toda la noche.
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6.9.3 Hidrodlisis

Una vez seca la muestra, se pesaron 0.05 g de muestra y se agregaron 3 ml de
acido clorhidrico al 6N con 0.1% de fenol. Posteriormente se agregd corriente de
nitrégeno para dispersar el oxigeno existente en la muestra, y se coloco en una estufa a
113°C por 18 h. Posterior al tiempo, la muestra se colocé en un matraz de aforacion de
25 ml utilizando agua desionizada, y se mezcl6 para su integracion. Después, en un vaso
de precipitado y con una jeringa se tomo 1.5 ml de muestra, se coloc6 un filtro y se vertio
en viales @&mbar de 1.5 ml. Finalmente se guardaron los viales en refrigeracion a 4°C
hasta su procesamiento en HPLC. La derivatizacidn se realiz6 directamente en el HPLC
Agilent (Mod. 1200 infinity series). De manera general, se tomaron 2.5 ul del buffer de
fosfatos (Part Num. 5061-3339), seguido de 0.5 pyl de muestra con relacién 1:1:1 de OPA:
FMOC (Ortoftaldehido: Fluorenylmethyloxycarbonyl), posteriormente fueron inyectadas
en secuencia continua en el HPLC. Para la separacién de los AAS se utilizé una columna
C18 de fase reversa Zorbax eclipse AAA (4.5 X 150 mm 3.5um, P.N. 963400-902), donde
se empled un volumen de inyeccion de 5 pL. Para la corrida, se utilizé un gradiente de
buffer de fosfato de sodio al 40mM (Sigma aldrich, cat num. 71500-250g) y una mezcla
de acetonitrilo al 45% Metanol 45% y agua grado HPLC 10%, a un flujo de 1mL/min. El
sistema se acoplé a un detector de fluorescencia (1260 FLD series, Agilent technologies,
USA) y un detector de DAD (1260 DAD-UV, Agilent technologies, USA), mismos que
fueron conFigurados en dos longitudes de onda, 340/450 nm y 266/305 nm
excitacién/emision y para el DAD, 380nm (OPA) y 262nm (FMOC). La curva de
calibracion se realizo utilizando una solucién de AAS estandares (P.N. 061-3330) con
concentraciones de 50 a 350 pmol. Como ultimo paso, estimé el area bajo la curva con
el programa “OpenLAB” (Agilent Technologies 2000 copyright), obteniendo asi el
porcentaje de aminoacidos, respecto al contenido de proteina en las muestras (Tabla 2).
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Tabla 2. Perfil de aminoéacidos de dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina
de pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens, para juveniles
de Totoaba macdonaldi (g AA 100 g de dieta, base seca).

AMINOACIDOS DC M10 M20 M30 M40 M50
Aminoacidos esenciales

Histidina 1.2+0.0 1.3+0.0 1.3+0.0 1.2+0.0 1.3+0.0 1.3+0.1
Arginina 3.320.0 3.320.0 3.320.0 3.320.0 3.7+0.3 3.3£0.0
Treonina 2.5+0.0 2.5+0.0 2.4+0.0 2.4+0.0 2.5+0.0 2.320.0
Valina 3.1+0.2 3.4+0.1 3.5+0.1 3.5+0.0 3.5+0.0 3.6x0.1
Metionina 0.4£0.1 0.2+0.0 0.2 0.0 0.4£0.0 0.2£0.2 0.3z0.1
Lisina 4.7+£0.0 4.5+0.1 4.5+0.1 4.5+0.1 4.2+0.1 3.920.1
Isoleucina 2.4£0.0 2.4£0.0 2.4+£0.0 2.320.0 2.320.0 2.320.0
Leucina 4.4+0.0 4.4+0.0 4.3+0.0 4.2+0.0 4.1+0.1 4.0+0.1
Fenilalanina 2.5+0.0 2.5+0.0 2.5+0.0 2.4+0.0 2.4+0.0 2.4+0.0
Subtotal 24.5+£0.2 24.4+0.2 24.3+x0.3 24.1+0.0 24.0+0.3 23.4+0.1
Aminoacidos no esenciales

A. Aspar* 5.1£0.0 5.1£0.1 5.10.1 5.0£0.0 4.7+0.0 4.9+0.2
Serina 2.520.0 2.52£0.0 2.5£0.0 2.520.0 2.6x0.0 2.6x0.0
A. Glutam* 8.6+0.1 8.6+0.1 8.4+0.3 8.3+0.0 7.9+0.1 8.2+0.3
Glicina 3.440.0 3.4+0.1 3.5+0.0 3.840.0 3.9+0.1 3.9+0.1
Alanina 3.90.1 3.9+0.2 3.940.0 3.9+0.1 4.0+0.0 4.0+0.1
Tirosina 2.1+0.0 2.2£0.0 2.3£0.0 2.4£0.0 2.5x0.0 2.6x0.1
Subtotal 25.7+£0.2 25.8+0.1 25.8+0.2 25.9+0.1 25.4+0.2 26.1+0.5
Otros

Taurina 0.8+0.1 1.0£0.0 0.9£0.0 0.92£0.0 1.0£0.0 1.0£0.0
Total 51.1+0.1 51.2+0.2 51.0+0.0 51.0+0.1 50.5+0.1 50.4+0.4

DC: Dieta control, M10: sustitucién de HLMSN con 10%, M20: sustitucién de HLMSN con 20%,
M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50: sustitucién de
HLMSN con 50%. *A. Glutam: Acido glutamico, *A. Aspar: Acido aspartico. Los valores son
expresados como promedio de dos réplicas + desviacion estandar.
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6.10 Transmetilacién de acidos grasos

Para realizar la transmetilacion y obtener el perfil de acidos grasos (AGS) de la
HLMSN, las dietas experimentales e higados de los organismos, se preparé una solucién
extractora con relacion (10:1:1), donde se mezcld en una botella de cristal de 100 ml, 40
ml de metanol, 4 ml de diclorometano y 4 ml de acido clorhidrico. En un vial de 10 ml se
pesaron 0.1 g de muestra seca en una balanza analitica, posteriormente se adicionaron
3 ml de solucién extractora preparada previamente y 50 pl de estdndar BHT. Las
muestras se colocaron en corriente de nitrégeno por 30 segundos, se cerraron los viales
y se colocaron en una estufa a 85°C por 2 h. Una vez el tiempo terminado, las muestras
se dejaron enfriar (30 min) y se adiciono con una pipeta 1.5 ml de hexano, 1.5 ml de agua
destilada y 0.33 ml de diclorometano. Posteriormente se centrifugaron las muestras a
3500 rpm por 10 minutos a 4°C. Finalmente se recuperd por muestra 1.5 ml de la fase
superior con una jeringa de cristal y se colocé en viales ambar, se cerraron y se
almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta su uso en un cromatégrafo. Para el andlisis de
las muestras en cromatografia de gases se sustituyeron las tapas por unas que
permitieron la inyeccion de las muestras al cromatdgrafo. Para comenzar con el ciclo de
determinacién de los AGS, el cromatografo inicio con una temperatura de 120°C, y hasta
llegar a los 240°C para concluir el ciclo. Se utilizo nitrégeno como gas acelerador de los
acidos grasos, y como reactivo blanco se utilizé hexano. En una computadora conectada
con el equipo Agilent Technologies 788202 GC system, se ingresé al software para
depurar los perfiles obtenidos de cada una de las harinas, dietas muestreadas y
musculos de los peces alimentados con diferentes dietas. Este software mostro los
tiempos de retencion de cada uno de los acidos grasos identificados de cada muestra a
través de un proceso de combustion de estos AGS. Una vez que las lecturas fueron
arrojadas por el programa, se procedio a eliminar el area de la gréafica correspondiente
al hexano, posteriormente se ajustaron los demas tiempos de retencion de los &cidos
grasos y cuando estos fueron <0.300% se eliminaron. Los tiempos de retencion
obtenidos de cada muestra se colocaron en una base de datos en Excel para poder
identificar los acidos grasos correspondientes. En la Tabla 5 se resume el contenido de
lipidos total (mg AG*g harina 1) obtenido en la harina de mosca soldado negro antes de

ser incorporado a las dietas experimentales.
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos de la harina de larva de mosca soldado negro Hermetia
illucens (mg AG*g harina 1), antes de ser incorporada en las dietas para juveniles de
Totoaba macdonaldi.

A. GRASOS HMSN
C12:0 0.7+0.2
C13:0 29.2+3.2
C14:0 8.9+0.1
C16:.0 176 +£0.9
C18:.0 45+04
2SFA 60.8+2.3

C16:1N7 16+0.3

C18:INOT 13.8+0.9

ZMUFAS 154 +1.1

C18:2N6C 16.7+1.2

C18:3N3 11+0.2
C18:3N4 1.0+x0.1
2PUFAS 18.8+1.5

NID 49+0.3
2 TOTAL 100.0

NID: No identificado, C12:0: Acido L&urico, C13:0: Acido Tridecilico, C14:0: Acido Miristico,
C16:0: Acido Palmitico, C18:0: Acido Esteéarico, ZSFA: Sumatoria de 4cidos grados saturados,
C16:1n7: Acido Palmitoleico, C18:1N9T: Acido elaidico, EMUFAS: Sumatoria de acidos grasos
monoinsaturados, C18:2N6C: Acido linoleico, C18:3N3: Acido linolénico, C18:3n4: Acido
octadecatrienoico ZPUFAS: Sumatoria de &cidos grasos poliinsaturados. AGS: Acidos grasos,
HLMSN: Harina de larva de mosca soldado negro (Hermetia illucens). Los valores son
expresados como promedio de dos réplicas + desviacion.
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6.11 Parametros productivos

En la biometria final los peces se colectaron con redes y fueron colocados en una
cubeta de 12 L con 10 ml aceite de clavo, con el fin de evitar estrés en los organismos y
facilitar su manejo. Una vez que los peces perdieron el equilibrio fueron pesados (g) en
una balanza y medidos (longitud cm) para conocer el crecimiento de los organismos
alimentados con diferentes porcentajes proteicos de las dietas experimentales, y la

eficiencia proteica del alimento a través de los siguientes célculos.
e Ganancia de peso (GP) = (Peso final - Peso inicial)

e Porcentaje de la ganancia de peso (%GP) = [(Peso corporal final (g) — peso

corporal inicial (g)) / peso corporal inicial (g)] x 100

e Tasa de crecimiento especifico = [(In Peso corporal final (g)—In Peso corporal

inicial (g)) / numero de dias de alimentacion]x100
e Ingesta de alimento = Alimento total administrado (g)/ nimero de peces
e Relacién de conversion alimenticia = alimento consumido / ganancia de peso

e Relacién de eficiencia proteica = [ Ganancia de peso neto (g)/ Alimentacion con
proteinas (g)]

e Indice hepatosomatico = 100 x Peso himedo higado (g) / peso corporal entero

(9)

6.12 Hematologia y quimica sanguinea

Para los analisis hematoldgicos los organismos fueron sometidos a 12 h de
ayuno. Por medio de puncién cardiaca se extrajeron muestras de sangre de peces
obtenidos al azar (8 réplicas por tanque). La sangre se obtuvo a traves de jeringas de 1
ml con 0.1 ml de solucion anticoagulante al 10% (EDTA) para la determinacion inmediata
de eritrocitos (ER), hematocrito (HT) y hemoglobina (HB). El porcentaje de hematocrito
(HT%) se calculd por el método de micro-hematocrito a través de centrifugacion de la
sangre a 10,000 rpm por 10 minutos y el lector para tubos capilares de hematocrito
Spiracrit Lancer. El resto de las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 5 min a 4°C,
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se colecto el plasma en tubos eppendorf y se almacenaron a -80°C en un crio-congelador
hasta su uso. Con el plasma almacenado se determind la concentracion de proteina total
(PT), glucosa (Glu), albumina (Alb) y colesterol (Col), por medio de kits comerciales
(Pointe Scientific, INC), a través de un lector de microplaca, con el programa SKANIT
SOFTWARE 3.2 Research Edition for Multiskan GO. (Thermo Scientific).

6.13 Histologia

Para muestras histologicas se disectaron los organismos y se les extrajo el intestino
distal, y dos lébulos del higado (tres peces por tanque). Los tejidos fueron depositados
en un histocaset previamente etiquetados y fueron colocados en un recipiente con 300
ml de solucion fijadora (solucién Davidson) por dos dias. Una vez concluyendo este
periodo, los tejidos se cambiaron a 300 ml de alcohol absoluto y se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su uso. A partir de muestras almacenadas de tejido intestinal
y hepatico de juveniles de T. macdonaldi se deshidrataron en diferentes concentraciones
de Etanol con ayuda de un histoquinete (Tissue-tek I, modelo 4640B). Posteriormente,
las muestras se embebieron en parafina (Paraplast X-TRA) y se cortaron laminas de
muestra en un microtomo (Leica RM2125 RTS) a un grosor de 5 um. Los cortes se
colocaron en bafio maria con grenetina (grado analitico) para extender el tejido y evitar
una montura errénea. Posteriormente los cortes fueron montados en portaobjetos (Gold
Seal®), escurriendo el excedente de agua. Después las laminillas fueron colocadas en
una rejilla en una estufa a 80°C durante toda la noche para realizar la desparafinacion
de las muestras. Previamente a la tincién de las muestras se preparo la solucion Azul
alcian; En una balanza analitica se pes6é 1g de reactivo azul alcian (Cl 74240), y se
afiadio 3 ml de &cido acético, posteriormente se aforo la muestra a 100 ml con agua
destilada y se agitd para su integracion. Posteriormente se tifieron las muestras con la
técnica Hematoxilina-Eosina y Azul Alcian (intestinos) modificado por Sanchez (2019),

de la siguiente manera:

37



6.13.1 Desparafinacion de las muestras
e Las laminillas de tejido intestinal y hepético se realizaron por triplicado por cada
tratamiento, y se colocaron por 8 min en xileno |
e Se colocaron 8 min en xileno |l
e Después, las laminillas pasaron por 5 min en etanol 100%
e Posterior a este tiempo fueron colocadas por 5 min en etanol 96%
e Inmediatamente se colocaron por 2 min en etanol 90%
e Después las laminillas se colocaron por 2 min en etanol 80%
e Después pasaron por 2 min a etanol 70%
e Posterior al tiempo, los tejidos se colocaron por 5 min en agua destilada
e Tomando solo los tejidos intestinales se colocaron por 10 min en Azul Alcian para

la tincién de células caliciformes.

6.13.2 Tincién Hematoxilina-Eosina
Una vez terminado este tiempo se volvieron a integrar los tejidos (intestinal y

hepatico) para continuar con el protocolo de tincion Hematoxilina-Eosina.

e Las laminillas se colocaron por 12 min en hematoxilina

o Posteriormente se realizaron 2 inmersiones de los tejidos en agua corriente

e Inmediatamente se realizd 1 inmersion rapida en alcohol acido

e Después se pusieron por 2 min en agua corriente

e Después por 2 min se colocaron en carbonato de litio

e Posteriormente durante 1 min, las laminillas fueron puestas en agua corriente.

e Concluyendo este tiempo, fueron colocadas por 1 min en alcohol 70%

e Después se realizaron 5 inmersiones de las muestras en Eosina

e Posteriormente se colocaron en alcohol 70% por 30 s

e Se colocaron en alcohol 80% por 2 min

e Después en alcohol 90% por 2 min

e Posterior en alcohol 96% por 5 min

e Se colocaron en alcohol | 100% por 5 min

e Después pasaron a alcohol Il 100% por 5 min

e Se colocaron en xileno | por 3 min
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e Y finalmente las muestras se colocaron en xileno Il por 11 min. (Las laminillas se

mantuvieron en xileno Il hasta su fijacién en resina).

Concluyendo el periodo de tiempo las muestras se retiraron de la rejilla y se coloco
una gota de resina, y sobre la laminilla se coloc6 un cubreobjetos, se dejaron secar a
temperatura ambiente y se guardaron hasta su uso. Por ultimo, los cortes de las muestras
de los tejidos de T. macdonaldi (intestino distal e higado) se observaron en un
microscopio Axioscope a una magnificacion de 5x, 10x, 40x, 100x y fueron fotografiadas
con celular (iPhone modelo 8s) y un adaptador para camara (Labcam) para su
descripcion. Las fotografias histologicas de intestino fueron analizadas a detalle con el
programa Imagej, donde se midieron las células caliciformes, vellosidades intestinales,
longitud de la serosa, muscularis, submucosa, mucosa, altura de enterocitos, longitud de
la ldmina propia y didmetro del intestino, en las Figuras 8 y 9 se delimitan las zonas

medidas en los cortes.

6.14 Anédlisis estadistico

La evaluacion de la normalidad de los datos se determiné con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y para la evaluacion de la homocedasticidad de los datos, se aplico
la prueba de Levene. El efecto que se presenté a partir de las dietas administradas en
los juveniles de T. macdonaldi (ganancia de peso, crecimiento especifico, ingesta de
alimento, factor de conversién alimenticia, eficiencia proteica, IHS, IVS, analisis
sanguineos, composicién proximal y conteo total de celular caliciformes) se evalu6 con

una prueba de ANOVA de una via con un nivel de significancia de P<0.05.

Cuando se determinaron diferencias significativas se llevd a cabo una prueba a
posteriori Tukey para observar las diferencias entre tratamiento. Para poder realizar un
analisis estadistico en las mediciones del intestino distal de los juveniles de T.
macdonaldi, se realizé6 una transformacion de los datos a raiz cuadrada para la
evaluacion de la prueba ANOVA de una via con un nivel de significancia de P<0.05, y
cuando se determinaron diferencias significativas se llevo a cabo una prueba a posteriori
Tukey. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software STATISTICA
release 7 © Statsoft, Inc 2004.
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Figura 8. Corte sagital transversal del intestino medio de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas sustitucion del 20% de harina de pescado por harina de
larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. Objetivo 5x. Punto amarillo: Serosa, Flecha
roja: Muscularis, Punto morado: Submucosa, Flecha negra: Mucosa, Flecha anaranjada:
Vellosidades intestinales, Flecha verde: Diametro del intestino, Flecha azul: Lumen o luz
intestinal.
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Figura 9. Morfologia de corte transversal del intestino medio de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas sustitucion del 30% de harina de pescado por harina de
larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. Objetivo 40x. A. Serosa, B. Muscularis, C.
Submucosa, D. Mucosa, E. Vellosidades intestinales, F. Lumen o luz intestinal, Flecha verde:
Célula caliciforme, Flecha roja: Lamina propia, Flecha azul: Enterocito, Flecha negra; Mucus

intestinal.
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6 RESULTADOS

7.1 Parametros productivos
Los efectos de T. macdonaldi sobre la respuesta biologica al ser alimentados con

HLMSN se presentan en la Tabla 4.

Al finalizar los 60 dias de experimento, se obtuvieron diferencias significativas
(P<0.05) en el parametro de peso final (P. Final) en los organismos alimentados con un
porcentaje de inclusiéon de HLMSN del 20 y 30% (121.87 + 1.01 g y 121.63 = 2.54 Q)
respectivamente, teniendo un peso mayor respecto a los organismos alimentados con la
dieta control a base de harina de pescado con un peso final de 110.45 + 3.15 g. En el
parametro de ganancia de peso (PG) se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05),
donde las dietas con un porcentaje de inclusion de HLMSN del 20, 30, 40 y 50% fueron
muy similares en comparaciéon de la dieta control y la dieta con 10% de HLMSN (Figura
10), sin embargo, los organismos alimentados con 20 y 30% de HLMSN tuvieron mayor
ganancia de peso (102.93+ 1.05 g y 102.78 £ 2.59 g), que los organismos alimentados
con la dieta control y 10% con reemplazo parcial de HLMSN (91.49 + 3.6 gy 89.19 £2.49

g, respectivamente).

Otro de los parametros donde se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05) fue
en la tasa de crecimiento especifico, donde los organismos alimentados con el 20 y 30
% de HLMSN tuvieron un aumento de peso corporal/dia de (3.15 £ 0.02y 3.16 £ 0.03 g)
respectivamente, siendo mayor que el aumento de peso corporal que registraron los

peces alimentados con la dieta control 2.99 + 0.04 g.

Por otro lado, el factor de conversion alimenticia, relacion de eficiencia proteica, los
indices hepatosomaticos, viscerosomaticos e ingesta de alimento no se encontraron
diferencias significativas (P>0.05), sin embargo, los organismos alimentados con dieta
control y M20 tuvieron una ingesta de alimento muy similar (84.39+ 5.93 y 84.67 £ 2.44

g/pez) respectivamente.

Es importante mencionar que la disminucion del porcentaje de sobrevivencia de los

organismos alimentados con las dietas M10, M20 y M30 no se le atribuye a la dieta.
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Ganancia de peso de T. macdonaldi en 60 dias

a
a
105.0 ac
I [ ab
100.0
§ bc [
95.0
c
T ] c
(=]
(o)
9 90.0 [
(]
o
85.0
80.0
DC M10 M20 M30 M40 M50

Dietas experimentales

Figura 10. Ganancia de peso de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con diferentes
niveles de harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens, en 60 dias de
experimentacion. superindices distintos indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05). DC: Dieta control, M10: sustitucion de HLMSN con 10%, M20: sustitucion de HLMSN
con 20%, M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50:
sustitucién de HLMSN con 50%. Los valores son expresados como promedio de tres réplicas
por tratamiento + desviacion estandar. Andlisis ANOVA de una via; prueba posthoc Tuckey.

7.2 Andlisis bromatolégicos de tejidos
En cuanto a los andlisis bromatolégicos de pez entero (proteina, lipidos, cenizas
y humedad), se ve una mayor tendencia en la depositacion de lipidos en los organismos
alimentados con las dietas M10, M20 y M30 de HLMSN a comparacion de los peces
alimentados con de la dieta control, sin embargo, no se obtuvieron diferencias
significativas (P>0.05) (Tabla 5) en respuesta a la incorporacion de los diferentes niveles
de HLMSN y HP en las dietas para juveniles de T. macdonaldi.

Del mismo modo, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en los

analisis de proteina, lipidos, humedad y cenizas en los tejidos de musculo y visceras.
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Tabla 4. Parametros de crecimiento de Totoaba macdonaldi alimentados con diferentes porcentajes de harina de lo larva
de mosca soldado negro Hermetia illucens, durante 60 dias.

DC M10 M20 M30 M40 M50
P. Inicial 18.49+0.10 18.94 + 0.09 18.95 + 0.07 18.85+0.11 18.95 + 0.03 18.87 £ 0.08
P. Final 110.45+3.15° 108.13 + 2.40° 121.87 + 1.01* 121.63+2.54 % 116.23 + 5.54% 116.74 + 2.31%°
PG 91.49+ 3.6 b¢ 89.19+249°¢ 102.93+£1.052 102.78 £2.59 2 97.28 £ 5.53 & 99.65 + 2.38 @
%PG 482.51 470.89 543.28 545.11 513.41 528.07
TCE 2.99 £ 0.04 P° 295+0.05° 3.15+0.022 3.16 +0.03 2 3.07 £ 0.08 * 3.11+0.04 %
IA 84.39 £5.93 81.00 + 8.28 84.67 +2.44 81.59 *+ 3.66 79.98 +7.33 78.90 £ 3.02
FCA 1.31+0.06 1.33+0.15 1.44 £ 0.05 1.49 £ 0.03 1.45 +0.07 1.50 £ 0.06
REP 2.17 £ 0.07 2.20+0.20 2.43 £0.07 2.52+0.04 2.43 £ 0.09 2.53+0.09
%S 100.00 91.11 97.78 95.56 100.00 100.00
IHS 2.18+0.13 2.06 +0.27 2.26 +0.22 2.15+0.18 1.96 £ 0.01 2.18+0.13
IVS 5.05+0.62 5.69 £ 0.87 6.22 £ 1.17 5.79 £ 0.47 5.96 £ 0.90 6.32 £ 0.65

Peso inicial g (P. Inicial), Peso final g (P. Final), peso ganado g (PG), porcentaje de peso ganado (%PG), tasa de crecimiento
especifico % pez-1 dia-1 (TCE), ingesta de alimento g/pez (IA), factor de conversion alimenticia g pez -1 dia-1 (FCA), relacion de
eficiencia proteica (REP), porcentaje de sobrevivencia (%S), indice hepatosomatico (IHS), indice viscerosomatico (IVS). DC: Dieta
control, M10: sustitucion de HLMSN con 10%, M20: sustitucion de HLMSN con 20%, M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40:
sustituciéon de HLMSN con 40%, M50: sustitucion de HLMSN con 50%. Los valores son expresados como promedio de tres réplicas
+ desviacion estandar. Las letras distintas en los superindices en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativos
(P<0.05) entre tratamientos. Analisis ANOVA de una via; prueba posthoc Tuckey.
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Tabla 5. Analisis bromatoldgicos de pez entero, musculo, visceras e higado de juveniles
de Totoaba macdonaldi dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado
por HLMSN Hermetia illucens.

PEZ ENTERO
% DC M10 M20 M30 M40 M50
Humedad 2.75+0.8  2.15+0.2 2.21+0.9 2.8+0.1 2.05+0.8 2.40+0.6
Cenizas 14.26+0.5 13.72+0.2 13.72+0.1 12.94+0.3 13.98+0.4 13.41+0.8
Lipidos  15.87+#0.2 17.15#1.5 16.98+0.7 16.27+1.9 15.03+1.5 15.37+1.7
Protefnas 66.92+0.6 66.21+0.1  66.47+1.1 66.95+1.7 67.47+0.9 67.25+0.8
MUSCULO
Humedad 3.48+.08  3.23+0.2 3.79+0.2 3.44+0.5 3.05+0.5 3.08+0.8
Cenizas 5.93+0.1  5.83+0.2 5.81+0.1 5.87+0.1  5.96+.0.1  5.67+0.4
Lipidos  5.78+.06  5.73+0.1 5.84+0.1 5.83+.05 5.80+.07 5.80+1.0
Proteinas 84.08+0.9 82.88+1.2 84.13+1.4 84.91+10 83.63+2.1 83.31+0.7
VISCERAS
Humedad 3.19+0.6  3.58+0.4 3.42+0.6  4.35+0.9 5.18+1.5 4.44+0.3
Cenizas  5.80+0.1  5.82+0.0 5.93+0.4  5.51+0.5 6.05+0.5 6.02+0.2
Lipidos  19.92+0.7 18.75+0.8 17.95+1.7 18.31+1.2 17.68+1.6  18.43+1.3
Protefna 66.54+1.1 69.02+2.2 67.91+2.3 67.64+1.6 68.06+2.0 68.82+1.2
HIGADO
Humedad 5.69+0.5° 5.41+0.7° 3.9+0.32  4.64+0.1" 505+0.4%2  541+0.5
Cenizas  2.79+0.3  2.68+0.1 2.76+0.1 2.69+0.2 2.76+0.1 2.16+0.3
Lipidos 39.96+2.32 42.17+4.8% 46.79+3.3%° 46.71+3.9% 47.27+2.8% 49.14+1.7
Protefnas 28.78+0.5 28.95+0.9 28.24+1.9 28.51+1.0 27.23+1.8 27.40+2.5

DC: Dieta control, M10: sustitucién de HLMSN con 10%, M20: sustitucién de HLMSN con 20%,
M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50: sustitucién de
HLMSN con 50%. Los valores representan las medias + desviacion estandar. Los valores son
expresados como promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las letras distintas en los
superindices en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativos (P<0.05) entre
tratamientos. Analisis ANOVA de una via; prueba posthoc Tuckey.
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Los higados no presentaron diferencias significativas (P<0.05) de la humedad del
tejido entre tratamientos, siendo los organismos alimentados con la dieta M20 con el
higado con menor porcentaje de humedad (3.9« 0.3) en comparacion con resto de los

tratamientos.

Con respecto a la concentracion de lipidos en los higados de los juveniles de
totoaba, hubo diferencias significativas entre tratamiento (P<0.05) donde los organismos
alimentados con la dieta control presentaron una concentracion menor de lipidos (39.96
+ 2.3), a medida que se incremento la proteina de MSN en las dietas experimentales
hubo una tendencia a mayor depositacion de estos en el higado de los organismos, de
modo que los organismos alimentados con la dieta M50 fueron los tejidos con mayor
porcentaje de lipidos (49.14 + 1.7). En cuanto al porcentaje de cenizas y humedad de
higado no se obtuvieron diferencias significativas (P>0.05).

7.3 Contenido de acidos grasos
7.3.1 Dietas experimentales

En el analisis del perfil de 4cidos grasos de las dietas experimentales se muestran
en la Tabla 6, donde se observa que el acido laurico (C12:0) solo se identifico en las
dietas con HLMSN como fuente proteica, incrementando su concentracion conforme se
aumento el porcentaje de inclusion de HLMSN en las dietas para juveniles de T.
macdonaldi, siendo la dieta con sustituto parcial del 50% con mas concentracion de este
acido graso con 7.50 mg AG* g dietal. Otro de los &cidos grasos que tuvieron una
tendencia de menor a mayor concentracion conforme se sustituia parcialmente la
HLMSN fue el acido miristico (C14:0), donde los resultados muestran que la DC obtuvo
una concentracion de 1.28 mg AG* g dietal, en cambio la dieta M50 obtuvo una
concentracion de 5.80 mg AG* g dieta*.

En general, el total de &cidos grasos saturados (ZAGS) en las dietas
experimentales, tuvieron una tendencia a mayor concentracion conforme se sustituia
parcialmente la HLMSN, donde los rangos fluctuaron entre 13.16 mg AG* g dieta en la
dieta control y 30.28 mg AG* g dieta* en la dieta M50.
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En cuanto al total de acidos grasos monoinsaturados (ZMUFAS) las dietas
experimentales M10, y M20 mantuvieron sus concentraciones de manera similar (5.27 y
5.54 mg AG* g dieta ") respectivamente, a comparacion de las dietas M30, M40 y M50
donde los valores de acidos grasos monoinsaturados aumentaron (6.07, 6.18, 6.53 mg
AG* g dieta 1, sin embargo, el total de los acidos monoinsaturados de las dietas

experimentales fueron mayores que el XMUFAS de la dieta control (4.18 mg AG* g dieta
_]_).

Tabla 6. Perfil de &cidos grasos de dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina
de pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens, para juveniles
de Totoaba macdonaldi (mg AG*g dieta ).

AGs DC M10 M20 M30 M40 M50
C12:0 NID 0.63 2.09 4.08 5.94 7.50
C13:0 3.02 3.46 3.68 3.93 3.92 3.95
C14.0 1.28 2.39 3.02 4.49 5.59 5.80
C16:0 6.19 7.05 7.18 8.02 8.40 8.54
C18:0 0.95 1.08 1.08 1.09 1.08 1.09
C21.0 3.14 2.97 2.98 3.42 3.44 3.51
2SFA 13.16 17.57 20.04 25.04 28.37 30.28
C16:1N7 0.68 0.63 0.76 111 1.29 1.20
C18:1IN9T 3.50 4.65 4.78 4.96 4.88 5.33
2ZMUFAS 4.18 5.27 5.54 6.07 6.18 6.53
C18:2N6 8.59 7.69 7.13 6.51 5.51 5.04
C18:3N3 0.31 0.24 0.18 0.07 NID NID
C22:6N3 10.81 10.04 9.44 9.57 8.64 6.70
2PUFAS 19.71 17.97 16.75 16.15 14.14 13.04

NID: No identificado, C12:0: Acido L&urico, C13:0: Acido Tridecilico, C14:0: Acido Miristico,
C16:0: Acido Palmitico, C18:0: Acido Estearico, C21:0: Acido Heneicosandico, ZAGS: sumatoria
de é&cidos grasos saturados, C16:1N7: Acido Palmitoleico, C18:1N9: Acido Elaidico, ZMUFAS:
Sumatoria de &cidos grasos monoinsaturados, C18:2N6: Acido linoleico, C18:3N3: Acido
linolénico, C22:6N3:Acido docosahexaenoico (DHA), ZPUFAS: Sumatoria de &cidos grasos
poliinsaturados, DC: Dieta control, M10: sustitucion de HLMSN con 10%, M20: sustitucién de
HLMSN con 20%, M30: sustitucién de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%,
M50: sustitucion de HLMSN con 50%.
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En lo que respecta a los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), el acido
linolénico (C18:3N3) no se identifico en las dietas M40 y M50; por el contrario, este acido
graso se identifico en las dietas DC, M10, M20, M30, sin embargo, se identific6 en
concentraciones muy bajas (0.31, 0.24, 0.18 y 0.07 mg AG* g dieta’, respectivamente).

El DHA (C22:6N3) tuvo una mayor concentracion en la dieta control (10.81 mg
AG* g dieta), y conforme se afiadi6 la proteina de harina de mosca soldado en las

dietas, la concentracién disminuy6 (6.70 mg AG* g dieta?) en la dieta M50.

En resumen, el total de ZPUFAS fue mayor la concentracion en las dietas DC y
M10 (19.71y 17.97 70 mg AG* g dieta), a comparacion de la dieta M40 y M50 (14.14 y

113.04 mg AG* g dietat, respectivamente), disminuyendo su concentracion.

7.3.2 Musculo

Los resultados del analisis del perfil de acidos grasos de masculo de los juveniles
de totoaba alimentados con diferentes niveles de HLMSN se muestran en resumen en la
Tabla 7, en la cual indica que la ZAGS presentaron una variacion en las concentraciones
entre masculos de organismos alimentados con DC y dieta M50 (10.53 y 12.34 mg AG*
g musculo?), observando que las concentraciones de los &cidos grasos saturados
aumentan conforme se integra la HLMSN en la dieta de los organismos. El acido
palmitico (C16:0) se encontré con una disminucion en la concentracion de este acido
graso en el tejido conforme se sustituia la HLMSN, encontrdndose con mayor cantidad
en los tejidos de los juveniles alimentados con la dieta control con 5.99 mg AG*g musculo-
1,y en menor cantidad en el musculo de los organismos alimentados con M50 con 4.07

mg AG*g musculo™.

De forma contraria el acido miristico, esteéarico y heneicosanéico aumentaron sus
concentraciones en el musculo de los organismos, es decir, los musculos de los
organismos alimentados con dieta control fueron los de menor concentracién y los
musculos de los organismos alimentados con las dietas M50 fueron los de mayor

concentracion de estos acidos grasos.
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En cuanto al ZMUFAS, los valores se mantuvieron de manera muy similar entre
grupos, los cuales los rangos oscilaron entre 4.84 y 3.56 mg AG*g musculo™, siendo los
musculos de los organismos alimentados con la dieta M50 los de menor concentracion.
Por ultimo, en los organismos alimentados con la dieta M20 y M30 de HLMSN
mantuvieron los niveles de DHA (C22:6N3), donde los valores fluctuaron entre 7.68 y
7.36 mg AG*g musculo?; cabe sefalar que los tejidos de musculo de los organismos
alimentados con la dieta control fueron los valores mas altos de DHA con 10.00 mg AG*g

musculo.

El ZPUFAS se concentraron en mayor cantidad en los organismos alimentados
con la DCy M10 (15.21 y 13.65 mg AG*g musculot), mientras que los valores mas bajos
se mostraron en los tejidos de los organismos que se alimentaron con una sustitucion
parcial de HLMSN del 20 y 50% (10.00 y 9.57 mg AG*g musculo™) respectivamente.

7.3.3 Higado

El resumen del perfil de &cidos grasos se muestra en la Tabla 8. En cuanto al
perfil de AGS en el higado de los peces, se pudo observar que el &cido laurico (C12:0)
no se identificé en la dieta control ni en la dieta M10, y las concentraciones de este mismo
acido fue en aumento conforme se adicion6 mayormente porcentaje de la HLMSN. Esta
misma tendencia se vio reflejada en los demas AGS a excepcion del acido graso
tridecilico (C13:0) el cual se observé un rango similar en todos los tratamientos

experimentales (4.95-5.54 mg AG*g higado?).

En general, el ZAGS se obtuvo en menor concentracion en la dieta control (79.47
mg AG*g higado?), y a partir de este grupo experimental los higados de los peces
acumularon mayores concentraciones de AGS debido al reemplazo parcial de la harina
de pescado por la HLMSN, obteniendo en el grupo M50 una concentracion de (153.84
mg AG*g higado™).
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Tabla 7. Perfil de acidos grasos de musculo de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por
harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens (mg AG*g musculo 1).

AGs DC M10 M20 M30 M40 M50
C13:0 2.42 2.44 2.46 2.53 2.86 3.19
C14:0 0.25 0.28 0.36 0.88 0.92 1.07
C16:0 5.99 5.72 5.44 5.55 5.02 5.07
C18:0 0.55 0.58 0.72 0.85 0.98 1.08
C21:0 1.33 1.50 1.58 1.69 1.80 1.94
2SFA 10.53 10.52 10.56 11.50 11.59 12.34
C16:1N7 0.44 0.36 0.31 0.29 0.30 0.30
C18:1N9 4.39 4.21 4.15 4.08 3.63 3.26
ZMUFAS 4.84 4.48 4.47 4.38 3.94 3.56
C18:2N6 5.21 5.15 4.95 4.27 3.29 3.20
C22:6N3 10.00 8.50 7.68 7.36 6.71 6.38
2PUFAS 15.21 13.65 12.63 11.63 10.00 9.57

C13:0: Acido Tridecilico, C14:0: Acido Miristico, C16:0: Acido Palmitico, C18:0: Acido Esteérico,
C21:0: Acido Heneicosanoico, ZAGS: sumatoria de &cidos grasos saturados, C16:1N7: Acido
Palmitoleico, C18:1N9: Acido Elaidico, ZMUFAS: Sumatoria de &cidos grasos monoinsaturados,
C18:2N6: Acido linoleico, C18:3N3: Acido linolénico, C22:6N3:Acido docosahexaenoico (DHA),
2PUFAS: Sumatoria de acidos grasos poliinsaturados, DC: Dieta control, M10: sustituto de
HLMSN con 10%, M20: sustituto de HLMSN con 20%, M30: sustituto de HLMSN con 30%, M40:
sustituto de HLMSN con 40%, M50: sustituto de HLMSN con 50%.

En cuanto a los MUFAS, se observo un aumento en la concentracion del acido
mistoleico (C14:1) al incorporar una mayor concentracion de HLMSN en las dietas de
totoaba. El acido Palmitoleico (C16:1N7) disminuy0 su concentracion gradualmente por
lo que los higados de los peces alimentados con la dieta M50 fueron los que tuvieron
una menor concentracion (3.32 mg AG*g higado™) con respecto a la dieta control,

igualmente se observé la misma tendencia en los MUFAS (C18:1N7, C24:1N9).

De manera contraria a la ZAGS, en la ZMUFAS se observO en menor
concentracion en los higados de los organismos alimentados con la dieta M50 con una

concentracion de (46.22 mg AG*g higado™), mientras que las mayores concentraciones
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de MUFAS en los higados de los organismos alimentados con la dieta control y dieta
M10 (63.96 y 57.97 mg AG*g higado™, respectivamente).

Finalmente, en lo que respecta a los PUFAS, se observé una mayor concentracion
de &cido linoleico en los higados de los organismos alimentados con la dieta control
(42.92 mg AG*g higado™), observando una disminucién en concentracion de este acido
graso en los higados de los organismos alimentados con la M50 (29.52 mg AG*g higado-
1). Por otro lado, el 4cido estearidonico (C18:4N3) no se identificd en los higados de los
organismos alimentados con las dietas control M10 y M20, y de manera contraria el acido
eicosatrienoico (C20:3N3) no se identificd en los higados de los organismos alimentados
con la dieta M20, M30, M40 y M50.

En cuanto al &cido araquidénico (C20:4N6) se pudo observar una mayor
concentracion en los higados del grupo alimentado con la dieta M50 (1.80 mg AG*g
higado™), pero la concentracion mas baja fue en los higados del grupo alimentado con
la dieta control con una concentracion de (0.23 mg AG*g higado™). La concentracion del
EPA en los higados de los peces alimentados con las dietas M10, M20 y M30 fueron
similares (8.06, 8.26 y 8.08 mg AG*g higado) respectivamente, pero fueron menores
respecto a los higados de totoaba alimentados con la dieta control (10.82 mg AG*g
higado™), y los higados con menor concentraciéon de este acido graso fueron los del
tratamiento M50 (7.44 mg AG*g higado™®). Otro de los &cidos grasos de mayor
importancia fue el DHA, el cual se observé que las concentraciones disminuyeron
conforme se reemplazoé la harina de pescado por harina de larva de mosca soldado en
las dietas de totoaba, obteniendo una mayor concentracion en el grupo de la dieta control
(55.86 mg AG*g higado™) y una menor en el grupo experimental M50 (30.98 mg AG*g
higado?). En general la concentracion de ZPUFAS se vio afectada por la sustitucion
parcial de harina de pescado por HLMSN, observando una mayor concentracion de
PUFAS en los higados de totoaba alimentados con la dieta control (114.35 mg AG*g
higado™), y una concentracion menor de PUFAS en los higados de los peces del grupo
M50 (71.81 mg AG*g higado™).
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Tabla 8. Perfil de acidos grasos del higado de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por
harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens (mg AG*g higado 1).

AGs DC M10 M20 M30 M40 M50
C12:0 NID NID 0.98 1.59 4.27 5.41
C13:0 5.05 5.09 4.95 5.13 5.47 5.54
C14:0 9.54 11.66 14.14 14.01 23.80 28.64
C16:0 49.40 48.71 54.58 58.42 69.68 70.29
C18:0 15.48 15.61 20.45 32.98 39.55 39.00
C24:0 NID NID NID 2.14 4.63 4.95
ZSFA 79.47 81.07 95.09 11428 14741  153.84
Cl4:1 0.41 0.42 0.43 0.45 0.43 0.50
C16:1N7 13.31 11.15 9.75 7.68 5.07 3.32
C18:1N7 251 1.01 1.90 1.79 1.67 1.64
C18:1N9 42.72 40.30 38.65 39.59 35.77 34.38
C20:1N9 3.83 3.27 3.86 4.25 4.73 5.74
C24:1N9 1.18 0.93 0.84 0.81 0.75 0.64
SMUFAS | 63.96 57.97 55.42 54.56 48.43 46.22
C18:2N6 42.92 40.07 38.61 33.72 30.76 29.52
C18:4N3 NID NID NID 0.75 1.0 1.02
C18:3N3 3.28 3.26 3.13 2.18 1.38 0.92
C20:2 0.87 0.71 0.73 0.63 0.30 0.13
C20:3N3 0.38 0.18 NID NID NID NID
C20:4N6 0.23 0.38 0.61 0.70 1.38 1.80
C20:5N3 10.82 8.06 8.26 8.08 7.01 7.44
C22:6N3 55.86 39.19 37.32 32.97 33.29 30.98
SPUFAS | 114.35 91.85 88.63 79.03 76.02 71.81

NID: No identificado, C12:0 Acido LAurico, C13:0 Acido Tridecilico, C14:0 Acido Miristico, C16:0
Acido Palmitico, C18:0 Acido Esteérico, C24:0 Acido Lignocérico, ZAGS: sumatoria de acidos
grasos saturados, C14:1 Acido Mistoleico, C16:1N7 Acido palmitoleico, C18:1N7 Acido cis-
Vaccenico, C18:1N9 Acido Oleico, C20:1N9 Acido Eicosenoico, C24:1N9 Acido Nervénico,
IMUFAS: Sumatoria de &cidos grasos monoinsaturados, C18:2N6C Acido linoleico, C18:4N3
Acido Estearidonico, C18:3N3 Acido linolénico, C20:2 Acido eicosadienoico, C20:3N3 Acido
Eicosatrienoico, C20:4N6 Acido Araquidonico, C20:5N3 Acido Timnodénico (EPA), C22:6N3
Acido Cervonico (DHA), ZPUFAS: Sumatoria de &cidos grasos poliinsaturados, DC: Dieta
control, M10: sustitucion de HLMSN con 10%, M20: sustitucion de HLMSN con 20%, M30:
sustitucion de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50: sustitucién de
HLMSN con 50%.
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7.4Parametros hematoldgicos y bioguimica sanguinea

Al finalizar el bioensayo se obtuvieron los resultados hematologicos de los juveniles
de totoaba la cual se resume en la Tabla 9, donde se muestra que la inclusion de HLMSN
en las dietas de los organismos alimentados durante 60 dias, no afect6 los valores
hematolégicos (P>0.05) es decir, el porcentaje de hematocrito ni en los valores de
hemoglobina. Sin embargo, a pesar de no ver diferencias significativas se puede
observar que los organismos alimentados con dieta control y M10 tuvieron un porcentaje
de hematocrito méas bajo (22.0%) a comparacién de las demas dietas experimentales,
siendo los organismos alimentados con la dieta M50 con mayor porcentaje (25.6 £2.9%).
Asi mismo, se pudo observar que el aumento de HLMSN en las dietas, no mostro
cambios significativos (P>0.05) en la proteina total y albumina en el plasma de los
juveniles de totoaba.

Por otro lado, obtuvimos diferencias significativas (P<0.05) en los valores de
glucosa en el plasma de los organismos de los diferentes tratamientos, se pudo observar
gue los organismos alimentados con la dieta control tuvieron los valores méas bajos de
glucosa (39.7 £ 0.6 mg dL') en plasma, y a medida que se incorporé el ingrediente
proteico de HLMSN en las dietas de los organismos, los niveles de glucosa en plasma
aumentaron, por lo que los organismos alimentados con la dieta M50 obtuvieron los
valores mas altos de glucosa (57.2 £+ 0.5 mg dL) en plasma, a pesar de no ver una
tendencia marcada, estadisticamente hablamos que los tratamientos M10, M20, M30 y

M40 son iguales.

También se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05) en la concentracion
plasmatica de colesterol de los organismos de los diferentes tratamientos
experimentales. Las concentraciones mas altas fueron encontradas en los peces
alimentados con la dieta control y M20 (1635 + 1.1 y 1649 + 2.1 mg dL?)
respectivamente, sin embargo, los valores fueron estadisticamente iguales a la de los
organismos alimentados con las dietas M10 y M30, pero los niveles de colesterol en
plasma de los juveniles de totoaba disminuyeron significativamente (P<0.05) cuando se
reemplazo la HLMSN en porcentajes de 40 y 50% en la dieta de los organismos (135.9
+ 1.8y 142.3 +5.9 mg dL, respectivamente).
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Tabla 9. Hematologia y bioquimica sanguinea de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas con diferentes
niveles de sustitucion de harina de pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens

DC M10 M20 M30 M40 M50
%HT 220+ 3.7 22.0+£2.2 227+ 2.5 23.9+x04 25.8+0.6 25629
HM 6.1+0.7 56x11 5.2+04 6.0+1.0 52+0.3 6.0 £.06
PROT 3.2+0.5 3.7+ 1.0 35+ 1.0 3.8+0.2 35+0.1 3.8+0.3
ALB 0.6 £.07 0.8+0.1 0.7 +£.09 0.6 +.07 0.5+.04 0.6+.01
GLU 39.7+0.6 2 53.1+25° 534+95° 46.4+1.6 ° 51.2+1.7° 57.2+05 ¢
COL 163.5+1.1° 162.4+1.6° 164.9+2.1° 161.6 0.5 ° 1359+18 2 142.3+59 @

Porcentaje de hematocrito (%HT), Hemoglobina (HM) (g dL*) Proteinas totales (PROT) (g dL?), Albumina (ALB) (g dL?), Glucosa
(GLU) (mg dL1), Colesterol (COL) (mg dL). *Andlisis ANOVA de una via. DC: Dieta control, M10: sustitucién de HLMSN con 10%,
M20: sustitucion de HLMSN con 20%, M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50: sustitucién
de HLMSN con 50%. Los valores son expresados como promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las letras distintas en los
superindices en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativos (P<0.05) entre tratamientos. Andlisis ANOVA de
una via; prueba posthoc Tuckey.

54



7.5Histologia

7.5.1 intestinal

Los resultados de las medidas morfologicas del intestino distal de los organismos
alimentados con dieta control y dietas con diferentes niveles de HLMSN, durante 60 dias
de experimento se resumen en la Tabla 10, en donde cada una de las mediciones
realizadas fueron significativas (P<0.05).

Tabla 10. Andlisis histologico de intestino distal de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por
harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens, durante 60 dias de
experimento.

DC M10 M20 M30 M40 M50
Anch-Ser 15.17+1.62 21.71+2.9¢ 19.09+1.3°  19.99+1.9"¢ 32.36+2.8%  25.96+1.6°
Anch-Mus 36.24+3.0% 37.70+3.92 49.19+4.2°  49.82+4.2>  37.3416.42 39.57+4.0%
AnchSubM | 43.17+6.42 32.33+4.7° 42.80+3.7%  44.11+2. 7%  42.30%7.0% 40.85+4.1°
Anch-Muc 717.9+77.0°  731.8+64.7° 853.3+64.22 879.5+78.12% 567.2+41.7° 614.3+73.4°
Long-Vell 618.7+113.8° 735.6+59.6 840.8+78.0° 844.6+94.0° 492.8+44.3° 485.8+44.7°
Alt-Ent 42.11+3.7% 38.37+1.6°¢  37.05+3.3° 43.05+2.3% 42.10+2.8% 46.0+3.02
Alt-Ccal 14.05+1.6% 14.71+0.9% 13.48+1.7°  14.94+0.9° 14.74+1.0®  14.89+1.42
AnchLamP | 10.60+0.6% 9.47+1.6° 10.47+0.8 11.70+1.6* 11.97+1.32 11.0+1.0%

Anchura de la serosa pm (Anch-Ser), Anchura de la muscularis pm (Anch-Mus), Anchura de la
submucosa um (Anch-SubM), Anchura de la mucosa um (Anch-Muc), Longitud de vellosidades
um (Long-Vell), Altura de enterocitos um (Alt-Ent), Altura de Células caliciformes um (Alt-Ccal),
Ancho de lamina propia pm (Anch-LamP DC: Dieta control, M10: sustitucion de HLMSN con
10%, M20: sustitucion de HLMSN con 20%, M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40:
sustitucion de HLMSN con 40%, M50: sustitucion de HLMSN con 50%. Los valores son
expresados como promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las letras distintas en los
superindices en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativos (P<0.05) entre
tratamientos. Analisis ANOVA de una via.
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Figura 11. Corte histologico transversal del intestino distal de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de
pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. A. Dieta control, B.
sustituciéon de HLMSN con 10%, C: sustitucién de HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN
con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincién
Hematoxilina-Eosina y azul alcian. Objetivo 5x, con escala de 350 um.

56



Se encontraron diferencias significativas en los resultados de la anchura del tejido
de la serosa, donde los organismos alimentados con dieta control obtuvieron una
anchura menor (15.17 + 1.6 um) en comparacion con los organismos alimentados con
las diferentes dietas experimentales, siendo los organismos alimentados con la dieta M40
y M50 con mayor anchura de este tejido (32.36 + 2.8 y 25.96 £ 1.60 um,

respectivamente).

En cuanto a la anchura del tejido de la muscularis intestinal de totoaba, se observé
gue los organismos alimentados con la dieta control, M10, M40 y M50 fueron
estadisticamente iguales, sin embargo, de forma contraria se obtuvo que en la muscularis
del intestino de los organismos alimentados con las dietas M20 y M30 marcaron una
diferencia significativa y fueron los intestinos de los organismos con mayor anchura en

la muscularis (49.19 + 4.2y 49.82 + 4.2 ym, respectivamente).

Otros de los cambios morfolégicos encontrados (Figura 11-12) fueron las
vellosidades intestinales, es decir, proyecciones largas que se encuentran alrededor del
tubo intestinal, que son de mayor importancia para la absorcion de nutrientes. Los
organismos alimentados con las dietas M10, M20 y M30 fueron estadisticamente iguales
(735.68 + 59.6, 840.81 + 78.0 y 844.64 + 94.0 um) respectivamente, siendo mayores a
comparacién de la longitud de las vellosidades obtenidas de los organismos alimentados
con las dietas M40 y M50 (492.88 + 44.3 y 485.87 + 44.7 ym), respectivamente.

Entre las afectaciones encontradas debido al acortamiento de las vellosidades
intestinales de los organismos alimentados con los tratamientos M40 y M50, es que se
pudo observar en el lumen de estos intestinos, se encontraban restos de alimento
ingerido y no absorbido por el organismo (Figura 12E-F), por lo que es importante

mencionar que todos los organismos tuvieron 12 h de ayuno antes de la biometria final.

Por otro lado, en el tamafio de los enterocitos de los organismos alimentados con
la dieta M30, M40 y M50 fueron las células con mayor longitud y muy similares entre
ellas, a comparacién del tamafio de células que se registraron en los organismos

alimentados con las dietas M10 y M20.
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Figura 12. Morfologia de la serosa, muscularis, submucosa y mucosa del intestino distal de
juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles
de sustitucion de harina de pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia
illucens. Fecha roja: alimento en el lumen intestinal del organismo. A. Dieta control, B. sustitucion
de HLMSN con 10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN con 30%, E:
sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincion Hematoxilina-Eosina
y azul alcian. Objetivo 10x, con escala de 200 pum.
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Se identificaron cambios en la estructura de las células caliciformes, ya que dichas
células de los organismos alimentados con dieta M30 fueron estadisticamente mayores
en cuanto a longitud (14.94 + 0.9 um) a diferencia de la longitud de las células
caliciformes de los organismos alimentados con la dieta M20 (13.48 £ 1.7 um). Otro de
los cambios encontrados en estos mismos organismos fue que las células caliciformes
se observaron de forma mas redonda (Figura 13C) en comparacion con las demas

células de los diferentes tratamientos.
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Figura 13. Vellosidades del intestino distal de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por harina
de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. A. Dieta control, B. sustitucion de HLMSN
con 10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucion
de HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincion Hematoxilina-Eosina y azul
alcian. Objetivo 40x, con escala de 50 pm.
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El ancho de la lamina propia de las diferentes dietas experimentales fueron
diferentes estadisticamente, donde los organismos alimentados con la dieta M30 y M40
tuvieron mayor engrosamiento de la lamina (11.70 + 1.6 y 11.97 = 1.3 pm,
respectivamente), mientras que la dieta M10 y fue la de menor engrosamiento de la
lamina propia (9.47 £ 1.6 um).

Es importante mencionar que en todos los tratamientos experimentales se

observaron anomalias en la morfologia del intestino distal de las totoabas.

En los organismos alimentados con la dieta control, M10, M20 y M30 (Figura 11,
13), se pudo observar que tuvieron una desintegracion en la arquitectura de las
vellosidades intestinales principalmente, pero fue menos evidente en los organismos

alimentados con la dieta M20.

Los cambios morfolégicos observados en el intestino distal de los peces
alimentados con las dietas M40 y M50, fue un acortamiento de las vellosidades
intestinales muy evidente, desprendimiento del epitelio de la lamina propia, inflamacion
de las vellosidades, y se comenz6 a notar inflamacion de la lamina propia (Figura 13)
todas estas caracteristicas descritas por primera vez como enteritis por (Baeverfjord y
Krogdahl, 1996).

60



.
. ‘m'im“ v U b b N $

Figura 14. Células caliciformes del tejido intestinal de juveniles de Totoaba macdonaldi, en las
fotograficas se observa el incremento de células conforme se afiade la proteina de larva de
mosca soldado negro Hermetia illucens en las dietas. Flecha roja: célula caliciforme, Flecha
negra: Mucina en el lumen intestinal, Flecha verde: lamina propia, Flecha amarilla: célula
caliciforme produciendo mucina. A. Dieta control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C:
sustitucion de HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucién de HLMSN
con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincibn Hematoxilina-Eosina y azul alcian.
Objetivo100x, con escala de 20 pm.
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Ademas, se encontraron diferencias en el nimero de células caliciformes (Figura
14) de las vellosidades intestinales (Tabla 11 se resume el conteo total), donde en un
area marcado de 700 mm? en todos tratamientos experimentales, se observé una
tendencia de menor a mayor en el nimero de células caliciformes conforme se incorporé
la HLMSN , cabe destacar que las células de los organismos alimentados con dieta M10
tuvieron un numero mayor de células caliciformes, a comparacién de los organismos

alimentados con la dieta M20.

A pesar de observar dicha tendencia, solo se encontraron diferencias significativas
en los intestinos de los peces alimentados con los tratamientos M40 y M50, mientras que

la dieta control, M10, M20 y M30 fueron significativamente igual.

Tabla 11. Conteo de células caliciformes del intestino distal de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucién de harina de
pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens, durante 60 dias
de experimento.

Tratamientos # Ccal Area mm?2
DC 171+4+® 700.26 +.09
M10 189+102 700.22 +.17
M20 182 + 132 700.23 £.16
M30 196+ 172 700.28 +£.18
M40 315+12° 700.25 + .35
M50 327+ 27" 700.27 + .24

#Ccal: NUmero de células caliciformes, area mm?: area delimitada en los tratamientos experimentales para
el conteo celular. DC: Dieta control, M10: sustitucion de HLMSN con 10%, M20: sustitucion de HLMSN con
20%, M30: sustitucion de HLMSN con 30%, M40: sustitucion de HLMSN con 40%, M50: sustitucién de
HLMSN con 50%. Los valores son expresados como promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las
letras distintas en los superindices en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativos
(P<0.05) entre tratamientos. Analisis ANOVA de una via; prueba posthoc Tukey.
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7.5.2 Hepatica

A nivel histolégico hepatico, a primera vista pudimos encontrar el higado asociado
al pancreas (Figural5), se observé un tejido mas integro en los organismos alimentados
con dieta control y la dieta con un sustituto del 10% de HLMSN a comparacion de los
higados de los peces alimentados con la dieta M40 y M50 como se puede apreciar en la
(Figura 15-E, F).

Se pudo observar que, en el parénquima hepatico de los organismos de este
experimento, mostraron diferentes cambios a nivel tisular (Figura 16) segun el tipo de

dieta que se les proporciono durante los 60 dias de experimentacion.

En los hepatocitos de los peces alimentados con la dieta control (Figura 16-A) no
se observaron cambios estructurales, es decir, se encontraron hepatocitos con estructura
poliédrica con un tamafio normal y color uniforme de su citoplasma (eosinofilico), baja
acumulacion de grasa en los hepatocitos, debido a que se observaron con claridad los

nucleos al centro de las células hepéaticas y nucléolos bien definidos.

Por otro lado, en los organismos alimentados con una dieta de 10% de sustitucién de HP
por HLMSN (Figura 16-B), se empezé a observar ligeros cambios estructurales en los
hepatocitos, donde se identificaron vacuolas en el citoplasma de las células, la cual
desplazo ligeramente los ndcleos hacia la periferia, sin embargo, estas vacuolas no
provocaron cambios mayores en los hepatocitos, ya que eran de tamafio pequefas;

asimismo también fueron visibles hepatocitos con apariencia normal en el tejido.

En los juveniles de T. macdonaldi alimentados con las dietas M20 y M30 se
encontraron solo en algunas zonas, es decir, no en todo el tejido hepatico, células con
apariencia de esteatosis macrovesicular como se observa en la figura 16C-D, estas
vacuolas por lo general se mostraron de tamafio mediano a comparacion de las vacuolas
identificadas en los hepatocitos de los organismos alimentados con la dieta M10, que
como ya se menciond, se observaron con una vacuola de tamafio pequefio. En los
niveles de 20 y 30% de sustitucién de HP por HLMSN, algunos hepatocitos perdieron su
estructura poliédrica, por lo que se observaron de forma mas redonda a consecuencia

de las inclusiones lipidicas.
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Figura 15. Corte histolégico sagital del parénquima hepético de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de
pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. A. Dieta control, B.
sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D: sustitucién de HLMSN
con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincién
Hematoxilina-Eosina. Objetivo 5x, con escala de 200 pm.
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Figura 16. Corte histolégico del parénquima hepatico de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de
pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. *Hepatocitos, Flecha
roja: Nucleo, Flecha verde: Nucléolo, Flecha roja punteada: Nucleo desplazado a la periferia,
Flecha negra: Vacuola A. Dieta control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucion de
HLMSN con 20%, D: sustitucién de HLMSN con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F:
sustituciéon de HLMSN con 50%. Tincion Hematoxilina-Eosina. Objetivo 10x, con escala de 50

um.
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Finalmente, en los organismos alimentados con las dietas M40 y M50 se observo
una coloracion uniforme del corte, mostraron en la mayoria de todo el tejido hepatico
vacuolas que abarcaban la mayoria del area citoplasmatica, por lo que desplazaba
totalmente el ndcleo hacia la periferia de la célula, siendo que fuera casi no visible; en
general se pudieron observar vacuolas mas grandes en los hepatocitos de los peces de
este grupo a comparacion de los organismos alimentados con las demas dietas
experimentales. En este sentido, se determind que se trata de una histopatologia de
esteatosis macrovesicular en los juveniles de totoaba alimentados con estos niveles de
inclusion de HLMSN en su dieta (Figura 16E-F).

En cuanto a los cambios de la organizacién de las estructuras del parénquima
pancreatico de los juveniles de T. macdonaldi a causa de las diferentes dietas
proporcionadas con distintos porcentajes de HLMSN, se resumen en las figuras 17-18.

En general en el parénquima pancreéatico de los organismos (Figura 17), se
pudieron observar venas portales, arterias, conductos biliares con diferentes tamafos,

acinos pancreéticos y granulos de zimégenos.

En la figura 18, se pueden observar a detalle el pancreas exocrino y acinos
pancreaticos con estructura normal en todos los tratamientos experimentales, ademas
no se encontraron infiltraciones por vacuolizacion, por lo que fueron muy visibles los
nacleos de los acinos pancreaticos y granulos de zimdgenos, los cuales son importantes

precursores de enzimas, ya que llevan a cabo la digestidon de los alimentos.

A pesar de observar una esteatosis macrovesicular en el higado de los
organismos alimentados con una dieta del 40 y 50% de sustituto de HLMSN, no se
observaron anomalias en el parénquima pancreatico de estos organismaos, ni se observo

una desintegracion del tejido hepatico en los tratamientos experimentales.
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Figura 17. Corte histol6gico hepatico de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados durante
60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de pescado por harina de larva
de mosca soldado negro Hermetia illucens. A: Arteria, CB: conducto biliar, VP: Vena porta, VE:
Vena, PH: Parénquima hepatico, PP: Parénquima hepético, H: Hepatocitos, AP: Acinos
pancreaticos, Flecha roja: Granulos de zimdgeno. A. Dieta control, B. sustitucion de HLMSN con
10%, C: sustitucion de HLMSN con 20%, D: sustitucion de HLMSN con 30%, E: sustitucion de
HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincion Hematoxilina-Eosina. Objetivo

40x, con escala de 50 um.




Figura 18. Corte histolégico del parénquima pancreatico de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 60 dias con dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de
pescado por harina de larva de mosca soldado negro Hermetia illucens. AP: Acino pancreético,
flecha roja: Granulos de zimégeno, fleja verde: nucleo basal del acino pancreatico. A. Dieta
control, B. sustitucion de HLMSN con 10%, C: sustitucién de HLMSN con 20%, D: sustitucion de
HLMSN con 30%, E: sustitucion de HLMSN con 40%, F: sustitucion de HLMSN con 50%. Tincion
Hematoxilina-Eosina. Objetivo 100x, con escala de 20 pm.
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8 DISCUSION
8.1Parametros productivos

La presente investigacion se realizd para evaluar principalmente el estado de
salud de juveniles de T. macdonaldi, a partir de la implementacion de HLMSN (H.
illucens) en la dieta de los peces en diferentes porcentajes de inclusion de dicho

ingrediente proteico.

Los pardmetros indicadores de crecimiento como la ingesta de alimento (1A), factor
de conversion alimenticia (FCA), relacién de eficiencia proteica (REP) y los indices
hepatosomaticos (IHS) y viscerosomaticos (IVS) no presentaron diferencias significativas
entre tratamientos (P>0.05), por lo que nuestros resultados nos indican que los juveniles
de totoaba respondieron de una manera favorable a las dietas formuladas a base de
harina de insecto, con inclusiones del 10, 20, 30, 40 y 50% de HLMSN, por lo que no
hubo un efecto negativo con relacidén a la palatabilidad de las dietas, mismos datos se
relacionan con lo publicado por Villanueva et al. (2022), quienes informaron que la
incorporacion del 25 y 40% de la harina de MSN en las dietas de totoaba, no afectaban
los indices sométicos del organismo, por otro lado Carvajal (2022) menciona que T.
macdonaldi tuvo una ingesta de alimento similar a la dieta control a base de harina de
pescado y dietas con sustitucion parcial de HMSN del 25 y 50%, del mismo modo que se

reporta en este estudio con porcentajes de inclusién proteica similares.

A pesar de que falta mucha investigacion sobre la sustitucién parcial de la harina
de pescado por H. illucens en dietas para juveniles de T. macdonaldi, asi como también
evaluar sus efectos sobre el crecimiento y estado de salud de esta especie, se han
realizado numerosas investigaciones en otras organismos como la carpa comun
(Cyprinus carpio), que en el 2017 Li y colaboradores realizaron un estudio con esta
especie, e informaron que no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos
sobre el rendimiento en el crecimiento (GP, SGR, IA, FCA, REP) ni en los indices

bioldgicos de los organismos (IVS, IHS).

También se han realizado investigaciones en distintas especies de peces
carnivoros como la lobina japonesa Lateolabrax japonicus (Wang et al., 2019), bagre

africano Clarias gariepinus (Fawole et al., 2020), trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
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(Dumas et al., 2018), mero Epinephelus coioides (Jiang et al., 2022), lobina europea
Dicentrarchus labrax (Tawwab et al., 2020), salmon atlantico Salmo salar (Belghit et al.,
2019), esturion siberiano Acipenser baerii (Caimi et al., 2020), el pez barramundi Lates
calcarifer (Chaklader et al., 2021), trucha marrén Salmo trutta (Mikolajczak et al., 2022),
la dorada Sparus aurata (Carvalho et al., 2023) entre otros, donde reportan que al utilizar
H. illucens como ingrediente proteico en las dietas de estas diferentes especies, no
encontraron diferencias significativas (P>0.05) en los parametros de rendimiento del
crecimiento, utilizacion de alimento e indices sométicos (FCA, IA, REP, IVS) en

comparacién con su dieta control, datos que concuerdan con el presente trabajo.

A pesar de que se trata de diferentes especies, todos estos experimentos se
relacionan entre si, al no causar un efecto negativo de estos parametros productivos en
los organismos, tanto como para especies carnivoras, omnivoras y herbivoras como: la
tilapia roja (Oreochromis sp), tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Kishawy et al., 2022)
y carpa (Ctenopharyngodon idellus) (Lu et al., 2020) segun lo reportado hasta la fecha
en que se reporta esta investigacion, ya que la HLMSN tiene gran potencial como
sustituto proteico debido a que tiene un perfil nutricional muy similar al de la harina de

pescado.

Resultados de nuestra investigacion muestran que la inclusion de HLMSN en las
dietas para juveniles de T. macdonaldi, no afecté de manera negativa la sobrevivencia
de esta especie, cabe mencionar que el deceso de los organismos alimentados con las
dietas M10, M20 y M30 no se le atribuye al alimento formulado, ya que los organismos
no rechazaron el alimento administrado durante la prueba experimental, es decir, todo el
alimento administrado fue consumido en los horarios establecidos. Mismas condiciones
sucedieron en el desarrollo experimental de Biasato et al. (2022), donde juveniles de
trucha arcoiris O. mikyss recibieron una dieta con un reemplazo parcial y total de HP por
harina de insecto H. illucens del 25, 50 y 100%, por 133 dias, sin embargo, la tasa de

sobrevivencia fue del 95-97% sin que esta fuera influenciada por el alimento consumido.

Varios estudios confirman que la HLMSN en dietas para diferentes especies de
peces marinos carnivoros, como tal es el caso de T. macdonaldi, no afecta la

supervivencia de la especie.
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Carvajal (2020) formuld 4 dietas experimentales a base de harina de insectos,
sustituyendo parcialmente la HP por un 25 y 50% de harina de grillo Archeta domesticus
y 25y 50% de harina de MSN H. illucens, para alimento de juveniles de T. macdonaldi,
donde destacan que estos ingredientes proteicos no fueron un problema para la
aceptacion del alimento por lo que no afecté de manera negativa la sobrevivencia de los
peces, obteniendo un 100% de animales vivos al final del experimento. Otras
investigaciones coinciden con datos reportados por otros autores (Siddaiah et al., 2023;
Jiang et al., 2022; Hyeon Cho et al., 2022; Fawole et al., 2020; Wang et al., 2019; Dumas,
2018; Magalhaes et al., 2017; Gasco et al., 2016).

Totoaba mostré una ganancia de peso relevante entre tratamientos, debido a que
el grupo experimental alimentado con las dietas M20 y M30 fueron los organismos con
mayor ganancia de peso en comparacion con los de la dieta control, sin embargo, los
organismos alimentados con mayor inclusibn como las dietas M40 y M50 tuvieron una
reduccion del PG, es decir, la ganancia de peso de estos organismos disminuyé al
aumentar el ingrediente proteico a partir del 40% de sustitucion de HLMSN, debido a una
menor ingesta de alimento y al ligero aumento del FCA a pesar de no ser resultados
significativos (P<0.05) en este parametro, sin embargo, estos organismos no resultaron
con menor peso en comparacién con los grupos de peces alimentados con la dieta
control. Resultados muy similares se reportan para la lobina europea Dicentrarchus
labrax, experimento realizado por Magalhaes et al. (2017), donde los organismos
presentaron una menor ganancia de peso al incorporar un 45% de HLMSN en su dieta,
sin embargo, cabe destacar que con una incorporaciéon del 15y 30% de HLMSN en las

dietas de lobina lograron una ganancia de peso mayor con respecto a su dieta control.

De igual manera, en el experimento de Zhoulin-Yu y colaboradores (2023), los
juveniles de pampano dorado Tranchinotus ovatus al ser alimentados con una sustitucion
parcial del 25% de harina de MSN, el crecimiento de los organismos fue
significativamente (P<0.05) mayor a los organismos alimentados con dieta control, no
obstante, observaron que el rendimiento en el crecimiento e ingesta de alimento se
redujo en los organismos alimentados con una dieta con reemplazo del 50% de harina
de MSN, mismos resultados fueron obtenidos en nuestro experimento con T. macdonaldi

a pesar de no presentar diferencias significativas (P>0.05) en la ingesta de alimento se
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logro observar una tendencia de menor consumo de alimento en el grupo de organismos
alimentados con mayor concentracion de HLMSN (M50). Estos resultados pudieran
deberse a que las dietas ricas en fibras (que en este caso la dieta M50 tuvo un mayor
porcentaje de quitina en la dieta), requieren mas tiempo de digestion, por lo que la
sensacion de saciedad podria ocurrir mas rapido (Escudero y Alvarez 2006). La fibra se
suele usar en las dietas de personas obesas, debido a que la saciedad de los alimentos
llega pronto, evitando ingerir otras grasas y azUcares, llegando a ser beneficio debido a
la reduccion de glucosa y colesterol plasmatico (Vilaplana, 2001).

Otro de los resultados que se pudieron comparar fue en la especie del roballo
juvenil Psetta maxima (Kroeckel et al., 2012), donde a partir de una sustitucion parcial de
mas del 33% de harina de MSN en la dieta, se redujo el peso final de los peces, asi como
también tuvieron una menor ingesta de alimento y un aumento en el pardmetro de factor
de conversion alimenticia, esto debido a que estos mismos investigadores informan que
la presencia de la quitina en las dietas dificulta la absorcion de nutrientes en el tracto
intestinal de los organismos, asi mismo, determinaron que en sus dietas experimentales
contenian entre 1.6 - 7.3% de quitina segun la incorporacion de HMS en las dietas de
robalo, rangos muy similares que se obtuvieron al determinar el porcentaje de quinta en

las dietas de este estudio, los cuales oscilaban entre 2.1 - 6.8%.

Estudios informan que incluso con niveles de menores a 1% de quitina en las
dietas de ciertos organismos podrian disminuir el consumo del alimento y por ende tener
una reduccién de peso ganado, esto debido a que estos organismos no contienen
enzimas digestivas como las quitinasas las cuales son capaces de hidrolizar este
polisacarido (Kroeckel et al., 2012). En el 2021, Mroue identific6 por primera vez 7
especies de animales marinos que forman parte de la dieta diaria de totoabas silvestres,
entre ellas tres tipos de krill Euphasiidae sp, Tessarabrachion oculatum, Thysanoessa
sp, y dos tipos de copépodos: Calanidae sp y Calanoida sp.; estos organismos contienen
un exoesqueleto articulado que los recubre, el cual se compone de quitina. A pesar de
gue hasta el momento no se tiene registro de que T. macdonaldi tenga enzimas
digestivas de quitina, es un hecho que esta fibra forma parte de manera natural en la
dieta diaria, lo que podria explicar de cierta manera que los juveniles de totoaba de

nuestro experimento, no presentaron una diferencia significativa (P>0.05) en la ingesta
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de alimento, aunque el porcentaje de quitina vari6 en las diferentes dietas

experimentales.

Los resultados de nuestro experimento nos indican que se puede incluir hasta un
50% de HLMSN en las dietas de T. macdonaldi sin mostrar efecto negativo sobre la
supervivencia de los peces, sin embargo, se recomienda hasta 20% de sustitucion de
HLMSN en las dietas de totoaba como mejor resultado en cuanto a la ganancia de peso

de organismos juveniles alimentados durante 60 dias.

8.2Analisis bromatologicos de tejidos

En cuanto a los resultados de los analisis bromatolégicos (contenido de proteinas,
lipidos, cenizas y humedad) de los tejidos de totoaba, indicaron que no hubo una
diferencia significativa (P>0.05) en muestras de pez entero, musculo y visceras, esto

debido quiza a que se disefaron dietas isoprotéicas e isolipidicas.

También se pudo observar que se puede reemplazar hasta un 50% de HLMSN sin
gue este afecte el contenido proteico, lipidico, asi como la humedad y la ceniza de los
tejidos mencionados, datos que coinciden con los resultados de Carvajal (2022), al
estudiar una inclusion del 50% de harina de MSN en las dietas de T. macdonaldi, donde
no hubo diferencias significativas (P>0.05) en la composicion muscular de los
organismos entre los diferentes tratamientos experimentales, indicando que este nivel
maximo de inclusion de harina de insecto en su investigacion no se vio afectado en los

analisis bromatologicos de los peces.

Del mismo modo, Wang y colaboradores (2019), indicaron que en la lobina japonesa
Lateolabrax japonicus también pudo ser incluido un porcentaje del 60% de harina de
MSN en la dieta de estos organismos, sin que se viera afectada su compaosicion corporal

total.

En la presente investigacion, obtuvimos una diferencia significativa en el porcentaje
de lipidos y humedad total en las diferentes muestras de higado, cabe destacar que
conforme se incluy6 un porcentaje mayor de proteina de mosca a las dietas de totoaba,

se incremento el porcentaje lipidico en este tejido aunque las dietas fueron isolipidicas,
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sin embargo, a pesar de encontrar una mayor depositacion de lipidos en los higados de
los organismos alimentados con la dieta M50, no se vio afectado el indice
hepatosomético de los peces entre los diferentes tratamientos, estos resultados fueron
muy similares a lo descrito por Estévez y colaboradores (2022), los cuales formularon 5
dietas experimentales: dieta comercial, dieta a base de insectos, dieta a base de
microalgas, dieta a base de conservas de atun, y una dieta mixta la cual incluia 10% de
harina de microalgas, 15% de harina de insectos y 2% de conservas de atun para
juveniles de corvina Argyrosomus regius, reportando que al realizar la composicion
proximal del higado, el grupo de peces alimentados con la dieta a base de insectos fueron

los tejidos con mayor depositacion de lipidos.

8.3 Contenido de &cidos grasos

Actualmente la acuacultura busca fuentes alternas que sustituyan con éxito parcial o
totalmente no solo las harinas, sino también los aceites de pescado, esto debido a que
ya no se considera rentable la utilizacion de estas fuentes lipidicas, ademas de tener
graves consecuencias en el ambiente marino. Se sabe que las fuentes a base de
pescado tienen un excelente perfil de AGS esenciales, los cuales favorecen la salud, y
crecimiento de los organismos. Al sustituir un ingrediente nuevo no solo se busca un
perfil de AGS que promuevan el crecimiento de los organismos, sino también que el filete
tenga buena calidad nutrimental y por ende pueda competir en el mercado.

8.3.1 Dietas experimentales

Generalmente, se sabe que las harinas de insectos son ricos en AGS, y sus niveles
dependen de la especie, etapa de vida y alimento dado durante su cultivo. En la etapa
adulta de H. illucens, es decir, en el estado de madurez, este insecto no se alimenta, ya
gue en su estado larval consume toda la materia organica necesaria para poder
sobrevivir en las siguientes etapas: pre-pupa, pupa y adulto, y de esta manera poder
completar su ciclo de vida, acumulando de una manera eficiente los lipidos en su cuerpo,

los cuales utilizara como fuente energética (Tomberlin et al., 2005).
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En este sentido, se pudo observar que conforme se incluyo la HLMSN en las dietas
de los peces, condujo a ciertos cambios en la composicion del perfil de acidos grasos,
por ejemplo, el &cido laurico el cual representa el 21% del total de &cidos grasos de los
insectos segun lo reporta Oonincx et al. (2015), y que, por esta misma razon, este acido
graso no se identifico en la dieta control, la cual fue formulada a base de harina de
pescado. Se pudo observar una tendencia del acido laurico en las dietas experimentales,
es decir se tuvo una concentracion de menor a mayor en el contenido de acido laurico y
acido miristico entre tratamientos, siendo la dieta M50 con mayor proporcién de estos

acidos grasos, mismos resultados que reporta Tawwab et al. (2020).

Los AGS encontrados en el perfil de las dietas experimentales tuvieran una tendencia
de menor a mayor concentraciéon, por lo que se obtuvo un aumento de AGS totales
conforme se incluy6 un mayor porcentaje de la HLMSN en las dietas , mismos resultados
gue concuerdan con lo ocurrido en el experimento de Belghit et al. (2019), donde las
dietas aumentaron la concentracion de AGS conforme se incluyé la HLMSN, sin
embargo, a diferencia de nuestro experimento, estos investigadores incluyeron un 100%
de la fuente proteica en juveniles de salmoén atlantico, obteniendo como resultados una
concentracion Y AGS de 19 mg AG* g de dieta, valor que esta por debajo de lo obtenido
en nuestro estudio de 30.28 mg AG*g de dieta de 50% de sustitucion parcial de harina
de MSN, sin embargo, esto fue debido a que ellos utilizaron harina MSN parcialmente

desgrasada.

Como se habia mencionado, los insectos suelen ser ricos en AGS, sin embargo, sus
concentraciones de MUFAS y PUFAS son muy bajas (Lopez-Hernandez, 2014), esto se
pudo confirmar con los resultados de la cromatografia de gases de las diferentes dietas

gue se realizaron para nuestro experimento.

Es bien conocido que la composicion de grasa y AGS del alimento, se refleja en la
composicién de acidos grasos del musculo de los organismos (Lépez et al., 2006).
Debido a esto, en nuestra formulacion dietética se incorpordé mas aceite de pescado (rico
en DHA) conforme se disminuyé la fuente proteica de HP, esto con el fin de poder
balancear esta fuente lipidica, ya que la incorporacion de aceites en las dietas de los
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organismos es vital para mejorar la absorcion de las vitaminas liposolubles (Aprianto et

al., 2023), también mejora la palatabilidad del alimento (L6pez et al., 2006).

El DHA es un componente importante en los lipidos musculares ya que permite el
incremento del peso de los organismos, ademas de ser un acido graso con funciones
vitales tanto para los peces cultivados, como para el ser humano como consumidor final
(Cuervo-Moreno, 2014). A pesar del aumento del aceite de pescado en las dietas
experimentales, se obtuvieron concentraciones menores conforme se incorporé la
HLMSN, teniendo una concentracion minima de 6.70 mg DHA*g de dieta de 50% de
sustituciéon de harina de mosca, por lo que se esperaba que estas concentraciones
aumentaran conforme se incluia el aceite de pescado en las dietas experimentales.
Comparando estos resultados con (Carvajal, 2022), obtuvo una concentracion minima
de 9.7 mg DHA* g de dieta con una sustitucion del 50% de harina de mosca soldado para
juveniles de T. macdonaldi, sin embargo (Carpio, 2013) menciona que el minimo
requerimiento de DHA en dietas para juveniles de totoaba es de 4.58 mg DHA*g de dieta
para un crecimiento 6ptimo de la especie, por lo que las concentraciones minimas

encontradas de DHA en la dieta M50 es superior a la concentracién minima.

Por otro lado, los MUFAS totales en las dietas experimentales fueron ligeramente en

aumento, comportamiento muy similar en el experimento de Caimi et al. (2020).

8.3.2 Musculo

El &cido laurico en el musculo de totoaba no se identificd en el perfil de acidos grasos,
esto pudiera deberse a las bajas concentraciones de este acido en el masculo. Li et al.
(2016) reportaron en sus resultados que en el musculo de los juveniles de carpa C. carpio
alimentados con HLMSN, tuvieron niveles muy bajos de acido laurico y esto se pudo
deber a que el organismo utiliz6 este acido de manera facil y rapidamente en la oxidacion
y la produccién de energia, lo cual pudo haber pasado en el presente estudio debido a
gue no se identifico este acido en el perfil de 4cidos grasos del musculo de las totoabas.
El acido laurico en un AGS de cadena media que puede metabolizarse rapidamente, sin
gue este llegue a acumularse en el tejido adiposo, ademas, se encuentra directamente

relacionado con que los organismos encuentran una pronta saciedad en dietas que
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contengan mayores concentraciones de este acido graso, por lo que reducen su ingesta
de alimento (Dayrit, 2014; Anedda et al., 2023;).

En el trabajo de Carvajal, (2020) mencionan que el grupo de juveniles de totoaba
alimentados con las dietas que contenian mayor concentracion de acido laurico y que
este caso fueron alimentados con 50% de sustitucion de HP por harina de grillo,
redujeron su ingesta de alimento, sin embargo, en nuestro estudio no se obtuvo una
diferencia significativa (P>0.05) en la ingesta de alimento en los diferentes grupos
experimentales, ni siquiera con la dieta con sustitucién del 50% de HP por HLMSN,
mismos resultados que concuerdan con Guerreiro et al. (2020), donde indican que
juveniles de corvina (Argyrosomus regius) tampoco se vieron afectados en la ingesta de
alimento con las concentraciones mayores de acido laurico conforme se integraba la
harina de MSN a las dietas de los organismos; pero cabe mencionar que en nuestro
experimento a pesar de no ver diferencias significativas (P>0.05) en la ingesta de
alimento si se puede observar una tendencia a menor ingesta de alimento en los

organismos alimentados con dieta M40 y M50.

La inclusion de HLMSN en las dietas, no modific6 mayormente el contenido de
MUFAS, sin embargo si se pudo observar una ligera disminucién del total de los PUFAS,
mismo resultados que concuerdan con Moutinho et al. (2021), donde se sustituy6 harina
de pre-pupa de mosca soldado en dietas para juveniles de lobina europea (D. labrax), en
donde el perfil de AGS de las dietas, no se reflejé en el musculo de los organismos, como
frecuentemente sucede, esto se debe a que los peces grasos o “azul’ como comunmente
se conocen, tienden a ser mas influenciados por la modificacion de grasas en
comparacion con los peces magros o “blancos” Moutinho et al. (2021), es decir aquellos

organismos que tienen bajo porcentaje de grasa en el musculo como T. macdonaldi.

8.3.3 Higado

En general, el contenido Y AGS en los higados de los organismos alimentados con
las diferentes dietas experimentales, se observé un aumento mayor en la concentracion
de estos AGS en los higados de los organismos alimentados con las dietas M40 y M50

a comparacion de la dieta control, principalmente de los AGS C12:0, C14:0y C18:0.
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Los resultados de la cromatografia de gases para determinar el contenido total de
acidos grasos del higado de truchas que realizé Bruni et al. (2020), determiné que los
acidos grasos C12:0 y C14:0 aumentaron significativamente (P<0.05) en las dietas
donde se sustituyé el 25 y 50% de harina de pescado por harina de MSN en dietas para
la trucha arcoiris (O. mykiss) y determinaron que este aumento de AGS se debid a que
los peces acumularon estos acidos en lugar de oxidarlos, como pudo haber pasado en
nuestro trabajo. Por otra parte, en los resultados de Estévez et al. (2022) también
encontraron un aumento de AGS en los higados juveniles de corvina (Angyrosomus
regius) al ser alimentarlos con una dieta a base de insecto, determinando que ese
aumento originara cambios histomorfolégicos en el higado de los juveniles de corvina,
sin embargo, no llego a mostrar efectos significativos (P>0.05) en el indice
hepatosomético, ni muerte de los organismos, mismos resultados que concuerdan con

nuestro trabajo.

8.4 Parametros hematoldgicos y bioquimica sanguinea

Los ingredientes incluidos en las dietas de los organismos pueden ser los indicadores
de que el desarrollo productivo y salud de los peces son influenciados por dicho
ingrediente, ya que puede verse reflejado en cambios fisiolégicos y asi como también
generar, en algunos casos patologias; esto se puede determinar a través del estudio de
la hematologia y bioquimica sanguinea, ya que esta herramienta ha sido de mayor
importancia durante los ultimos afios en la acuacultura para evaluar el estado de salud

de los animales cultivados.

Hasta la fecha en que se redacta esta investigacion, no se encontraron estudios
hematoldgicos, ni bioquimica sanguinea de juveniles de T. macdonaldi que fueran
alimentados con sustituciones parciales de HLMSN, y que indiquen de alguna manera
su influencia en los valores hematol6gicos ante este sustituto proteico en las dietas de
totoaba, por lo que este estudio corresponde a los primeros estudios hematoldgicos y de
guimica sanguinea de dicha especie, los cuales podran contribuir a investigaciones
futuras. A pesar de no haber resultados previos hematoldgicos de totoaba que nos

indique el estado de salud al ser alimentados con HLMSN, se han realizado diversas
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investigaciones con diferentes organismos que son un referente en la acuacultura, hoy

en dia.

Tawwab et al. (2020), realizaron un estudio con juveniles de lobina europea, tras
alimentarlos durante ocho semanas con sustituciones parciales de HP por HLMSN (25,
35 y 50%), realizaron evaluaciones hematolégicas donde determinaron que los valores
de hematocrito y hemoglobina de los juveniles no fueron influenciados significativamente
(P>0.05) por la inclusién de HLMSN. De igual manera en el estudio de Mufoz-Jativa
(2022), no se encontraron resultados significativos (P>0.05) en los valores del porcentaje
de hematocrito en alevines de trucha arcoiris alimentadas con 0, 15 y 20% de harina
HMSN. Mismos resultados se obtuvieron en la presente investigacion donde el
reemplazo de HLMSN en las dietas de T. macdonaldi no afectd los parametros
sanguineos, por lo que no compromete el transporte de oxigeno hacia los érganos vitales

del pez.

Debemos tomar en cuenta en que los cambios de los componentes sanguineos
dependeran de la especie, edad, variables fisicoquimicas, estado reproductivo y como

ya se mencioné la alimentacion.

Espinosa Acevedo (2014) menciona que los valores mas altos de hematocrito y
hemoglobina estan directamente relacionados con un buen estado de salud de los
organismos. Campbell (2015) menciona que los peces con un hematocrito mayor a 45%
se debe a un aumento anormal de los glébulos rojos, esta condiciébn en mejor conocida
como policitemia y se debe a una deshidratacion o bien que la medula los produce en
exceso, de manera contraria, peces con un porcentaje menor al 20% de hematocrito
puede estar relacionado a un estado de anemia por lo que podria debilitar las funciones
del sistema inmunolégico. Con este contexto, en el presente trabajo, los valores de
hematocrito de los organismos alimentados tanto con la dieta control como las dietas
experimentales a base de HLMSN, estuvieron dentro de los rangos normales antes
descritos (22 a 25%), por lo que podemos decir que las dietas no afectaron los valores
hematoldgicos de los juveniles de T. macdonaldi, sin embargo, a pesar de no encontrar
diferencias significativas (P>0.05) en el porcentaje de hematocrito de los diferentes

grupos experimentales, si se puede observar una tendencia a mayor porcentaje de
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hematocrito en los organismos alimentados con la dieta M50 y esto pudiera estar
relacionado a que la HLMSN contienen péptidos tales son como el acido laurico y la

quitina, los cuales mejoran la respuesta inmune de los organismos que la consumen.

Por otro lado, Lu et al. (2020) reportaron que, en los juveniles de carpa herbivora, no
se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en los valores de albumina y proteina
total, al sustituir los porcentajes de HP por HLMSN (25, 50, 75 %) en las dietas de los
organismos. De igual manera en el estudio de Dumas et al. (2018) y Kishawy et al.
(2022), reportaron que la albumina y la proteina total del plasma de los juveniles de trucha
arcoiris y tilapia del Nilo (respectivamente), no fueron significativamente diferentes
(P>0.05) respecto al plasma de los organismos alimentados con la dieta control, por lo
gue no se observaron valores anormales en los tratamientos con respecto a los
organismos alimentados con la dieta control, mismos resultados se pudieron obtener en
el presente estudio al no obtener una diferencia significativa (P>0.05) en los valores de

albumina y proteina total en plasma de los juveniles de totoaba.

Los aumentos de los niveles de proteina total y albumina, son signos positivos en el
estado de salud e inmunolégicos de los organismos (Kumar et al., 2007), en los analisis
del perfil de proteinas séricas de nuestro experimento no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05), sin embargo, los organismos alimentados con dieta control
presentaron los niveles de proteina total sérica mas bajos en comparaciéon con las demas
dietas experimentales (3.2 £ 0.5 g dL'), mientras que los organismos alimentados con
HLMSN tuvieron los niveles de proteina total en un rango de 3.5 - 3.8 g dL™!, esto pudiera
ser debido a que se sabe que la HLMSN contiene compuestos bioactivos como péptidos
antimicrobianos, acido laurico y la quitina que funcionan como inmunopotenciadores
(Mohan et al., 2023; Weththasingue et al., 2021), lo que podria haber sucedido en
nuestros organismos como un posible efecto inmunoestimulante por parte de la HLMSN
incluido en las dietas, aunque los efectos reales tendrian que comprobarse con otros

analisis sanguineos.

Los analisis de colesterol plasmatico, asi como triglicéridos totales, se realizan para

evaluar el metabolismo de los lipidos de los organismos et al. (El-katcha et al., 2021).
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Anurak et al. (2022) reporta que la inclusion de harina de MSN en las dietas de peces
Golfish Carassius auratus, disminuyen linealmente los niveles séricos de colesterol total
en los organismos al aumentar los niveles de inclusion proteica en la dieta con niveles
de 43 gkg?, 84 g kg, 145 g kg?, y 210 g kg* de HMSN para reemplazar la HP. De igual
manera Wang et al. (2019) obtuvieron resultados similares con juveniles de lobina
japonesa Lateolabrax japonicus, estos resultados son comparables con lo obtenido en
nuestro estudio, ya que al incluir 86 g kg, 171 g kg?, 256 g kg*, 345 g kg'y 428 g kg
de HLMSN en las dietas de totoaba, los niveles séricos de colesterol total también
disminuyeron cuando aumentaron los porcentajes de HLMSN, indicando que la HLMSN
puede reducir la colesterolemia en los juveniles de totoaba, esto podria deberse a dos
razones: la primera podria deberse a que la HLMSN contiene menos colesterol que la
harina de pescado (Wang et al., 2019), y la segunda razén podria ser que la quitina
funciona como una fibra dietética la cual actualmente se considera parte de una dieta
saludable, debido a que reduce el colesterol plasmatico, resultados reportados por
Anurak et al. (2022), Magalhaes et al. (2017) y Escudero y Gonzélez (2006).

Cuando un organismo ingiere alimento, la vesicular biliar libera sales biliares, la cual,
a una cierta concentracion forma moléculas llamadas micelas, estas son indispensables
para el transporte de colesterol hasta las microvellosidades (borde de cepillo) de los
enterocitos de los organismos, donde a través de difusion pasiva el colesterol atraviesa
la membrana del enterocito hasta su citoplasma, posteriormente es incorporado al
sistema linfatico y finalmente a la sangre del organismo (Boix y Pic, 2005). La quitina es
responsable de inhibir esta absorcion de colesterol debido a que puede alterar la
formacién de micelas al unirse a ellas y aumentando la excrecién de sales biliares,
disminuyendo de esta manera los niveles de colesterol en sangre (Magalhaes et al.,
2017).

En cuanto a la glucosa plasmatica de los juveniles de totoaba se observé un aumento
de los niveles cuando se incluyeron los porcentajes de HLMSN en la dieta de los
organismos, observando que los organismos alimentados con dieta control tuvieron los
valores mas bajos de glucosa plasmatica (39.7+ 0.6 mg dL!), mientras que las totoabas
alimentadas con 50% de HLMSN en las dietas tuvieron los valores mas alto de glucosa

(57.2 £ 0.5 mg dL), estos resultados concuerdan con lo reportado por Guerreiro et al.
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(2020) con juveniles de corvina (Argyrosomus regius) donde encontraron una tendencia
de aumento lineal en los niveles de glucosa, alimentando a los organismos con

porcentajes del 10, 20 y 30% de harina de H. illucens.

Chéavez y Ubidia (2015) mencionan que los niveles de glucosa plasmatica en trucha
arcoiris es proporcional a los carbohidratos incluidos en la dieta; en nuestra investigacion
al realizar la composicion proximal de las dietas obtuvimos que los valores de ELN fueron
aumentando linealmente, siendo la dieta M50 con mayor contenido de ELN. (Tabla 3),
mientras que por otra parte los niveles de glucosa plasmatica de los peces alimentados
con las dietas M10, M20, M30 y M40 fueron estadisticamente mayores al de los peces
alimentados con la dieta control, pero, ademas, los valores de glucosa plasmatica de los
organismos alimentados con la dieta M50 fueron mayormente diferentes a la de los
demdas tratamientos experimentales incluida la dieta control, de esta manera

corroborando la informaciéon de estos autores mencionados.

Por otra parte (Kamanlam y Panserat 2023) mencionan que los niveles de glucosa
plasmatica estan directamente relacionados con la depositacién de glucégeno en el tejido
hepatico, por lo que una dieta con niveles altos de carbohidratos podria afectar el
funcionamiento hepatico, ya que los carbohidratos se acumulan de forma excesiva en el
hepatopancreas de los peces, resultados que observamos en el presente experimento,
ya que al tener un incremento de carbohidratos en las dietas de totoaba, se pudo
observar, por medio de histologia hepatica, esteatosis macrovesicular en las totoabas
alimentadas con las dietas M40 y M50, recordando que los valores de almidon en estas
dietas fueron mas altos que el resto, asi mismo, la glucosa plasmatica de estos

organismo fue mas alta.

Para los peces carnivoros marinos, los carbohidratos no son esenciales en
comparacion con las especies herbivoras, sin embargo, son componentes importantes
en la dieta ya que favorecen el aprovechamiento de proteinas y lipidos (Guerrero Zarate,
2019). A pesar de esto, se ha demostrado que el aprovechamiento de los carbohidratos
varia entre especie, asi como la complejidad de la molécula (carbohidratos) en la dieta
(Cho et a., 2022; Mikolajczak et al., 2022; Dumas et al., 2018; Ibarz et al., 2013), que en

este caso la quitina es un carbohidrato poco digerible en algunas especies de peces;
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mostrando que las especies carnivoras tienen una menor tolerancia a la glucosa, por lo
gue presentan hiperglicemia ya que requieren mas tiempo para recuperar sus niveles de
glucosa normal, y en muchos de los casos puede haber un crecimiento reducido en los
organismos (Guerrero Zarate, 2019); con este contexto podemos comparar que los
juveniles de totoaba alimentados con la dieta M50 tuvieron un incremente de la glucosa

normal y una reduccion en su crecimiento (Tabla 6).

8.5Histologia

Particularmente, la histologia en este trabajo se realiz6 para evaluar los posibles
cambios morfoldgicos del intestino y hepatopancreas de los juveniles de T. macdonaldi
al sustituir parcialmente la HLMSNN (H. illucens) en las dietas de los peces, ya que hasta
el momento en que se redacta esta tesis, no se encontré ninguna investigacion que
describa los efectos que causa dicha harina a nivel histolégico (intestinal y hepatico) en

esta especie.

Tanto el intestino como el hepatopancreas son 6rganos diana que nos permite
ver las diferentes alteraciones a nivel celular al ser expuestas a diferentes estimulos ya
sean fisicos, biolégicos, quimicos, genéticos o nutricionales (Trejo, 2020), ademas las
células que conforman este tejido se reajustan estructuralmente para poder potencializar
su funcionalidad al encontrarse con estos diferentes estimulos estresores para el

organismo.

8.5.1 Intestinal

En este estudio se tomo el intestino distal como referente a cambios morfolégicos
a partir de la sustitucién parcial de HLMSN, debido a que en el intestino distal es el lugar
donde principalmente se lleva a cabo la digestion y absorcion de los alimentos, ademas,
es el sitio donde se llevan a cabo las funciones normales de la mucina que se secreta en

el intestino a través de las células caliciformes (Luo et al., 2014).
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En general en este estudio se encontraron diferencias estructurales
estadisticamente significativas en cada uno de los componentes medidos del intestino
distal.

Se pudo observar que con una sustitucién parcial del 20 y 30% de harina de
pescado por HLMSN en las dietas, no se tuvo un impacto negativo en el intestino distal
de totoaba, es decir, las vellosidades intestinales fueron mas largas que las demas dietas
experimentales (incluso que la dieta control), no se vio una inflamacion de la lamina
propia, ni vellosidades, ademas que no se observaron infiltraciones de células inmunes

en el intestino de los peces alimentados con las dietas mencionadas anteriormente.

Es importante mencionar que las vellosidades intestinales cumplen la funcion
importante de absorber los nutrientes del alimento hacia la sangre a través de los
enterocitos (Deng et al., 2010), la longitud y el ancho de las vellosidades pueden indicar
el estado de salud de los organismos, ya que la buena formacion o integridad del intestino
es fundamental para el buen funcionamiento fisiolégico, de lo contrario si se administra

una dieta desequilibrada nutricionalmente puede provocar degeneracion de estos tejidos.

Los resultados de esta investigacién fueron muy similares a lo observado en el
estudio de Elia et al., (2018), donde al sustituir porcentajes del 25% de HP por harina de
H. illucens, en dietas para trucha arcoiris (O. mykiss), las vellosidades intestinales no se
vieron afectadas, por lo que no se determiné una enteritis en la especie, asi como
tampoco se vieron afectados significativamente (P>0.05) otras caracteristicas
morfoldgicas del intestino como tamafio de enterocitos, espesor de la pared intestinal,
inflamacion de las vellosidades y lamina propia, por lo que los autores sugieren que la
trucha arcoiris no tiene una influencia negativa sobre la capacidad digestiva de esta

fuente proteica a base de insectos.

También Huang et al. (2022), determiné que al incluir hasta un 30% de HMSN, no
se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la morfologia del intestino distal del
mero negro Epinephelus fuscoguttatus. Por otra parte, Zhao et al., (2023), informaron
gue no encontraron cambios significativos (P>0.05) en la histologia intestinal de juveniles
de Robalo (Scophthalmus maximus L.) al ser alimentados con 14% de sustitucion de HP

por harina entera y desgrasada de larva de mosca soldado negro, con respecto a la dieta
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control a base de HP; resultados muy similares a los encontrados en el presente estudio,
donde todas la mediciones realizadas en el intestino distal de totoaba (a excepcion de la
longitud de la submucosa) fueron muy similares entre los organismos alimentados con

un 10% de sustituciéon de HLMSN y dieta control.

Por lo contrario, en nuestra investigacion, los organismos alimentados con los
tratamientos M40 y M50 obtuvieron diferencias significativas (P<0.05) en el acortamiento
de las vellosidades intestinales. De manera similar a se encontré un estudio Lu et al.
(2020) en el que informaron que con un remplazo del 50% de HP por harina desgrasada
de larva de mosca soldado en dietas para la Capra herbivora (Ctenopharyngodon
idellus), el intestino de dicha especie presento una disminucion del espesor de la pared
intestinal, ademas de que las distancias de los pliegues de las vellosidades fueron mas
largas entre si a comparacion de la dieta control.

Otros autores también hay confirmado que con una inclusibn mayor al 75% de
harina de MSN en la dieta de los peces, afecta negativamente la morfologia de las
vellosidades intestinales, por lo que la capacidad de asimilacion de nutrientes del
alimento en mucho menor, ademas el tamafio de enterocitos se ve reducido, se
muestran inflamaciones en las vellosidades y lamina propia, el espesor de la pared
intestinal se ve reducido, hay infiltraciones leucocitarias, y en ocasiones se observa una
desintegracion estructural de la arquitectura de las vellosidades intestinales, en peces
como la carpa comun Cyprinus carpio (Senlin et al., 2017), la trucha arcoiris O. mykiss
(Elia et al., 2018), y la dorada Sparus aurata (Gai et al., 2023); todos estos signos sefiales
de una enteritis intestinal severa, resultados que concuerdan con lo observado en el

intestino distal de totoaba alimentados con las dietas M40 y M50 de este experimento.

Sin embargo, en estudios como el de Wang et al. (2019) de manera contraria a lo
descrito anteriormente, lograron una sustitucion del 64% de harina desgrasada de larvas
de mosca soldado negro, sin que este afectara la estructura del intestino en juveniles de
lobina japonesa Lateolabrax japonicus, es decir, no se vio afectada la altura de las

vellosidades intestinales, el ancho, ni el nUmero de células caliciformes por vellosidad.

El uso de las harinas a base de insectos en la industria acuicola esta meramente

divido por varios investigadores; Se sabe que todas las harinas a base de insectos
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contienen un cierto porcentaje de quitina, debido a que este polisacarido forma de
manera natural la cuticula del organismo, asi como también esta presente en el
exoesqueleto de camarones, cangrejos, langostas, langostinos y percebes (Rimoldi et
al., 2023).

Varios estudios informan que un incremento alto de harina de insecto en la dieta
de los peces, puede llegar a tener efectos negativos en su salud, como enteritis intestinal,
donde ya se menciond que los signos principales de esta enfermedad se presentan con
una inflamacién del tracto digestivo y acortamiento de las vellosidades intestinales
principalmente (Zarantoniello et al., 2020; Gasco, 2018), ademas, disminuye la
digestibilidad de las dietas por lo que se presenta una baja asimilacion de los nutrientes
contenidos en el alimento (Gasco, 2018), y por consecuente el organismo le es imposible
desarrollarse; Esto principalmente de debe a que ciertos peces no cuentan con enzimas

digestivas como las quitinasas para poder digerir y absorber la quitina.

Por otro lado, se ha demostrado que la quitina tiene efectos positivos al ser
afadidos en la dieta de los organismos acuicolas, ya sea en forma de harina (a base de
insectos) o bien como aditivos (aislada a partir del exoesqueleto de crustaceos), debido
a que funcionan como inmunoestimulantes, ademas de tener beneficios en la microbiota
(Antonopoulou et al., 2019), ya que al actuar como un prebiético, estimula el crecimiento
de bacterias benéficas, entre ellas degradantes de quitina (Rimoldi et al., 2023) por lo
gue hay organismos que elevan sus tasas de crecimiento y no se ve afectada la
morfologia intestinal de especies como la trucha arco iris O. mykiss, la tilapia del Nilo
(O. niloticus), el jurel cola amarilla (Seriola quinqueradiata), el salmén Atlantico (Salmo
salar) entre otros (Rimoldi et al., 2023; Agbohessou et al., 2022; Li et al., 2020).

En este sentido, se sugiere que los juveniles de T. macdonaldi, pueden tolerar
inclusiones de hasta el 30% de HLMSN en la dieta sin que la quitina tenga efectos
negativos en el intestino distal, y corroborando lo mencionado anteriormente por los
autores (Zarantoniello et al., 2020; Gasco, 2018), al incluir altos porcentajes de harina de
mosca soldado en las dietas, y que en este estudio fueron 40 y 50% de HLMSN en las
dietas, se presentan dafios en el intestino distal de los peces, impidiendo una correcta

absorcion de los nutrientes como podemos observar en la Figura 12 de este trabajo.
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El aumento del numero de células caliciformes fue otro de los cambios
significativos (P<0.05) en el presente estudio; Se pudo observar que, con inclusiones de
0, 10, 20, y 30% de HLMSN en las dietas, no se presentaron cambios significativos en la
densidad de células caliciformes en el intestino distal de totoaba, sin embargo, se pudo
ver un incremento de estas células con una sustitucion de 40 y 50% de HLMSN.
Resultados muy similares se encontraron en el estudio de Kari et al. (2023) y Uran et al.,
(2018) donde la densidad de células caliciformes en las vellosidades fue en aumento
conforme sustituyeron los niveles de la HP por harina de MSN en dietas para el pez beta
(Betta splendens) y harina de soja en la carpa comuan (Cyprinus carpio L.)
respectivamente, por lo que los autores mencionan que este aumento en la densidad de
células se trata de signos de una respuesta inflamatoria similar a la causada por la harina
de soja descrita en el Salmon atlantico (Salmo salar) como una enteritis sub-aguda no
infecciosa de la mucosa epitelial distal (Agboola et al., 2022; Uran et al., 2018;
Baeverfjord y Krogdahl, 1996).

De manera contraria en juveniles de lobina japonesa (Lateolabrax japonicus) no
se vio afectado el nimero de células caliciformes mediante incorporaban harina de
insecto H. illucens como fuente proteica en porcentajes de 16, 32, 48 y 64% (Wang,
2019).

Las células caliciformes o de globet, se encuentran dispersas entre los tejidos del
intestino y el aparato respiratorio; En el intestino, una de las principales funciones de las
células caliciformes, es proteger la superficie epitelial del intestino a través de la mucina
excretada por estas células, el cual es un componente transparente y viscoso que forma
una capa de moco, y es la encargada de proteger a los enterocitos contra dafos fisicos
y quimicos (Kim y Khan, 2013). La capa de mucina creada por estas células también
tiene la capacidad de prevenir infiltraciones de antigenos o microorganismos patdgenos,
ya que contiene anticuerpos como la inmunoglobulina A (IaA) que permite combatir

contra estos agentes (Kim y Khan,2013).

Por otro lado, los organismos tienden a reaccionar inmunolégicamente cuando se
administra alguna proteina o algun componente de la dieta que para él se considera

extrafia (antigeno alimentario) por lo que ademas de proporcionar una barrera fisica
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contra enfermedades, la mucina de las células caliciformes también proporciona sefales
antiinflamatorias como defensa ante estos antigenos, que llegan a células dendriticas

para regular la salud intestinal (Vazquez y Verga, 2012).

Zarantoniello et al. (2020), interpreta el aumento de mucina en el intestino del pez
cebra (Danio rerio) como una lubricacion necesaria para un adecuado transporte de las
dietas administradas con inclusiones de 50, 75 y 100% de harina de pre-pupa de MSN y
esto gracias al papel inmunoestimulador que juega la quitina en el sistema inmunolégicos

de los peces.

En este sentido con lo antes descrito, posiblemente en este estudio el aumento
del niamero de células caliciformes se puede interpretar como una respuesta a la
alteracién de la estructura de las vellosidades intestinales, asi como una respuesta
defensiva al epitelio y modulador de la inflamacion intestinal al incorporar sustituciones
parciales del 40 y 50% de HLMSN en la dieta de totoaba.

8.5.2 Hepatica

Generalmente, se menciona que el hepatopancreas es muy sensible ante los
alimentos consumidos, por lo que la salud de los organismos varia dependiendo de la
calidad del alimento (Wang et al., 2019).

En cuanto la histologia hepatopancreatica de totoaba, se observé que los
hepatopéncreas de los organismos alimentados con las dietas DC, M10, M20 y M30 de
sustituciéon de HLMSN, no presentaron alteraciones en la morfologia de este érgano, a
excepcion del tratamiento M30 en donde solo en algunas zonas se comenzé a visualizar
hepatocitos con inclusiones de pequefias vacuolas lipidicas. Anedda et al. (2023),
también determinaron que con sustituciones del 10% de HP por harina de MSN en la
dieta de la dorara (Sparus aurata), no causa alteraciones o dafios en la morfologia de las

células hepaticas del organismo.

Otros trabajos muy similares al nuestro, fue el de Bruni et al. (2020) en el cual no
se encontraron diferencias en los higados de las trucha arcoiris (O. mykiss) alimentados

con inclusiones del 25% de HMSN en el alimento y la dieta control a base de harina de
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pescado. De igual manera en el trabajo de Zarantoniello et al. (2020) indicaron que con
inclusiones menores al 25% de harina de pre-pupa de H. illucens, el higado de los

juveniles del pez cebra (Danio rerio) no presento esteatosis en los hepatocitos.

Sin embargo, caso contrario ocurrié en juveniles de curvina (Argyrosomus regius)
ya que los organismos presentaron vacuolizacion hepatica debido a la presencia de
lipidos en los hepatocitos cuando fue alimentada con una sustitucion de 15% de HP por

harina de grillo (Acheta domestitcus) (Estévez et al., 2022).

Por otro lado, en nuestro estudio se observo una esteatosis macrovesicular muy
notoria en los organismos alimentados con las dietas M40 y M50 de sustitucion de
HLMSN, sin embargo, a pesar de estos cambios en la estructura de los hepatocitos, no
se notd ninguna otra alteracion en el parénquima hepético ni pancreéatico, como necrosis,
inflaciones o infiltracion de células inmunes en las totoabas alimentadas con las dietas

experimentales.

Nuestros resultados fueron consistentes con los resultados que se presentaron en
la investigacion de Bruni et al. (2020), donde los autores mencionan que al sustituir 50%
de HP por harina de MSN en dietas para trucha arcoiris (O. mykiss), el parénquima
hepatico de los organismos mostré una acumulacion de lipidos en los hepatocitos, la cual
determinaron como esteatosis macrovesicular. En el estudio de Bisiato et al. (2022)
encontraron resultados similares al estudio anterior con la misma especie, encontrando
inflamacion, vacuolizacion lipidica, infiltraciones linfocitarias alrededor de los conductos
biliares, degeneracion del tejido hepatico en los organismos alimentados con una dieta
con inclusiones del 50 y 100% de HMSN, sin embargo, estos cambios también se
encontraron en los organismos alimentados con la dita control, concluyendo que estos

cambios histopatoldgicos no fueron influenciados por la utilizacion de la harina de MSN.

En las dietas experimentales del presente trabajo, pudimos observar los niveles
de PUFAS w-3 fueron en disminucion, de acuerdo con el aumento del porcentaje de
inclusion de HLMSN en dietas para totoaba, de esta manera relacionando los resultados
obtenidos debido a que se sabe una dieta balanceada en acidos grasos poliinsaturados
previene el dafio hepatico; observando esteatosis macrovesicular en el higado de los

organismos alimentados con las dietas M40 y M50, las cuales tuvieron niveles mas bajos
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de PUFAS w-3. Sin embargo, a pesar de observar esteatosis en los hepatocitos del
higado de estos dos grupos experimentales, no se obtuvieron diferencias significativas

(P>0.05) en el indice hepatosomatico.
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9. CONCLUSIONES

El peso ganado en los juveniles de T. macdonaldi al final del bioensayo no se vio
afectado por la inclusion de HLMSN en las dietas, ya que a pesar de observar una
reduccion de peso en los organismos alimentados con porcentajes del 40 y 50% de

HLMSN, estos pesos no fueron menores al de los peces alimentados con la dieta control.

El grupo de peces alimentados con las dietas M20 y M30 mostraron una mejor tasa
de crecimiento especifico (TCE) en comparacion con el grupo de peces alimentados con

la dieta control a base de HP.

Los diferentes porcentajes de inclusion de HLMSN en las dietas de T. macdonaldi no
afectaron los parametros productivos (IA, FCA, IHS, IVS) ni la supervivencia de los

organismos.

Los diferentes porcentajes de inclusion de HLMSN en las dietas de T. macdonaldi no
afectaron la composicion proximal (humedad, cenizas, lipidos y proteinas) de pez entero,

musculo y visceras.

La inclusién del 50% de HLMSN en la dieta de los juveniles de T. macdonaldi,
modificd el perfil de lipidos en el higado, en comparacién con el grupo de organismos
alimentados con la dieta control, por lo que se sugiere que esto pudo haber ocurrido por
el aumento de los carbohidratos en la dieta, asi como el tipo de acidos grasos de la
HLMSN.

Los AGS aumentaron en el musculo e higado de los organismos conforme se incluyé
la HLMSN en las dietas, mientras los MUFAS y PUFAS bajaron sus niveles de

concentracion en los tejidos.

La inclusién de los diferentes porcentajes de HLMSN en la dieta de los juveniles de
T. macdonaldi, no afecto significativamente (P>0.05) los valores de %HT, HM, PROT y
ALB. Sin embargo, conforme se incluy6 la HLMSN en las dietas de totoaba, los niveles
de colesterol plasmatico disminuyeron, debido a que la HLMSN puede reducir la
colesterolemia en los organismos, alterando la formacion de micelas. Por otro lado, se

observo un aumento en los valores de glucosa plasmatica, significativamente (P<0.05)
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mayor en el grupo de peces alimentados con la dieta M50, determinando que pudo
deberse al aumento de carbohidratos en la dieta, ademas, que de acuerdo con los
antecedentes los peces carnivoros tienen una menor tolerancia a la glucosa,

promoviendo en ellos el aumento de los niveles de glucosa plasmatica.

De acuerdo con el analisis histologico intestinal se determiné que una inclusion del
20 y 30% de HLMSN en la dieta de T. macdonaldi, no compromete la salud intestinal del
organismo, mientras que sustituciones del 40 y 50% de HLMSN genera enteritis en los

peces.

Las inclusiones del 40 y 50% de HLMSN en las dietas de totoaba, generé un mayor
numero de células caliciformes en el tejido intestinal, la cual se puede interpretar como
una respuesta a la alteracion de las estructuras de las vellosidades intestinales, asi como
una respuesta defensiva al epitelio y modulador de la inflamacién intestinal ante la

enteritis generada en este grupo de peces.

En el andlisis histolégico hepatico se concluye que con inclusiones del 40 y 50% de
HLMSN en las dietas de totoaba, se presenta esteatosis macrovesicular en el
parénquima hepatico, mientras que las inclusiones del 10, 20 y 30% de HLMSN no

compromete la salud hepatopancreatica del organismo.

Finalmente, se concluye que se puede sustituir hasta un porcentaje de 30% de harina
de larva de mosca soldado negro H. illucens en la dieta de los juveniles de T. macdonaldi,
ya que no compromete la salud ni los parametros de crecimiento de los organismos, sin

embargo, se recomienda una inclusién del 20% de HLMSN para mejores resultados.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar analisis de digestibilidad de las dietas formuladas, debido a que no solo
debemos tomar en cuenta el porcentaje proteico de las fuentes alternativas para
el reemplazo de la HP, ya que estas también deben ser digeribles para que los
nutrientes puedan ser asimilados y aprovechados por los organismos.

Formular dietas balanceadas en el contenido de quitina, para confirmar si la

quitina tiene un efecto ya sea negativo o positivo en los juveniles de T. macdonaldi.

Realizar analisis de células rojas como globulinas, volumen corpuscular medio,
concentracion media de hemoglobina, concentracion media de hemoglobina
corpuscular y parametros relacionados con el sistema inmunolégico como
lisozimas, inmunoglobulinas, células blancas (porcentaje de linfocitos, monocitos,
neutrofilos) ya que nos indican un mejor estado de salud de los peces, asi como
las respuestas inmunes de los organismos ante la inclusion de harina de larva de

mosca soldado en la dieta de los juveniles de T. macdonaldi.

Realizar analisis de actividad enzimatica AST y ALT en sangre, ya que son
indicadores principales de la funcién hepatica, complementando de esta manera
los analisis de histologia hepética.
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