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RESUMEN de tesis para obtener el grado de Maestro en Ciencias Veterinarias que presenta L.B.A. Oscar
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“EFECTO DEL ACIDO ARAQUiDONICO EN LOS PARAMETROS DE CRECIMIENTO, QUI'MICA SANGUI'NEA,
PERFIL DE ACIDOS GRASOS, ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LIPASAS DE
Totoaba macdonaldi”

Resumen aprobado por:

Dr. Fernando Barreto Curiel Dr. Dr. Miguel Arturo Cabanillas Gamez

El cultivo de organismos marinos presenta un reto en la formulacion de alimentos balanceados,
donde su principal limitante es el elevado costo de los insumos y el uso de harina (HP) y aceite
de pescado (FO) como fuentes principales de aminoacidos y dcidos grasos esenciales, como son
ARA (4cido araquiddnico) (20:4w6), EPA (eicosapentaenoico) (20:5w3) y DHA (acido
docosahexaenoico) (22:6w3), los cuales no pueden ser sintetizados endégenamente por el
organismo. Por ello, el objetivo del trabajo fue determinar el efecto del acido araquiddénico en la
dieta de juveniles de Totoaba macdonaldi sobre los pardametros productivos, quimica sanguinea,
composicion proximal, perfil de acidos grasos de higado y musculo y actividad de lipasas totales
en higado. Se elaboraron 5 dietas (isoproteicas e isolipidicas, 46% proteina y 11.5% lipidos): 1
dieta control (HP y FO) y 4 dietas con niveles ascendentes de ARA con 0.7 £ 0.1 (D30+ARA), 1.3
0.0 (D60+ARA), 2.0 + 0.3 (D90+ARA), 2.2 + 0.02 (D120+ARA) mg g?, respectivamente
(tratamientos: D30+ARA, D60+ARA, D90+ARA y D120+ARA).

Se sembraron 16 organismos por unidad experimental (15 tanques = 240 organismos) con una
talla promedio de 23.9 + 0.1 g. El bioensayo se llevé a cabo durante 74 dias. Los resultados

obtenidos de los pardmetros de crecimiento (peso inicial y final, talla inicial y final, factor de
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conversion alimenticia (FCA), Tasa de crecimiento especifico (TCE), tasa de eficiencia proteica
(PER), porcentaje de peso ganado (%PG), indice hepatosomatico (IHS) e indice viscerosomatico
(IVS), no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, el analisis
de la quimica sanguinea presentd un contenido significativamente mayor (P<0.05) en proteina
total y albumina para DC, respecto al resto de los tratamientos. En lo que respecta al resto de
pardmetros sanguineos, el contenido de triglicéridos en plasma para el tratamiento D60+ARA
(151.147.6 mg dL?) fue significativamente mayor (P<0.05) comparado con el resto de los
tratamientos. El contenido de colesterol en plasma fue significativamente mayor en D30+ARA y
D60+ARA, y la glucosa fue significativamente menor en las dietas D60+ARA y D120+ARA respecto
al resto de los tratamientos (P<0.05). El ARA en el higado y musculo mostré una acumulacion
progresiva en respuesta al nivel de la dieta, mientras que EPA y DHA fueron significativamente
menores en las dietas enriquecidas con ARA (P<0.05) respecto a DC. El contenido de EPA en
higado de los organismos alimentados con la DC fue significativamente mayor con 1.9 mg g*
respecto al resto de los tratamientos enriquecidos con ARA (0.3 mg g promedio). El contenido
de DHA en higado en el tratamiento control fue de 8.0 mg g%, significativamente mayor respecto
a 4.7 mg g promedio en dietas enriquecidas con ARA. En musculo, el tratamiento DC mostrd la

mayor concentracion de DHA (P<0.05) con 3.0 mg g* de tejido respecto a 1.7 mg g promedio.

Respecto a la actividad de lipasas en higado, no se observaron diferencias significativas al

enriquecer la dieta con ARA(P>0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede inferir que T. macdonaldi no parece requerir
un nivel alto de ARA en la dieta; no se observé un efecto directo en el crecimiento, sin embargo,
las dietas enriquecidas fueron estadisticamente similares en los pardmetros evaluados
(crecimiento) con la ausencia de aceite de pescado, por lo que es factible reemplazar el aceite de
pescado mediante el enriquecimiento de ARA utilizando una combinacién de aceite de canola y
adicion de fuentes de w-3 y w-6, sin presentar efectos negativos en la salud, corroborado también
por el perfil de la quimica sanguinea analizado. El presente estudio sienta las bases para futuras
investigaciones con el objetivo de determinar si existe un requerimiento de EPA y DHA superior

a los niveles utilizados en el presente experimento.
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ABSTRACT

The culture of marine organisms presents a challenge in the formulation of balanced feed, where
the main limitation is the high cost of supplies and the use of fishmeal (HP) and fish oil (FO) as
main sources of amino acids and essential fatty acids, such as (ARA, 20:4w6), EPA (C20:5w3) and
DHA (22:6w3), which cannot be synthesized endogenously by the organism. Therefore, the
objective of this study was to determine the effect of arachidonic acid in the diet of juvenile
Totoaba macdonaldi on productive parameters, such as: blood chemistry, proximal composition,
fatty acid profile of liver and muscle and total lipase activity in liver. Five diets (isoproteic and
isolipidic, 46% protein and 11.5% lipids) were formulated: 1 control diet (HP and FO) and 4 diets
with ascending levels of ARA with 0. 7+ 0.1 (D30+ARA), 1.3 + 0.0 (D60+ARA), 2.0 + 0.3 (D90+ARA),
2.2 + 0.02 (D120+ARA) mg g-1, respectively (treatments: D30+ARA, D60+ARA, D90+ARA and
D120+ARA).. Sixteen organisms per experimental unit (15 tanks = 240 organisms) with an average
size of 23.9 + 0.1 g were planted. The bioassay was carried out for 74 days. The results obtained
from the biological indicators (initial and final weight, initial and final size, Feed conversion ratio,
specific growth rate, protein efficiency ratio, % weight gain, hepatosomatic index and visceral
index), did not show significant differences between treatments. However, the blood chemistry
analysis showed a significantly higher content (P<0.05) in total protein and albumin for DC, in
comparison with the rest of the treatments. Regarding the rest of blood parameters, plasma
triglyceride content for the D60+ARA treatment (151.1+7.6 mg dL) was significantly higher
(P<0.05) compared to the rest of the treatments. ARA in liver and muscle showed a progressive
accumulation in response to diet level, while EPA and DHA were significantly lower in the ARA-
enriched diets (P<0.05) compared to DC. The EPA content in liver of organisms fed with DC was
1.9 mg g-1, the rest of the ARA-enriched treatments (0.3 mg g average). The DHA content in
liver in the control treatment was 8.0 mg gt in comparison to 4.7 mg g average in ARA-enriched
diets, In muscle, the DC treatment showed the highest DHA concentration (P<0.05) with 3.0 mg
g?! tissue with respect to 1.7 mg g average. Regarding liver lipase activity, no significant
differences were observed when the diet was enriched with ARA (P>0.05). According to the
results obtained, it can be inferred that Totoaba macdonaldi does not seem to require a high

level of ARA in the diet; no direct effect on growth was observed, however, the enriched diets
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were statistically similar in the parameters evaluated (growth) with the absence of fish oil, so it
is feasible to replace fish oil through ARA enrichment using a combination of canola oil and
addition of w-3 and w-6 sources, without presenting negative effects on health, also
corroborated by the blood chemistry profile analyzed. The present study lays the groundwork for
future research to determine if there is a requirement for EPA and DHA higher than the levels

used in the present experiment.
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INTRODUCCION

La acuacultura es una actividad primaria que consiste en la produccién de organismos
acuaticos de origen marino y dulceacuicola, misma que abarca actividades de reproduccién,
engorda de juveniles y cosecha. En el periodo de 1990-2020 la acuacultura mundial tuvo un
crecimiento del 6.7% anual, en el ano 2020 se registrd una produccidn récord de 122.6 millones
de toneladas de peso vivo, lo cual, econdmicamente representé un valor de 281.5 billones de
délares (USD $): 87.5 M ton se cosecharon de organismos de origen acudtico, representando
$264.8 billones de délares en ingresos. Desglosando la produccién anterior, de las 87.5 M ton
3,57.5 M ton de peces (acuacultura) representaron econdmicamente $146.1 Billones de USD.
Para dimensionar la produccion acuicola de peces, 49.1 millones de toneladas fueron de origen
continental, mientras que 8.3 M ton~ de acuacultura marina y de la costa (SeaFish, 2023). En el
ano 2018 la produccion en México fue dominada por el camardn y la mojarra, con 158,115 y
135,571 toneladas, respectivamente, el Unico pez marino listado es el atun, con 10,763 ton,
estos datos representaron el 80.53, 68.63 y 9.02% de la produccidon pesquera nacional,
respectivamente. Baja California se incluye en el anuario estadistico de Acuacultura y Pesca del
2018, en los sistemas dulceacuicolas se encuentra el camarén con 193 ton, y en los sistemas de
produccion marina se incluye el atun con 10,763 ton (el estado de Baja California aporté el 100%

de la produccion nacional) y el sistema del ostién con 2,097 toneladas (CONAPESCA, 2018).

La produccion de organismos acuicolas va de la mano con la formulacion de dietas que cumplan
los requerimientos nutricionales de la especie en cultivo. En este mismo sentido, la harina y el
aceite de pescado se han utilizado como las fuentes principales de proteina y lipidos en dietas
para cultivos acuicolas (Miles y Chapman, 2006). La harina de pescado tiene una alta
digestibilidad y palatabilidad, una harina de pescado de alta calidad, debe tener un contenido
nutricional balanceado de aminodacidos, fosfolipidos, y dcidos grasos, tal como, ARA, EPAy DHA,
(FEDNA, 2023). En peces de alto nivel tréfico como carnivoros marinos se han manejado
porcentajes de harina/aceite de pescado de 55-65/3-18, y de 20-65/5-20, en salmdnidos, de 25-
40/10-25. Por otro lado, el uso de peces marinos para la elaboracién de harina de pescado ha

representado un reto para la sostenibilidad de la acuacultura, generalmente se procura utilizar



especies de peces pequefios y/o subproductos que incluyen muchos huesos y con alto

contenido lipidico, que no tienen demanda para el consumo humano (IFFO, 2023).

El declive de la pesca en los ultimos 15 afios ha obligado a desarrollar investigacién sobre el uso
de fuentes proteicas alternativas que sustituyan el uso de harina de pescado (Tacon y Metian,
2008), ya sea de manera parcial o total, en diversas especies acuicolas (Garcia-Ortega et al.,
2010), cumpliendo con los requerimientos de proteinas, vitaminas y combinado con un
contenido lipidico rico en acidos grasos poliinsaturados (Chen et al., 2012). En la tilapia
(Oreochromis sp.) y lobina europea (Dicentrarchus labrax) se ha logrado sustituir hasta el 50 y
85% de la harina de pescado por dieta con hidrolizado de pluma, manteniendo crecimientos
similares (Peters et al., 2009; Cusiyunca, 2019), sin embargo, para especies carnivoras, tal como
totoaba (7. macdonaldi) un 22% de sustitucion de HP por harina de soya causd danos en el
intestino distal de los organismos de estudio, lo que representa una limitante en la inclusion
como fuente vegetal (Fuentes-Quesada et al., 2018). En este mismo sentido, Silva-Carillo et al.
(2012) reportaron en pargo lunarejo (Lutjanus guttatus), sustituciones por encima del 20%
provocaron una disminucidn significativa en los parametros peso final (PF), peso ganado (PG),
tasa crecimiento especifico (TCE), los mismos efectos en los parametros anteriormente
mencionados se observaron para el bagre africano (Clarias gariepinus) tras sustituir el 100% de

la harina de pescado por pulpa de soya fermentada (Kari et al., 2021).

Como se ha observado en estudios anteriores, la sustitucion en un nivel alto de la harina de
pescado por harinas vegetales puede representar un efecto negativo en la salud de los
organismos, derivado principalmente por desbalance de aminodacidos, la variacién en el perfil
de acidos grasos esenciales y una baja digestibilidad de los alimentos (Nates, 2017). Sin
embargo, no toda sustitucién presenta efectos negativos, ya que si se logra un balance
adecuado de nutrientes con harinas proteicas de origen terrestre se pudieran obtener

rendimientos similares a la harina de pescado.

Barreto et al. (2016) realizaron la sustitucion de harina de pescado (HP) por harina de
subproducto de ave (HSA) enriquecida con ensilaje de atun para Oncorhynchus mykiss, y

reportaron un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento especifico (TCE) (p<0.001) al sustituir



en un 100% la HP por HSA enriquecida (2.0%) respecto a las dietas sin enriquecer; mostrando
asi, que es posible disefiar dietas balanceadas sin harina de pescado para la trucha arcoiris sin

comprometer los rendimientos productivos y la supervivencia.

Respecto a los lipidos, la inclusiéon de HP y AP aporta gran variedad de acidos grasos saturados
(FAs), monosaturados (MUFAs), y poliinsaturados (PUFAs), sin embargo, los PUFAs que destacan
principalmente son el ARA (C20:4w6), EPA (C20:5w3) y DHA (C22:6w3), reportados como
esenciales para peces marinos carnivoros (Monroig et al., 2011). Estos organismos poseen baja
o nula capacidad de sintetizarlos de manera enddgena, debido a la ausencia de elongasas y
desaturasas, enzimas claves para sintetizarlos a partir de los acidos ALA (acido alfa-linolénico)
(18:3w3) y LA (acido linoleico) (18:2w6) (Tocher, 2003). Los organismos marinos carnivoros
requieren altos contenidos de 4acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPCL >20
carbonos) durante toda la ontogenia y desarrollo larval, siendo utilizado principalmente como

fuente de energia y con funciones estructurales a nivel celular (Tocher, 2010).

El ARA juega un papel muy importante a nivel celular, se encuentra principalmente incorporado
en los fosfolipidos de membranas celulares, afectando la permeabilidad y flexibilidad de la
célula (figura 1). De manera particular, el ARA, es liberado por la fosfolipasa A2, misma que
modula la funcién de canales idnicos, diversos receptores y enzimas, tanto en procesos de
estimulacion como inhibicién, asi como el precursor de prostaglandinas, las cuales, son
hormonas que se liberan y actian de forma local. Las rutas mas comunes de catabolismo de
ARA, son la via de ciclooxigenasas (COX) y lipooxigenasas (LOX) (Katzung y Trevor, 2004). En la
ruta COX se expresan 2 genes, cox-1 y cox-2, el primer gen sintetiza prostanoides para la
citoprotecciéon epitelial gastrica, el cox-2 por su parte, regula los factores de crecimiento,
citoquinas y promotores tumorales. Ambos genes promueven efectos en la vasodilatacion,
aumentan el flujo sanguineo y la permeabilidad vascular (Katzung y Trevor, 2004). La otra ruta
metabdlica que puede tomar la movilizacién de ARA es la activacién del gen LOX, la cual consiste
en la produccion de leucotrienos mediante la enzima 5-lipooxigenasa, los cuales cumplen la
funcién de actuar como moduladores del sistema inmunoldgico, tal como /tb4, mismo que
presenta efectos de adhesidn, quimio taxis de leucocitos, estimula la agregacion y liberaciéon

enzimatica (Ayon et al., 2018). Por otro lado, el aumento en la permeabilidad también esta dado
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por las quininas e histaminas (Ingraham y Ingraham, 1998). Ambos compuestos son obtenidos

bajo la catdlisis de enzimas lipooxigenasas (Companioni-Gasquez, 1995).
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Figura 1. Metabolismo de ARA. Katzung y Trevor, 2004

La respuesta inflamatoria derivada del metabolismo de ARA es promovida por las
prostaglandinas y tromboxanos, la cual consiste en una reaccién local y sistémica defensiva, por
lo que es posible eliminar agentes patdgenos y reparar el tejido afectado. La produccién de estas
hormonas y leucotrienos, estimulan y activan a los macréfagos (Katzung y Trevor, 2004). Existen
2 tipos de inflamacién en los organismos, aguda y crdnica, la primera se caracteriza por la
migracion de neutrdfilos, y actian los genes de necrosis tumoral e interleucina-1, siendo una
reaccion de corta duracién. En la inflamacién crénica, se presenta destruccién tisular, por ello,
ocurre un proceso de reparacion de fibroblastos, linfocitos, eosindfilos y monocitos, activando
el gen de interleucina-12, el cual, estimula la respuesta de linfocitos T (Ayén et al., 2018;

Valsecia-Maigor, 2022), ademads, se debe tener en cuenta que un exceso en la respuesta



inflamatoria puede ser perjudicial para la salud del organismo, pero esta dependera de la
movilizacién ARA y su metabolismo (Miao et al., 2022). En este mismo sentido, los niveles de
inclusion deben de ser determinados en base a los requerimientos metabdlicos de la especie y

a la etapa de crecimiento con la que se trabaje.

Otro efecto reportado para el ARA, es el aumento de la capacidad antioxidante mediante
actividad enzimdtica, estas cumplen la funcidn de estabilizar la estructura de electrones en
radicales libres para disminuir su efecto téxico reactivo (Harris, 1992), una de estas enzimas es
la catalasa (CAT), la cual se encarga de detoxificar el H,O; (peréxido de hidrégeno), resultando

su catalisis en una molécula de O, y 2 de H,0 (Devlin, 2015).

Bajo estas premisas, en la presente investigacion se trabajé con el pez marino totoba (T.
macdonaldi) (Figura 2), la cual es una especie con gran potencial acuicola en el ambito marino
(Gonzalez-Félix et al., 2018), pertenece a la familia Scianidae (Cuadro 1), es endémica del Golfo
de California y puede distribuirse desde el delta del rio Colorado hasta Bahia Concepcién en Baja
California Sur. Sus habitos alimenticios son carnivoros y en el medio natural logra crecer cerca
de los 2 m de longitud. La Universidad Auténoma de Baja California bajo la direccion del Dr.
Conal True, fueron los pioneros en realizar el cultivo en cautiverio de esta especie, logrando
llevar a cabo la reproduccion exitosa vy liberacién de juveniles en el municipio de San Felipe

(CONAPESCA, 2019).

Figura 1. Juvenil de Totoaba macdonaldi de |la Facultad de Ciencias Marinas de la UABC, México (foto

de Lus M. Lépez).



Diversos estudios se han llevado a cabo en esta especie desde la etapa larvaria donde se ha
evaluado la actividad y expresion de enzimas digestiva durante el desarrollo larval (Galaviz al.,
2015; Cérdova -Montejo etal., 2019), sustitucidn por fuentes proteicas con soya (Lépez et al.,
2015; Trejo-Escamilla et al., 2017, 2021), requerimiento de taurina en dietas para totoaba
(Budy-Satriyo et al., 2017), caracterizacion parcial de proteasas digestivas en juveniles de
totoaba (Cérdova-Montejo et al., 2019), suplementacioén de triptéfano en juveniles de totoaba
(Cabanillas Gamez et al., 2017, 2020), efecto del concentrado de proteina de soya en la
modulacién de la microbiota (Larios-Soriano et al., 2021), asi como el uso de probidticos en
dietas para juveniles de totoaba (Olmos-Soto et al., 2022), entre otros. Con estos estudios, los
autores han buscado disminuir el uso de harina de pescado sin comprometer el aspecto
productivo, sin embargo, estos estudios no han realizado un enfoque especifico sobre el
requerimiento de ARA. El presente estudio tiene como objetivo sentar las bases sobre el
requerimiento de ARA y su efecto en el crecimiento, quimica sanguinea, determinar que sucede
con la acumulaciéon en tejidos como musculo e higado, determinar si existen cambios
significativos en el reemplazo de acidos grasos, y determinar si ARA promueve un incremento
en la actividad enzimatica de lipasas, con todas estas variables de respuesta, se pretende

englobar un requerimiento metabdlico para la especie T. macdonaldi.



ANTECEDENTES

Dentro de los estudios enfocados en nutricién de Totoaba macdonaldi se pueden destacar los
intentos por el reemplazo de HP y AP. De manera general, la inclusién de concentrado proteica
de soya (CPS) combinado con la suplementacién de Taurina al 1 %, mostré efectos significativos
en la actividad enzimatica glucogénica, catabolismo de aminoacidos, los autores destacaron un
rol importante en la regulacion del proceso metabdlico y regulacién del dafio por estrés
oxidativo en higado (Banuelos-Vargas et al., 2014). En este mismo sentido, una sustitucion del
45% de HP por CPS con 1.5% de taurina, mostré un perfil histoldgico similar, a partir de una
sustitucion del 75% hasta 100% se provocaron daios en hepaticos por infiltracion de linfocitos
y acumulacion lipidica excesiva (Trejo-Escamilla et al., 2021). Incluso se han realizado estudios
con aceites y harinas vegetales a partir de microalgas (Schizochytrium limacinum), se probd la
sustitucion de aceite de pescado (FO) por aceite de soya y harina de microalgas, en filetes de
Totoaba macdonaldi se observd una respuesta directa en el perfil de acidos grasos de musculo
e higado, el aceite de soya incrementd los contenidos del acido linoleico (18:2w6), mientras que
la harina de Schizochytrium limacinum incrementd los niveles de DHA (22:6w3), los autores
concluyeron que se puede reemplazar el 100% del FO por harinas de Schizochytrium limacinum sin
comprometer crecimiento y conservando el valor nutricional del filete para consumo humano
(Maldonado-Othdn et al., 2020). Enfocados en el requerimiento de acidos grasos poliinsaturados omega
3 (w3 LC-PUFA) fue estudiado en juveniles de T. macdonaldi (1.5 g peso inicial), tras 56 dias de
cultivo los andlisis demostraron que los organismos acumularon w3 LC-PUFA en respuesta a los
incrementos en la dieta. DHA fue parte de los w3 LC-PUFA en mayor abundancia (contenido en
cuerpo completo), los autores sugieren un contenido de 0.8-1.0% de w3 LC-PUFA en dietas de
juveniles para promover un crecimiento, supervivencia y utilizacion del alimento en niveles
adecuados (Lazo et al., 2020). La suplementacion de DHA en dietas libres de aceite de pescado,
la inclusion de harina de subproductos de ave (HSA) y grasa de cebo, provocan un incrementé
en el contenido lipidico en higado. Sin embargo, en dietas enriquecidas con DHA al 100% se
observé una regulacién de acumulacioén lipidica en higado. La suplementacion de cebo mostré
un perfil significativamente menor en los contenidos de DHA y EPA en musculo, la inclusién de

DHA dietético contribuyd a la deposicion de DHA en musculo (Mata-Sotres et al., 2018).



Respecto a otras especies, en la palometa blanca (Trachinotus ovatus) se estudié la relacion
DHA/EPA para optimizar su crecimiento y determinar su requerimiento en la dieta, tras utilizar
dietas isoproteicas con niveles altos y bajos de DHA/EPA (0.53, 0.81,1.17, 1.48, 1.69y 2.12). Se
encontrd, que la dieta con la relacién de 1.48 mostré diferencias significativas en la ganancia de
peso y crecimiento especifico, asi como un incremento en la actividad de las enzimas catalasa,
lisozima y superdxido dismutasa. Tras un analisis de regresidon polinomial se determiné que la
relaciéon ideal DHA/EPA fue de 1.40% (Zhang et al., 2019). En el lenguado chino Cynoglossus
semilaevis, se determiné que los niveles dptimos de DHA/EPA eran de 1.02-1.46%, sin mostrar
deficiencias en el crecimiento comparado con un nivel alto de 2.75%, observdndose una mayor
acumulacién de DHA en la carne, y un efecto negativo debido al exceso de inclusién en la dieta,
lo cual se relaciond con la disminucién en la expresion de genes lipogénicos (Xu et al., 2018).
Por otro lado, en juveniles de dorada (Sparus aurata), se reportd que una relacion de 0.6/0.6 y
0.3/1.5 de EPA/DHA se acumularon en el misculo en respuesta al nivel en la dieta, sin embargo,
ARA no se acumuld en el tejido, otro efecto importante que se observd en los niveles de
triglicéridos y colesterol en el plasma, fueron mas altos cuando se incluyé ARA en la dieta, la
proporcidn de acidos grasos para estas dietas de ARA/EPA/DHA fue de 2.0/0.2/1.0y 1.0/0.4/0.4
(Magalhaes et al., 2020).

Respecto a estudios enfocados en ARA, Xu et al. (2010) trabajaron con juveniles de la lubina
japonesa (Lateolabrax japonicus), en un experimento de 12 semanas donde utilizaron 5 dietas
experimentales isoprotéicas e isoenérgeticas, se tomdé como base un 0.08% de aceite
enriquecido con ARA como dieta control, y 4 dietas con incrementos de ARA de 0.22, 0.36, 0.56,
1.33y 2.12% de ARA en % de peso seco, el TCE mostré una de 0.08-0.36% de ARA fue el rango
donde el crecimiento especifico (TCE) mostré un incremento significativo con el incremento de
ARA, los organismos de los tratamientos 0.56-2.12%experimentaron una disminucién del TCE,
lo que sugiere que para esta especie en etapa tempranas de juveniles, el requerimiento de ARA

es relativamente bajo segun los autores.

Torrecillas et al. (2017), experimentaron con juveniles de la lobina europea (Dicentrarchus
labrax) utilizando 4 dietas, con niveles de inclusion de ARA de 0.5 hasta 4%, después de 60 dias

de prueba la dieta de 0.5% mostré el peso final y crecimiento especifico menor con respecto a
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las otras 3 dietas experimentales, lo que sugiere que 0.5% es una inclusién deficiente en funcién
de los requerimientos, asi como también se observé que los niveles de PG2 en el plasma basal
tuvieron una correlacién positiva con el incremento de ARA en las dietas experimentales,
sugiriendo una mayor produccidon de metabolitos PG2 a mayor contenido de ARA. El uso de ARA
y EPA dietético tiene efectos en el aumento de la capacidad antioxidante, en juveniles de carpa
herbivora (Ctenopharyngodon idellus) se observo que el enriquecimiento de la dieta con ARA al
0.30% disminuyd el factor de conversion alimenticia, y se observd que su incorporacion fue

mayor en el higado respecto a otros drganos.

En el bagre de cola amarilla (Pelteobagrus fulvidraco) se experimentd con diferentes niveles de
inclusion de aceite enriquecido con ARA (0.03% dieta control, 0.60, 0.90, 1.20 y 1.50% de peso
seco. El contenido total de ARA en las dietas fue de 0.39, 2.47, 4.96, 7.49, 9.79 y 12.64% del
contenido total de acidos grasos. Los autores sugieren que una inclusién entre 4.96-7.79% (de
ARA expresado en porcentaje total de acidos grasos en la dieta) puede promover el crecimiento
y actividad antioxidante (CAT, SOD, GSH-Px) en esta especie (Ma et al., 2018), mientras que para
la especie Acanthopagrus schlegelii se reportd que inclusiones del 1.9 y 2.4% podrian
representar un exceso de ARA, provocando estrés oxidativo al disminuir la actividad enzimatica
(SOD, GSH y GPX), otro efecto negativo fue el exceso de produccion de eicosanoides, respuesta

inflamatoria excesiva e induccidn de apoptosis en células del higado (Bao et al., 2023).

También se han estudiado los efectos de ARA sobre pardmetros reproductivos: en el bacalao
comun (Gadus morhua) se probaron 4 dietas experimentales (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0% respecto al
total de 4acidos grasos) para evaluar el desarrollo gonadal, se sacrificaron 10-20 hembras
durante cada mes de junio 2005 a mayo de 2006 para cada tratamiento experimental, se evalud
el grado de madurez en ovarios, contenido de vitelogenina y esteorides en plasma, y perfil de
acidos grasos en ovarios e higado, los niveles de ARA en ovarios tuvieron relacidn directa con el
nivel en la dieta, en todos los muestreos. Los autores reportaron que las hembras en los
tratamientos 0.5-1.0%, lograron desovar un mes previo a los otros grupos, aunque sugieren
replicar el estudio para confirmar si el desove anticipado fue inducido por el nivel en la dieta

(Norberg et al., 2017), en la anguila asidtica (Monopterus albus) se observé que la



suplementacion de ARA (1.4 y 2.4% peso seco) en la dieta provoco un retraso en el proceso de

reversion sexual en hembras y mayor desarrollo gonadal (Jiang et al., 2023).

En Paralichtys olivaceus se utilizaron 1 dieta control (Sin ARA) y 5 dietas con niveles crecientes
de ARA (0.3,0.6,0.9,1.2 y 1.5% peso seco), los autores reportaron que tras una inclusion
moderada (0.6% ARA) se presentd un efecto de reduccidn en la inflamacién causada en las
vellosidades del intestino, implicando un efecto positivo en la salud del organismo (Medagoda

y Lee, 2023).

En trucha arcoiris (0. mykiss) se evaluaron 4 niveles de ARA (0.1, 3.95, 7.67 y 14.8 % total de
acidos grasos metilados), los pardmetros de crecimiento (PF, peso ganado (PG), TCE, FCA, %
supervivencia, IHS no presentaron diferencias significativas, sin embargo, en la dieta 3.95% se
observaron diferencias significativas en la longitud de las vellosidades respecto a la dieta 0.1%
ARA, lo que implica una mayor area de superficie para la absorcién de nutrientes (Hong et al.,

2024).
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JUSTIFICACION

México tiene una ubicacién geografica privilegiada para el desarrollo acuicola de especies
marinas, con una extensién de litoral de 11,122 km (INEGI, 2022). De manera particular en la
zona norte del pais se desarrollan cultivos de atun y lobina rayada con éxito a nivel comercial.
Una especie que emerge para explotacién comercial es la totoaba, cuyo cultivo ha funcionado
como una medida para mitigar su estatus de especie en peligro de extincion (NOM-059-
SEMARNAT-2010), debido en parte, a la pesca ilegal. Para esta especie se cuenta con
investigaciones sobre reproduccién, cultivo larvario, engorda, nutricion, salud y genética, entre
otros. La busqueda de fuentes alternativas a la harina y aceite de pescado (HP y AP) ha
representado un reto en la formulacién de dietas funcionales y sostenibles con fuentes
terrestres. Respecto a los lipidos, se han realizado diversas investigaciones para obtener fuentes
alternativas de energia y determinar los requerimientos especificos de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) como EPA y DHA, mediante sustituciones parciales por harinas y aceites
de origen animal y vegetal terrestre. Asi mismo, de los PUFAs se ha estado estudiando
recientemente el acido araquiddnico (ARA), el cual, ha mostrado tener efectos positivos en el
crecimiento, produccion de prostaglandinas que promueven una respuesta pro vy
antiinflamatoria, actividad enzimatica antioxidante, también se han observado en estudios la
modificacion del perfil de acidos grasos en musculo e higado, sin embargo, para totoaba se

desconoce el requerimiento o las posibles afecciones que genere este acido graso.

Por todo lo anterior, la presente investigacién beneficiaria al sector acuicola en la elaboracidn
de dietas que mejoren los parametros productivos, y en el dmbito académico se obtendria mas
conocimiento de la funcién del dcido araquiddénico en Totoaba macdonaldi y en otros peces

marinos carnivoros que deriven nuevas investigaciones.
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HIPOTESIS:

Hi: La inclusién de acido araquiddnico en la dieta de Totoaba macdonaldi tendra un efecto
positivo en los parametros productivos, quimica sanguinea, perfil proximal de tejidos, perfil de

acidos grasos y actividad de lipasas totales.

HO = La inclusidon de acido araquiddnico en la dieta de Totoaba macdonaldi no mostrard un
efecto positivo en los pardmetros productivos, quimica sanguinea, perfil proximal de tejidos,

perfil de acidos grasos y actividad de lipasas totales.

Ha = Al menos un nivel de inclusidn de acido araquiddnico en la dieta de Totoaba macdonaldi
tendrd un efecto positivo en al menos uno de los pardmetros de estudio: productivos, quimica

sanguinea, perfil proximal de tejidos, perfil de acidos grasos y actividad de lipasas totales.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del dcido araquidénico de juveniles de Totoaba macdonaldi y su
efecto en los parametros productivos, quimica sanguinea, contenido proximal de tejidos, perfil

de acidos grasos en tejidos y actividad de lipasas totales en higado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Evaluar el efecto de diferentes niveles de inclusion ARA en la dieta de juveniles de
Totoaba macdonaldi en los pardmetros productivos (peso inicial y final, talla inicial y
final, factor de conversidn alimenticia, tasa de crecimiento especifico, tasa de eficiencia
proteica, porcentaje de peso ganado, supervivencia, indice hepatosomadtico y
viscerosomatico).

» Determinar el efecto de diferentes niveles de inclusion de ARA en la dieta de juveniles
de Totoaba macdonaldi sobre la quimica sanguinea del organismo.

» Determinar el contenido proximal de proteinas, lipidos, humedad, cenizas y ELN en
musculo, higado y pez entero de Totoaba macdonaldi.

» Determinar el perfil de acidos grasos de musculo e higado de Totoaba macdonaldi.

» Determinar el efecto de ARA sobre la actividad de lipasas totales en higado de Totoaba

macdonaldi.
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DISENO EXPERIMENTAL:

Diseno de dietas experimentales

Se elaboraron 5 dietas experimentales, una dieta control a base de harina y aceite de
pescado y 4 dietas con harina desgrasada, sin aceite de pescado, mismas a las que se les incluyé
4 distintos niveles de acido araquidénico (0.73 +0.1, 1.28 +0.01, 1.96 +0.29, 2.14 +0.02 mg g},
respectivamente), las dietas experimentales fueron nombradas D30+ARA, D60+ARA, D90+ARA
y D120+ARA (Tabla 1). En la Tabla 2, se muestra el perfil de acidos grasos de los ingredientes
utilizados para la formulacién. Las dietas fueron isopoteicas e isolipidicas, con un 46% de
proteina cruda y 11.5% de lipidos. Los niveles de ARA representaron un 30, 60, 90 y 120% mds
que el total de acidos grasos metilados en la dieta control. En la Tabla 3, se observa el contenido
proximal de las dietas experimentales y el perfil correspondiente de acidos grasos (mg g* de

alimento). El contenido de aminodcidos de las dietas, se muestran en Tabla 4.

Siembra de organismos

Se obtuvo un lote de 2000 juveniles de T. macdonaldi, los cuales fueron donados por la
Unidad de Biotecnologia Piscicola de la Universidad Auténoma de Baja California (UBP-UABC)
de Ensenada, Baja California, México. Los organismos fueron colocados en 4 tanques de 1200 |
en un sistema de recirculacién, compuesto por un biofiltro de cama dindmica (1 m* de material
filtrante) una lampara de UV de (150W), un espumador y una bomba centrifuga de % HP (Sparus
160 Enegy-Efficient, Pentair) conectada a un reservorio de 1.8 m3, se realizé un recambio del
3% del volumen de agua diario. La temperatura del sistema fue mantenida a 25 + 1°C mediante
el uso de calentador de 800 watts y una bomba de calor de 5HP (XLHP, Pentair), el oxigeno
disuelto se mantuvo a 6 mg It + 1. Se realizd una biometria inicial y se colocaron 16 organismos
al azar por unidad experimental, con un peso promedio de 23.9 + 0.3 g (se sembraron los
tanques suficientes para realizar cada tratamiento por triplicado), posteriormente se asignaron
los tratamientos de manera aleatoria a las unidades experimentales. Los organismos fueron

alimentados a saciedad aparente 3 veces al dia durante 74 dias, con 5 dietas isoproteicas e
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isolipidicas, 1 control (HP y AP) y 4 con un incremento en el contenido de ARA (0.73, 1.28, 1.96,

2.14 mg g'alimento).
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Tabla 1. Ingredientes (g kg' materia seca) dietas experimentales con diferentes niveles de
inclusion acido araquiddnico con sustitucion total por aceite de pescado en juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados durante 74 dias.

Dieta

Ingredientes Control D30%+ARA DG60+ARA D90+ARA D120+ARA
Harina de pescado? 280 0 0 0 0
Harina de pescado desgrasada? 0 277 277 277 277
Harina pescado
desgrasada/formaldehido3 0 3 3 3 3
Grenetina 25 25 25 25 25
Harina de maiz entero* 140 120 120 120 120
Harina de trigo® 106 88 88 91 90
Harina subproducto ave® 341 341 341 341 341
Almidon 44.3 52.1 51.8 49.1 50.3
Aceite pescado 0.6 0 0 0 0
Aceite acido araquiddnico 0 0.37 0.65 0.92 1.2
Aceite PUFA (polvo) w-3 0 10 10 10 10
Aceite PUFA (polvo) w-6 0 5 5 5 5
Aceite puro canola 0 12.5 10 7 4
Rovimix (mezcla vit y min) 30 30 30 30 30
Stay C 2 2 2 2 2
Lecitina 10 10 10 10 10
Taurina 5 10 10 10 10
Benzoato de sodio (antifungico) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Agavina 10 10 10 10 10
BHT (ANTIOXIDANTE) butilhidroxi-
toleno 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Coxan 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
1000.0 1000.0 1000.0 1000.0 1000.00

1 Harina de pescado (proteina cruda, 64.21+1.25, lipidos, 11.87+0.88, humedad 3.88+0.46, cenizas 18.71+0.47) 2 Harina de
pescado desgrasada (proteina cruda, 66.464, lipidos, 4.57+, humedad 5.86+0.46, cenizas 19.57) 3 (proteina cruda, nd, lipidos,
4.57+, humedad 5.86+0.46, cenizas 19.57+) 4 Harina maiz entero (proteina cruda, 8.7+0.8, lipidos, 5.2+0.3, humedad 9.5+0.4,
cenizas 1.6+0.2) 5 Harina trigo entero (proteina cruda, 13.5+0.0, lipidos, 2.84+0.2, humedad 5.2+0.3, cenizas 2.1+0.1) 6 Harina
subproducto ave (proteina cruda, 67.7+0.5, lipidos, 17.8+0.3, humedad 2.2+0.2, cenizas 13.1%1).
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METODOLOGIA

Andlisis proximales para dietas y tejidos (musculo, higado y pez entero)

Los andlisis proximales de ingredientes, dietas y tejidos se realizaron por triplicado siguiendo
las metodologias propuestas por la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 1990).
Se determiné la cantidad de humedad, proteinas, lipidos y cenizas para musculo e higado
utilizando muestras liofilizadas de un pool de tres organismos por unidad experimental (por
repeticion), mientras que para pez entero se utilizaron dos organismos por unidad
experimental. Tanto las muestras de dietas como de pez entero se secaron a 65°C en un horno
de conveccidén, sin embargo, los tejidos de musculo e higado fueron liofilizados(-50°C x 48 h).
Por otro lado, el extracto libre de nitrogeno se obtuvo por medio de: ELN= 100% - (%proteina +

%lipidos + %humedad + %cenizas) (Jobling, 2001).
Transmetilacion de dcidos grasos de dietas y tejidos (musculo, higado y pez entero).

La extraccion y metilacion de los acidos grasos se realizdé por medio de la técnica descrita
por Parish et al. (2015). Para la solucidon extractora de acidos grasos se preparé un mix de
Metanol, diclorometanoly acido clorhidrico (10:1:1, v/v), para cada muestra analizada (100 mg)
se anadieron 3 ml de la solucién, 50 ul de BHT (modificacién), gas nitrégeno (10 segundos
aproximadamente) y se colocaron a 82°C durante 2 h. El Butil-hidroxil-tolueno (BHT, C15H240)
corresponde a una modificacion realizada para agregarlo como compuesto antioxidante. Para
separar y cuantificar los acidos grasos se analizaron las muestras por medio de cromatografia
de gases, se utilizé un equipo AGILENT GC 7820A, equipado con un inyector Split/Splitless, un
detector de ionizacién de flama (FID) y una columna capilar AGILENT 122-2361 DB-23 60 m x
0.25 mm con un diametro interno de 15 mm. Los célculos se efectuaron mediante el software
GC Chemstation Data Analysis. La temperatura inicial de inyeccion fue de 130°C por 1 min,
después fue llevado a 190°C a una tasa de 25°C por min y se mantuvo por 0 min, posteriormente
se aumentd a 230°C a una tasa de 6°C por min y se utilizé nitrégeno (N2) como gas acarreador a

0.9 mL min.
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Los acidos grasos se identificaron por comparacion con los tiempos de retencion del
estandar 37 Component FAME Mix (Supelco/Sigma-Aldrich®), como patrdn de identificacién. La
composicion de cada acido graso se calculé de acuerdo con el area correspondiente en el
cromatograma respectivo. Se realizé una curva estandar por medio de diluciones de 1:1, hasta
8:1 con el 37 Component FAME Mix (Supelco/Sigma-Aldrich®) para la determinacion de la

concentracién (mg/g de tejido/dieta) de cada acido graso.

Angdlisis de parametros productivos.

La obtencidn de los parametros productivos se realizé mediante 3 biometrias (inicial durante
la siembra, media a los 30 dias y final a los 74 dias). Se analizaron los parametros de peso inicial
(P1) y final (PF), talla inicial y final, % peso ganado (%PG), tasa de crecimiento especifico (TCE),
factor de conversién alimenticia (FCA), tasa de eficiencia proteica (PER) y supervivencia (%). Los
datos se obtuvieron mediante el muestreo de toda la poblacién y se presentan con su promedio

+ desviacion estandar.

FCA= kg alimento/ kg biomasa
TCE= LN(PF)-LN(P1)/ dias cultivo*100
PER= (PF-PI)/Proteina consumida
IVS= (peso viscera/PF)*100
IHS= (peso higado/PF)*100

%PG = porcentaje de peso ganado.

Quimica sanguinea (hematocrito en sangre; proteina total, albumina, colesterol,
triglicéridos y glucosa en plasma).

Durante la biometria final se obtuvieron muestras de sangre de 8 organismos por tanque,
se utilizaron jeringas de 1 ml (0.1 ml de EDTA) donde se buscé recolectar un minimo de 20
unidades en tubos eppendorf. Para hematocrito se colecté la sangre en un capilar de vidrio, los
cuales fueron centrifugados a 10,000 rpm por 5 minutos y su lectura se realizé en el equipo

Spiracrit Lancer. El resto de las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C,
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se separé el plasma y fue colocado a -80°C para su andlisis posterior. Para las pruebas en plasma,
se seleccionaron 9 muestras por tratamiento (3 por unidad experimental), las muestras se
analizaron en microplaca, el protocolo se muestra en el cuadro 1.5, se presentan los resultados

como promedio y desviacion estandar.

Tabla 2 Protocolo de pruebas para quimica sanguinea en plasma de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con dietas enriquecidas de ARA.

ul ul Tiempo/T° Longitud de onda
Prueba . . ..

reactivo plasma incubacion (nm)
Proteina total 250 5 5 min/T° ambiente 540
Albumina 250 2.5 1 min/T° ambiente 630
Glucosa 250 2.5 5 min/37°C 500
Triglicéridos 250 2.5 5 min/37°C 540
Colesterol 250 2.5 5 min/37°C 520

Determinacion de actividad de lipasas totales en higado de Totoaba macdonaldi (extraccion
de lipasas, determinacion de proteina soluble, ensayo enzimatico)

Extraccion:

Se extrajeron los higados de 6 organismos por tratamiento, los cuales fueron
homogenizados con agua destilada (tejido/agua; 1:3; v:v) de acuerdo con la metodologia
descrita por (Nolasco-Soria et al., 2018). Para homogenizar la muestra se utilizé el OMNI
International TISSUE MASTER 125, se realizé con el tejido encima de una cama de hielo para
evitar desnaturalizacién. Se centrifugaron a 15,000 x g por 10 min a 4°C y finalmente se
recuperd el sobrenadante en alicuotas de 0.6 ml, los cuales fueron almacenados a -20°C

hasta su analisis.
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Determinacion de proteina soluble:

Para la determinacién de proteina soluble del extracto, se realizé una curva de
calibraciéon de albumina (A-7906, Sigma-Aldrich) con una concentraciéon de 1 mg mL?, se
leyeron las absorbancias a 595 nm (Bradford, 1976). A partir de la curva de calibracién se
obtuvo la ecuacidn de la recta (y=2.2787x+b, siendo b calculado para cada acido graso) con

un valor de la R2 =(0.9927). En el cuadro 1.6 se muestra la curva de calibracion realizada.

Tabla 3. Curva de calibracidon de Albumina para determinar proteina soluble en extractos de
higado de Totoaba macdonaldi.

# dilucion mlde solucion stock ml de H,0 destilada

1 0 1000
2 50 950
3 100 900
4 200 800
5 300 700
6 400 600
7 500 500

Determinacion de actividad enzimdtica de lipasas totales:

La actividad de lipasa fue determinada por el método descrito por Nolasco et al. (2018).
Donde se utilizd un buffer de Trizma-Base pH 7.5 y como sustrato se utilizé el Nitrofenil
miristato. En una microplaca de 96 pozos, se agregaron los reactivos y el sustrato (dilucion
1:10, enzima: agua destilada) para obtener la cinética, donde las lecturas fueron medidas
cada 30s en el espectrofotémetro (Thermo scientific, USA) a una longitud de onda de 405 nm.
Para cuantificar la actividad de la lipasa se utilizé el coeficiente de extincidn molar (CEM)

previamente estimada por medio de una curva de nitrégeno (12,134). Finalmente, la
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actividad de la lipasa se cuantificd en Unidades de enzima/ gramo de higado, los datos se

presentan como promedio + desviacidn estandar.

Analisis estadistico

Los resultados son presentados como media + desviacion estandar. Para determinar la
normalidad y homocedasticidad de los datos, se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk y Bartlett,
utilizando un nivel de significancia de P < 0.05. Una vez comprobados los supuestos, se realizé
una prueba paramétrica con la comparacion de las medias, aplicando una ANOVA de una Via,
seguido de una prueba aposteriori de Tuckey para determinar diferencias significativas entre

los tratamientos. Se utilizé el software R version 4.2.2 con una significancia de 5% (P < 0.05).
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RESULTADOS

Tabla 4. Perfil de &cidos grasos de ingredientes utilizados en la formulacion de dietas (mg g*)
para juveniles de Totoaba macdonaldi.

SFA HP HPdesg AP H.S.Ave Omega 3 Omega 6 ARA
C12:0 6.3+1.5 3.610.8 5.0+0.9 ok ok ok
C13:0 4.140.0 0.6+0.0 23.9+£1.0 ok 6.5+0.2 6.8+0.1 7.1+2.4
C14:0 9.2+0.9 3.4+1.2 54.9+0.4 ok 2.3+0.0 ok ok
C16:0 1.9+0.2 0.4+0.1 50.416.7 nd 7.610.1 2.9+0.2 7.910.9
C18:0 ok ok 7.4£1.0 nd 1.2+0.1 0.4+0.0 14.240.2
C24:0 0.3+0.1 ok ok ok ok ok 0.5+0.2
JSFA

MUFA

C15:1 ok ok ok 13.8+0.0 ok ok ok
Cl6:1 1.5£0.3 0.2+0.0 21.5+£0.5 3.610.0 1.4+0.1 ok ok
C18:1n9T 2.0+0.2 0.5+0.2 23.5+0.7 19.2+0.0 4.2+0.1 ok ok
C18:1n9C ok ok 3.0+0.3 ok ok 4.8+0.3 15.5+0.8
C20:1n9 ok ok 7.610.4 ok ok

ZMUFAS

PUFAS

C18:2n6T ok ok 9.2+0.0

C18:2n6C ok ok 3.240.2 9.6+0.0 0.5+0.1 28.840.6  8.8+0.03
C18:3n6 ok 2.2+0.6 2.4+0.0 ok ok ok 9.6%1.7
C20:4n6 0.1+0.05 nd 0.6+0.2 ok ok ok 86.0+0.1
C20:5n3 6.2+0.8 2+0.6 57.7+1.1 ok 1.9+0.0 ok ok
C22:6n3 21.5+2.1 8.5+2.5 87.115.5 ok 12.5+0.1 ok ok

**=3cido graso no esta presente en el perfil nd= no determinado HP= Harina pescado HPdesg=
Harina de pescado desgrasada AP= aceite pescado H.S. Ave= Harina de subproducto de ave.
ARA= aceite de 4cido araquiddnico (53% ARA).
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Tabla 5. Composicién proximal y perfil de acidos grasos de dietas experimentales (mg g
alimento), utilizadas para alimentar a la Totoaba macdonaldi durante 74 dias con distintos

niveles de acido araquiddnico, n=3.

DC D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
Proteinacruda 46.8+0.1 45403 46.3+0.0 47.9+0.2 46.5+0.4
Lipidos totales 11.6+0.3 11.6+0.2 11.8+0.4 12.1+0.2 12.2+0.1
Humedad 3.320.0 3.4+0.3 3.3%0.1 3.4+0.3 3.1+0.2
Cenizas 12.9+0.3 12.9+0.9 13.6+0.3 13.0+0.5 12.9+0.5
SFA DC D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
C13:0 5.2+0.5 4.9+0.5 5.4+0.3 5.4+0.8 5.2+0.2
C16:0 9.2+0.2 8.9+0.5 8.5+0.4 8.8+0.6 8.2+0.1
C18:0 1.7+0.1 2.0+0.1 1.9+0.1 2.2+0.3 2.0+0.1
ZSFA 16.1+0.4 15.7+1.0 15.9+0.6 16.4+1.1 15.4+0.3
MUFA
C18:1n9T 9.6+0.3 13.2+0.6 11.9+0.3 11.7+1 10.5+0.2
PUFAs
C18:2n6 8.2+0.2 9.8+0.1 9.6+0.3 9.5+0.6 9.0+0.1
C18:3n6 2.840.2 3.5+0.2 3.6+0.1 3.6+0.1 3.5+0.0
C18:3n3 *x 0.4+0.1 0.3+0.0 0.2+0.1 0.1+0.0
C20:4n6 *x 0.7+0.1 1.3+0.1 2.0+0.3 2.1+0.0
C20:5n3 1.3+0.0 0.3+0.1 0.2+0.1 0.3+0.1 0.2+0.1
C22:6n3 4.2+0.1 2.5+0.2 2.4+0.2 2.5+0.3 2.2+1
2PUFAS 16.4+0.5 17.0+0.8 17.4+.8 18.0+1.2 17.1+0.1
Zn3 5.5+0.2 3.2+0.3 2.9+0.3 2.9+0.4 2.510.1
2n6 2.8+0.2 4.310.2 4.910.1 5.6+0.2 5.6+0.0
ARA/EPA *x 2.9 5.9 7.7 11.7
ARA/DHA *x 0.3 0.5 0.8 1.0
EPA/DHA 0.3 0.1 0.1 0.1 0.1

Las dietas fueron preparadas en diversos lotes, por lo que se tomo 1 g de cada preparacion de manera homogénea y se realizé un pool para

cada dieta. .** = no determinado SFA= acidos grasos saturados MUFA= 4cidos grasos monosaturados PUFA=acidos grasos poliinsaturados
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Tabla 6. Perfil de aminoacidos de dietas experimentales (ajustados al % de proteina), utilizadas
para alimentar a la Totoaba macdonaldi durante 74 dias con distintos niveles de acido
araquiddnico, n=3.

Aminoacidos Dieta

D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
control

Aminodcidos esenciales

HIS 1.3+0.4 0.8+0.0 0.9+0.3 1.0+0.4 1.4+0.0
ARG 4.0+0.1 3.840.1 4.0+0.1 4.1+0.1 4.2+0.0
THR 2.1+0.0 2.0+0.0 2.1+0.0 2.7+0.5 2.0+0.0
VAL 2.0+0.0 2.0+0.0 1.9+0.0 1.8+0.2 1.9+0.0
MET 1.2+0.0 1.2+0.0 1.2+0.1 1.4+0.1 1.2+0.0
LYS 3.2+0.1 3.0+0.0 2.9+10.1 2.9+10.1 2.2+0.0
ILE 1.8+0.0 1.7+0.0 1.7+0.0 1.9+0.1 1.7+0.0
LEU 3.9+0.1 3.7+0.0 3.7+0.1 3.840.1 3.8+0.0
PHE 2.0+0.0 2.0+0.0 1.9+0.0 1.7+0.2 2.0+0.0
Subtotal 21.610.2 20.2+0.1 20.4+0.3 21.4+0.5 20.61+0.1

Aminodcidos no esenciales

ASP 3.1+0.0 3.2+0.1 3.0+0.1 3.2+0.1 3.1+0.0
SER 2.3+0.0 2.3+0.1 2.4+0.0 2.4+0.0 2.4+0.0
GLU 7.2+0.0 7.2+0.1 7.4+0.2 7.6+0.2 7.2+0.0
GLY 5.6+0.1 5.2+0.3 5.5+0.1 5.3+0.4 5.7+0.0
ALA 3.6%0.0 3.5+0.0 3.6%0.0 3.2+0.3 3.6+0.0
PRO 1.240.3 1.610.1 1.410.2 1.0£0.2 1.0+0.0
TYR 1.610.0 1.610.0 1.6£0.0 1.610.1 1.60.0
Subtotal 24.610.4 24.5+0.3 24.8+0.4 24.240.9 24.740.1
Otros

TAU 0.7£0.0 1.0£0.0 1.410.1 1.240.1 1.4+0.0
Total 46.8+0.3 45.7+0.3 46.610.2 47.7+0.2 46.610.3
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1.7.2. Parametros productivos, indices hepatosomdtico y viscerosomdtico.

En la tabla 7 se presentan los pardmetros evaluados en el crecimiento de juveniles de T.
macdonaldi alimentados durante 74 dias. De manera general, no se encontraron diferencias
significativas en ningun parametro productivo evaluado en totoaba (P>0.05), sin embargo, se
mostraron FCA bajos. Por otro lado, se observd una tendencia a incrementar en la dieta de
D60+ARA en los pardametros de peso final, talla final, TCE, %PG.

Tabla 7. Parametros productivos evaluados en juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
con diferentes niveles de acido araquiddnico en la dieta.

Tratamientos DC D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
Peso inicial (Pl) 23.9+0.2 24.0+£0.1 24.1+0.3 24.010.1 23.7+0.5
Peso final (PF) 209.8+£14.3 209.0+14.7 220.247.9 213.2413.4 210.446.4
Talla inicial 14.80.3 14.9+0.1 14.9+0.3 14.9+0.1 15.00.1
Talla final 27.7+0.4 27.5+0.4 28.1+0.3 27.5+0.2 27.7+0.2
FCA 1.240.1 1.240.3 1.310.2 1.0£0.1 1.1+0.2
TCE 3.240.1 3.1+0.1 3.240.0 3.240.1 3.210.1
PER 2.5+0.1 2.610.2 2.5+0.2 2.310.2 2.50.2
%PG 778.5+57.5 772.8164.6 814.7+23.3 786.8459.4 787.1+43.3
VS 3.7¢0.4 4.1+0.7 3.740.6 3.7¢0.4 3.710.7
HIS 1.440.4 1.54+0.5 1.440.3 1.5+0.3 1.4+0.5
Supervivencia 85.419.6 87.5+10.8 83.319.6 72.9+9.6 83.3+18.0

FCA= kg alimento/ kg biomasa TCE= LN(PF)-LN(PI)/ dias cultivo*100 PER= (PF-Pl)/Proteina consumida IVS= (peso
viscera/PF)*100 IHS= (peso higado/PF)*100 %PG = porcentaje de peso ganado. Valores P PI=0.71 PF=0.773 FCA=0.464
TCE=0.873 PER=0.405 IVS=0.638 IHS=0.957

Quimica sanguinea de juveniles de Totoaba macdonaldi

El contenido de hematocrito y hemoglobina no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos (P>0.05). En el plasma sanguineo, el contenido de proteina total y albumina en la

dieta control fue significativamente mayor al resto de tratamientos con un promedio de 5.38 +
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0.7gdLly1.71gdL+0.5, respectivamente. El contenido de triglicéridos fue significativamente
mayor (P<0.05) en la dieta D60+ARA respecto al resto de dietas con 151.1 + 7.6 mg dL>.
Respecto al contenido de colesterol, fue significativamente menor (P<0.05) en las dietas
D90+ARA y D120+ARA con 33.62 £ 5.7 y 31.61 £ 3.3 respectivamente. Por ultimo, el contenido
de glucosa fue significativamente menor (P<0.05) en las dietas D60+ARA con un contenido de
34.5 + 5.7 mg dL!(Tabla 8).

Tabla 8. Quimica sanguinea de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas
enriquecidas de acido araquidénico durante 74 dias (n=9).

Parametro Dieta C D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA

Hematocrito 251429 23.7+2.7 24.5+3.0 24.0+2.6 23.4+3.0
Hemoglobina g dL! 11.7+1.1 11.9+1.2 11.7+£1.2 12.3+t1.4 12.1+1.4
Proteina total g dL* 5.4+0.7° 3.7+0.7° 3.5+0.9° 3.7+0.5° 3.3+0.8°
Albumina g dL* 1.740.52 1.0+0.4° 1.0+0.2° 1.2+0.5° 1.0+0.4°
Triglicéridos mg dL 85.146.7° 109.2+7.1° 151.1+7.6° 79.3410.3¢ 93.946.8°
Colesterol mg dL™ 49.8+7.6° 54.5+3.4° 45.8+4.2° 33.6%5.7° 31.643.3°
Glucosa mg dL* 51.5+4.0%° 59.1#2.7° 34.545.7° 49.6%3.3° 47.93.4°

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05) g/dL= gramos por decilitro
mg/dL = miligramos por decilitro.

Perfil proximal de tejidos (musculo, higado y pez entero)

Musculo:

El contenido de proteina en el musculo no mostro diferencias significativas (P <0.05)
entre los tratamientos, observandose contenidos de 86% en general. El contenido de grasa
cruda o lipidos mostré diferencias entre los tratamientos, D60+ARA y Control (6.5 £+ 0.3y 5.4 +
0.6, respectivamente), mostrando el menor contenido en la dieta control. El contenido de
cenizas totales fue significativamente menor en el tratamiento D120+ARA con un contenido

6.97%, mostrando diferencias con el tratamiento D30+ARA (Tabla 9).
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Higado:

El contenido de proteina cruda en el tratamiento D120+ARA fue significativamente
mayor (27.0£0.9) respecto a la dieta D90+ARA y dieta control (Tabla 9). El contenido de lipidos
en higado en el tratamiento D90+ARA fue significativamente mayor al resto de tratamientos
con un 65.85+0.7%. Los organismos iniciales mostraron un contenido de 21.76+0.2, lo que
representé un incremento de mas del 40% de grasa al término del experimento (Dia 74). No se

encontraron diferencias significativas en el contenido de cenizas (P>0.05).
Pez entero:

El contenido de proteina cruda fue significativamente mayor en el tratamiento
D120+ARA respecto a los tratamientos de la dieta control, D60+ARA y D90+ARA (Tabla 9). En
cuanto al contenido de lipidos en pez entero, fue significativamente menor (P<0.05) en el
tratamiento D90+ARA con un contenido de 11.12+0.8%, mientras que el contenido de humedad
fue significativamente mayor (P< 0.05) en el tratamiento D60+ARA con 5.92+0.6%, y en cenizas

no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05).
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Tabla 9. Composicion proximal de musculo, higado y pez entero de juveniles de Totoaba
macdonaldi al inicio y final del experimento, alimentados con dietas enriquecidas de acido

araquidonico (P<0.05).

Muisculo Dieta D30+ARA  D6O+ARA  DOO+ARA  DI20+ARA  Organmismos
control iniciales
fgfatle'”a 86.040.7  86.8+1.3  86.2+0.8  85.7+0.5 85.6+0.7 89.8+0.5
tL(')‘;:’:z: 5440.6°  5.5+0.8°  65+0.3°  6.0+1.0°  5.8+0.7% 4.1%0.3
Humedad * * * X " 2 1401
total
fft';'lzea: 71402  7.3+0.2°  7.130.2%®  7.140.2% 7.040.2 6.8+0.0
Extracto
e 15 0.6 0.2 1.2 16 0
— .
Higado leta D30+ARA  D60+ARA  D90+ARA  DI20+ARA  Crdanmismos
control iniciales
f;fatle'"a 25.140.6°  25.840.9%°  27.2+¢0.4°  21.940.4°  27.0+0.9° 61.540.5
Lipidos . b c a b
o 60.6+1.0°  62.4+0.8°  60.8+0.8°  65.9+0.7 62.3+1.0 21.840.2
Humedad * * " " "
total nd
Cenizas 2.3+0.3 2.0+0.3 2.1+0.3 1.9+0.3 2.4+0.3 nd
totales
Extracto
e 12 9.8 9.9 103 8.3 16.7
Pez entero Dieta D30+ARA  D60+ARA  D90+ARA  DI20+ARA  Crdanmismos
control iniciales
fc:;’atle'”a 67.8+1.1°  70.1+1.0% 68.7+0.9"  66.6+0.9°  71.0+1.0° 71.040.3
LipIdOS b ab a c ab
- 13.1+0.7°  13.3+0.4 14.4+0.3°  11.1#0.8°  14.3+0.6 10.3+0.3
Humedad b b b b
o 4.740.5 5.3+0.6° 5.9+0.6° 4.840.2 5.0+0.6 1.5+¢0.1
Cenizas 16.3+0.4  16.44#0.2  16.1#0.7  16.9+1.0 16.6+1.0 15.4+0.3
totales
Extracto
e 0 0 0 0.6 0 18

letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05), no se considerd el contenido de los organismos iniciales para el anélisis

estadistico. El extracto libre de nitrégeno se calculé6 como ELN=100%- (% proteina +% lipidos+ %humedad +%cenizas). nd indica que no se

determind el contenido en el tejido.
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Perfil de acidos grasos de higado y musculo (liofilizados) de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con distintas dietas enriquecidas de ARA.

El perfil de &cidos grasos fue cuantificado en mg g de tejido en higado y musculo al
termino de 74 dias de alimentacién con dietas enriquecidas con ARA, por medio de

cromatografia de gases, Tablas 10y 11 (higado y musculo respectivamente).
Higado

De manera general, los acidos grasos saturados (SFAs) no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos. En lo que respecta a los MUFAs, el contenido de Acido
elddico (C1s1n9) fue el unico en mostrar diferencias significativas entre los tratamientos,

observandose el menor contenido en la dieta control respecto al resto de los tratamientos.

En este mismo sentido, en los PUFAs, el acido linoleico (Ci1s2n6c) mostrd un contenido
significativamente mayor en el tratamiento D30+ARA (27.8mg g*) respecto a la dieta control
(18.4+1.6 mg g). El contenido del Acido gamma linolénico (C18:3n6) fue significativamente
menor (P<0.05) en el tratamiento D30+ARA respecto a los tratamientos D90 y D120+ARA con
2.41+0.5 mg g. El contenido de 4cido linolénico (C1s3n3) fue significativamente mayor (P<0.05)

en el tratamiento D30+ARA respecto a las dietas D90+ARA y D120+ARA con 0.98+0.3 mg g*.

Por otro lado, el contenido de acido araquidénico (ARA, C204n6) fue significativamente
mayor en el tratamiento D120+ARA con 6.28 + 0.8 mg g}, mientras que la Dieta Control mostré
el contenido mas bajo con 0.38 + 0.1 mg g. El contenido de acido eicosopentanoico (EPA,
C205n3) fue significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento control respecto al resto de los
tratamientos con 1.9 + 0.2 mg g™*. Por ultimo, el dcido docosahexaenoico (DHA, C2,5n3) mostrd
una tendencia similar a EPA, el contenido de DHA fue significativamente mayor en el

tratamiento control con 8.03 + 0.9 mg gl respecto al resto de los tratamientos.
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Tabla 10. Perfil de 4cidos grasos de higado de Totoaba macdonaldi (mg g?) tras 74 dias de

alimentacion con diferentes niveles de acido araquiddnico en la dieta.

SFA D.C D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
C13:0 2.4+0.4 2.1+0.4 2.5+0.9 2.4+0.5 2.1+0.5
C14:0 0.9+0.1° 0.3+0.2° ND ND 0.2+0.2°
C16:0 15.9+1.8 14.9+1.8 12.7+2.5 14.4+3.9 14.5+1.8
C18:0 3.1+0.3 3.940.6 2.8+1.9 4.1+1.3 4.2+0.8
2SFA 22.2+2.5 20.7£2.5 18.8+2.7 21.145.6 20.9+3.4
MUFA

Cle:1 6.4+1.2 5.9+0.8 5.1+1.8 6.2+2.1 5.2+0.7
C18:1n9 18.4+1.6° 27.8+3.0° 24.3+4.3%° 23.945.4%b 22+2.4%b
C20:1n9 0.3+0.1 0.4+0.1 0.2+0.2 0.3+0.3 0.3+0.1
ZMUFAS 25.0+2.7 33.2+4.1 29.5%#5.3 30.7+7.8 27.4+3.3
PUFAS

C18:2n6 11.3+0.6° 16.1+2.32 14.4+2.8% 14.2+2.5% 14.9+2.3%
C18:3n6 2.740.3% 2.440.5° 3.0+0.2%° 3.2+0.5° 3.1+0.4°
C18:3n3 ND 1.0+0.3? 0.60.22° 0.5+0.3° 0.3+0.2°
C20:4n6 0.4+0.1¢ 2.2+0.4° 3.8+0.6%° 4.8+0.7° 6.3+0.8°
C20:5n3 1.9+0.2° 0.3x0.1° 0.2+0.1° 0.3+0.1° 0.3+0.1°
C22:6n3 8.0+0.9° 4.4+0.6° 5.2+0.9° 4.3+0.7° 4.8+0.8°
2PUFAS 22.2+4.4 26.0%+3.8 24.5%6.2 27.4+4.5 29.9+4.9
ARA/EPA 0.2 7.1 16.3 17.2 24.9
ARA/DHA 0.1 0.5 0.7 1.1 1.3

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

Musculo:

El contenido de 4cidos grasos en musculo de totoaba, se muestra en la Tabla 11. De
manera general, en los SFAs, se observa que el tridecanoico (C13:0) fue significativamente
menor en el tratamiento D90+ARA respecto al resto de las dietas, elucidando un contenido de
2.7 £+ 0.3 mg g. En el contenido de los MUFAs, no se presentaron diferencias significativas,
mostrando solo al C15:1n9 (3.6 + 0.6 mg g) con presencia en el tejido muscular de la totoaba.
En lo que compete a la sumatoria de los PUFAs, se mostraron contenidos en general de 6.5
0.6 mg g-V sin embargo, el contenido de ARA, presentd un incremento significativo conforme

se incremento el nivel de la dieta, siendo el contenido mas alto el tratamiento D120+ARA con
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2.33 +0.3 mg gL. En cuanto al contenido de DHA fue significativamente mayor en dieta control

(efecto similar al contenido en higado) respecto al resto de tratamientos con 3.01 + 0.6 mg g™*.

Tabla 11.Perfil de &cidos grasos de musculo de Totoaba macdonaldi (mg g?) tras 74 dias de
alimentacion con diferentes niveles de acido araquiddnico en la dieta.

SFA DC D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
C13:0 2.940.2% 3.0+0.1%° 3.1+0.3° 2.7+0.3b 2.8+0.1%
C16:0 2.1+0.7 2.0+0.7 1.9+0.8 2.4+1.4 2.8%0.9
C18:0 0.2+0.1 0.2+0.2 0.3+0.1 0.5+0.4 0.5+0.3
ZSFA 5.2+0.8 5.2+0.9 5.2+1.0 4.51+0.1 5.4+0.4
MUFA

C18:1N9 3.0+0.8 4.0+1.0 3.7+1 4.3+1.9 4.4+1.2
PUFAS

C18:2n6 2.840.6 3.5+0.7 3.1+0.7 3.3+1.2 3.1+0.8
C20:4n6 nd 0.7+0.1¢ 1.2+0.2° 1.7+0.5° 2.3+0.3°
C20:5n3 0.3+0.2 nd 0.2+0.1 0.2+0.1 nd
C22:6n3 3.0+0.6° 1.8+0.3° 1.7+0.3° 1.6+0.3° 1.8+0.3°
ZPUFAS 6.7+0.6 5.7+0.8 6.0+1.2 5.2+0.5 5.9+0.9
ARA/DHA nd 0.4 0.7 1.1 1.3

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).
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Actividad enzimatica de lipasas totales en higado de Totoaba macdonaldi alimentados con
dietas enriquecidas de acido araquidonico (Véase cuadro 1.12)

Se analizd la actividad de lipasas totales en 6 organismos por tratamiento (Tabla 12) no se

encontraron diferencias significativas en la activad de lipasas ni en el contenido de proteina

soluble.

Tabla 12. Actividad enzimatica de lipasas totales en higado de Totoaba macdonaldi (Unidades

de enzima por gramo de higado)

Tratamiento DietaC D30+ARA D60+ARA D90+ARA D120+ARA
U/g de higado 5.8+0.7 6.0£0.5 5.310.6 5.910.8 4.840.6
%Proteina soluble (mg ml?)  6.2+0.9 6.0+0.6 6.4+0.8 6.6+0.7 6.4+0.7
Dilucion 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10

Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

32



DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion no muestran diferencias significativas (P>0.05) en
ninguno de los parametros productivos evaluados entre los diferentes tratamientos otorgados
alos juveniles de tototaba (Tabla 7), sin embargo, estas respuestas obtenidas en el experimento
difieren a lo encontrado por distintos autores, dénde el incremento del ARA en las dietas genera
incremento en el crecimiento especifico (TCE), peso ganado por dia, supervivencia. Estas
respuestas han sido observadas en L. japonicus (peso final y TCE) con una inclusién de 0.36% (%
materia seca) de ARA, un nivel uniforme de DHA y EPA (1.50 g 100! y 0.5 g 1007,
respectivamente), se observd un incremento significativo en el crecimiento especifico entre
0.08-0.36%, mientras que los tratamientos con mayor porcentaje de ARA no mostraron esta
tendencia, los autores reportaron que la inclusién de 0.32% de ARA mostrd los mejores
parametros productivos para esta especie (Xu et al., 2010). Nayak et al. (2017) reportaron para
juveniles de S. rivulatus que la inclusion moderada de ARA (2.6% TFA) mostré un efecto
significativo en los indicadores peso ganado por dia y supervivencia, respecto a una inclusién de
0.6 y 4.6% de ARA, considerando esta ultima como un alto nivel de inclusién. En pepino de mar
A. japonicus se probaron dietas con niveles desde 0.1 hasta 1.09% de ARA (% peso seco),
reportandose una tendencia ascendente del TCE hasta 0.70% de ARA, por encima de este nivel
el TCE disminuyd, sin embargo, los autores declararon que los organismos no presentaron
diferencias significativas en peso final con respecto a la dieta control (dietas enriquecidas
respecto a la DC) (Qi et al., 2022). En Haliotis discus se encontré un porcentaje de peso
significativamente mayor en los tratamientos de enriquecimiento de 0.31-0.44% de ARA
comparados con la dieta control (0% de enriquecimiento de ARA) (Lei et al., 2023). En
Paralichthys olivaceus, se observé un efecto similar bajo la inclusién de ARA en dietas bajas en
harina de pescado, una inclusién de 0.6% ARA (como reemplazo parcial del aceite de soya)
indujo un aumento significativo del peso final, % de peso ganado y TCE, sin embargo, los niveles
mas altos (1.2 y 1.6%) disminuyeron significativamente los parametros mencionados
(Medagoda y Lee, 2023). En otras especies como Trichopodus trichopterus la inclusion de ARA
(1-2%) no tuvo efectos en los parametros de crecimiento, por otro lado, una inclusidon de ARA

del 1% aumentd los parametros reproductivos como fecundidad y didametro del saco vitelino
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(Asil et al., 2017). En subadultos de O. mykiss no se presentaron efectos significativos en
crecimiento con niveles ARA dietético (0.1, 4.0, 7.7 y 14.8% de acidos grasos totales metilados),
los autores sefalaron que, a pesar de la capacidad de la trucha para sintetizarlo, no influyé en
el crecimiento como se esperaba a pesar de la disponibilidad de ARA en la dieta durante el
experimento (Hong et al., 2024). Por lo tanto, la ausencia de efectos significativos en los
pardmetros de crecimiento en el presente estudio podria indicar que para juveniles de T.
macdonaldi, los niveles de ARA en las dietas enriquecidas no implicaron una deficiencia o exceso
en la dieta, por lo que se podia concluir que el contenido presente en la HP y AP de la dieta
control (0.01 + 0.05 y 0.6 + 0.2 respectivamente) son metabdlicamente suficientes para cubrir

sus necesidades en su etapa de crecimiento.

Por otra parte, los niveles de pardmetros hematoldgicos como hemoglobina, hematocrito,
conteo de células rojas y blancas, asi como, los plasmaticos como las proteinas totales y la
albumina pueden relacionarse con el estado de salud de los organismos (Esmaeili, 2021). En
peces, la albumina participa en el transporte de diversos metabolitos, entre ellos, los acidos
grasos, hormonas, regula la presion osmoética y osmorregulacion. En este mismo sentido, se ha
demostrado que los niveles de albumina pueden variar por factores como niveles de
alimentacion, la calidad y disponibilidad de las fuentes de alimento (De Smet et al., 1998; Baker,
2002; Niwa et al., 2007; Kovyrshina y Rudneva, 2012; Dutta, 2017; Nurfaidah et al., 2021). De
manera particular, en este trabajo se encontré que la dieta control fue significativamente mayor
al resto en los parametros de proteina total y albumina, los niveles bajos de proteina total han
sido observados en organismos que enfrentan estrés (como los cambios de habitat) y en
situaciones en que las proteina pueden ser movilizadas como fuente energética (Vasanthi et al.,
1990; Oruc y Usta, 2007), mientras que niveles bajos de albumina afecta directamente en el
mantenimiento de la presidn osmotica entre la sangre circulante y los tejidos (Harper et al.,
1997). Respecto al plasma, un compuesto importante es la glucosa, se ha inferido que niveles
altos en plasma indican una mayor deposicién de lipidos en higado (Medagoda y Lee, 2023). En
el presente estudio esta aseveracidon no se cumplié del todo, la glucosa fue significativamente

mayor en el tratamiento D30+ARA y Dieta control, respecto al resto de dietas enriquecidas, sin
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embargo, el contenido en higado de grasa total significativamente mayor fue en la dieta

D90+ARA (Tabla 9).

En el contenido de triglicéridos, la dieta 60+ARA fue significativamente mayor al resto de los
tratamientos, sin embargo, no se presenta algun patrén respecto a la inclusién de ARA en las
dietas. Los triglicéridos funcionan como depdsitos de grasa, algunas especies presentan ceras
esterificadas que forman parte de las reservas de lipidos (Alves-Bezerra, M. y Cohen, D., 2017;
FAO, 2023). Por otro lado, el contenido de colesterol presenta una tendencia a disminuir al
incrementar el ARA en las dietas (Tabla 8). Nuestro resultado concuerda con lo encontrado por
Demetz et al. (2004), quienes reportaron que los niveles altos de leucotrienos (metabolitos
derivados del metabolismo de ARA) pueden reducir los niveles de colesterol en el plasma,
incrementando la excrecidn en las heces fecales, este proceso se le conoce como transporte

reverso de colesterol (Cuchel y Rader, 2006; Megadoga y Lee, 2023).

De manera general, los niveles observados de proteina total y triglicéridos se encuentran en un
rango similar a los reportados en estudios previamente realizados en totoaba (Tabla 13). En el
estudio de Budy-Satriyo et al. (2017), las dietas se formularon con 65% HP e incrementos de
taurina, la cual se ha reportado que tiene efectos directos en la regulacion de la biosintesis de
acidos grasos, catabolismo de triglicéridos en higado y regulacién del colesterol; sin embargo,
en el presente estudio para las dietas enriquecidas de ARA, se utilizé 1% de taurina (0.5 % DC),
y los niveles de colesterol observados fueron inferiores a los reportados por Satriyo vy
colaboradores, lo que podria indicar que una produccién de leucotrienos derivados del
metabolismo de ARA (aunque no fue medido este metabolito) podria estar implicado en la
regulacién del colesterol observados en el presente estudio, tal como lo sugiere Demetz et al.

(2014), se recomienda evaluar el contenido excretado en heces para corroborar este efecto.
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Tabla 13. Quimica sanguinea de juveniles de Totoaba macdonaldi en otros estudios realizados.

. . . Cabanillas- Bafiuelos Alvarado
) , Trejo-Escamilla Budy-Satriyo et ) )
Parametro Lopez et al., 2015 et al.. 2017 al. (2017) Gamezetal., Vargas (tesis,
" ’ 2017 (2014) 2022)
Hematocrito 33.5%+5.5 19.2+1.8 19.3+0.5 26.5+4.6 32.8+5.0 24.1+0.7
Hemoglobina (g/dL) 43+0.9 6.7+0.7 5.2+0.2 6.6 0.3 4.6x0.6 11.9+0.3
Proteina total (g/dL) ** 1.9+0.3 2.6+0.1 2.5+0.1 *k 3.9+0.8
Albumina (g/dL) *k 0.7+0.1 1.1+0.2 1.0+0.1 0.6£0.6 1.2+0.3
Triglicéridos - - 103.7 =
75.6+14.4 ** **
(mg/dL) 28.8
431 +
Colesterol (mg/dL) * o 98.0 + 10.6 ok * od
Glucosa (mg/dL) *k *k 50.6 + 6.6 67.1+19.3 39.949.0 48.5+8.9

** = no determinado

En lo que respecta al perfil de acidos grasos, la deposiciéon de ARA tanto en musculo como
higado se comportd en funcién del nivel suministrado en la dieta, observandose una
concentracion de ARA significativamente mayor conforme aumenté el nivel de inclusidn, por tal
motivo, el tratamiento D120+ARA presenté el mayor contenido de 2.3 + 0.3 mg g* de musculo.
En higado, el contenido de ARA fue significativamente mayor en los tratamientos D120+ARA y
D90+ARA respecto al resto de los tratamientos (P<0.05). En ambos tejidos se presentaron
perfiles de acuerdo con los niveles de dcidos grados en la dieta, similares al efecto reportado y
observado por Mata-Sotrés et al. (2018) y Maldonado-Othdn et al. (2022); en T. macdonaldi,
donde los niveles de acidos grasos en la dieta fueron directamente proporcionales a los
acumulados en los organismos. La acumulacién progresiva de ARA en tejidos se ha visto en las
especies Centropristis striata (larvas), Solea senegalensis (testiculos), Dicentrarchus labrax
(intestino distal) y salmon salar (eritrocitos, lipidos polares de retina, corazén, cerebro e higado)
y P. olivaceus (higado) (Carrier lll et al., 2011; Norambuena et al., 2013; Rivero-Ramirez et al.,

2020; Sissener et al., 2020; Medagoda y Lee, 2023).

Respecto al contenido de EPA en higado, éste fue significativamente mayor en la dieta control
respecto al resto de los tratamientos, con un total de 1.9 + 0.18 mg g*. Mismo efecto se observé
en contenido de DHA en higado, el cual fue significativamente mayor en la DC con un total de

8.03 +0.93 mg gX. En musculo, los niveles de DHA también fueron significativamente mayores
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en la DC respecto al resto de tratamientos (3.0 + 0.6 mg g2). Por lo tanto, al igual que en ARA,
se observo una relacién entre el contenido de EPA y DHA en los tejidos analizados vy las dietas,
siendo mas altos los niveles de ambos acidos grasos en la DC, misma que se formulé a base de
AP y HP. En otros estudios se ha observado un efecto de inhibicién de la incorporacién de EPA
y DHA en los tejidos por parte de ARA, el cual ha sido atribuido a la relaciéon competitiva que
mantienen estos acidos grasos para asociarse con elongasas y desaturasas en el metabolismo
de sintesis enddgena (principalmente por el sustrato al cual son afines tanto EPA como ARA),
ARA presenta una tendencia hacia la produccion de eicosanoides y EPA para fosfoglicéridos(Bell
y Sargent, 2003); sin embargo, en el presente estudio no se observo una relacion clara entre los
niveles de estos acidos grasos, ya que en ambos tejidos (musculo e higado) los niveles de EPA 'y
DHA no presentaron diferencias significativas ni una tendencia en las dietas enriquecidas por
ARA, lo cual podria indicar que la relacion de ARA/EPA/DHA se encuentra dentro del rango

adecuado en las dietas formuladas para la talla de los organismos durante el bioensayo.

En el presente estudio se observd que en la dieta D120+ARA los niveles de ARA en musculo
fueron muy similares al nivel observado con la D30+ARA en higado, lo cual podria indicar una
mayor tasa de deposicion de ARA en higado. En la lobina europea (Dicentrarchus labrax) se ha
reportado que la suplementacion de los PUFAs anteriormente mencionados juegan un rol de
regulacién en el perfil de acidos grasos en los tejidos (Torrecillas et al., 2018). En el camardn
blanco, L. vannamei, se reporté una tendencia a depositar ARA, EPA y DHA en musculo, con
menor concentracion de ARA en hepatopancreas. Este Ultimo 6rgano posee la capacidad de
acumular PUFAs y de utilizar acidos grasos insaturados absorbidos en la dieta para realizar
procesos metabdlicos (Zhu et al., 2023). En Acipenser sinensis se reporté que la inclusién de
ARA incremento el contenido de vitelogenina en ovarios y en higado, lo que implica un rol
importante en la maduracién sexual (Wu et al., 2021). En este mismo sentido se observaron
efectos directos en el metabolismo lipidico, funciones hepaticas, aumento de capacidad
antioxidante en la anguila (Monopterus albus), permitiendo a esta especie retrasar el proceso
de reversién sexual en presencia de niveles altos de ARA en la dieta (Jiang et al., 2023). Los
depésitos de PUFAs en el presente estudio y los observados en la literatura en higado reflejan

la capacidad para almacenar selectivamente dacidos grasos segun el requerimiento del
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organismo (Ferramosca y Zara, 2014), lo cual se puede observar en los resultados del analisis
proximal de los tejidos (Tabla 9), los contenidos de grasa total presentaron 20% lipidos versus
60% proteinas, tras el bioensayo se invirtieron las proporciones en higado (>60% lipidos versus

>25% proteina total).

Respecto al andlisis de la actividad de lipasas totales en higado (Tabla 12), no se observé una
influencia directa por parte del enriquecimiento de ARA, tanto el contenido de proteina total
como unidades de enzima no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, en juveniles
de pampano dorado (Trachinotus ovatus) se observd un efecto en la actividad de lipasas en
intestino, incrementdndose conforme al aumento de ARA dietético (Zhang et al., 2019). En el
presente estudio no se analizé el efecto en el intestino, debido a que parte de la hipdtesis inicial
era que a mayor disponibilidad ARA en la dieta, este se depositaria mayormente en el higado
(Jiang et al., 2023; Medagoda y Lee, 2023), lo cual podria incrementar significativamente la
actividad de lipasas totales. De manera general se sabe que el estudio de enzimas digestivas
puede ampliar la informacidn sobre el estado de salud de los organismos (Awad et al., 2012;
Ribeiro et al., 2015; Cai et al., 2016; Jenabi et al., 2019), reflejando la capacidad de los
organismos en la digestidon y utilizacién de nutrientes (Bansemer et al., 2016). El metabolismo
de lipidos y su respectiva actividad de lipasas se ven influenciadas principalmente por la etapa
de desarrollo del organismo vy el tejido, algunos érganos involucrados son el hepatopancreas,
higado, estdmago y ciegos pildricos, los niveles de actividad enzimatica pueden llegar a
presentar diferencias entre los érganos mencionados anteriormente (Nayak et al., 2003). Para
determinar si el enriquecimiento de ARA tiene una relacion directa en Totoaba macdonaldi con
la actividad de lipasas totales, se recomienda realizar el andlisis en otros drganos como los que
sugiere Nayak et al. (2003) y tener una idea mdas completa de la movilizacion de ARA en sus

diversos procesos metabdlicos

Otro aspecto importante que se observé en el presente estudio es que no hubo un dafio visual
en el higado en ninguno de los tratamientos, sin embargo, no se complementaron estas
observaciones con analisis histoldgicos que pudieran demostrar los efectos de ARA o por parte
de EPA/DHA. Carvalho et al. (2018) sugieren efectos patoldgicos negativos tras la baja inclusion

de w-3 PUFA dietéticos, puede llegar a presentarse dafios por granulomatosis en higado, lo que
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apoya la hipétesis que tanto EPA como DHA se encontraban en niveles adecuados para las dietas
experimentales, al no presentarse estos efectos fisicos en los tejidos analizados. De manera
general se ha observado que el requerimiento de ARA se les atribuye mas a especies de niveles
tréficas altos como carnivoros marinos debido a su capacidad baja o nula de sintesis de PUFAs
(Xu et al., 2022). Sin embargo, para la etapa bioldgica en la que los organismos (juveniles) se
encontraban, no se lograron observar los defectos de una supuesta deficiencia, pero se
recomienda realizar mas experimentos con enfoque por separado de EPA y DHA, y englobar un

requerimiento colectivo.

Parte de los andlisis que no se estudiaron en el presente estudio implican diversos efectos del
acido araquidonico adicionales, sin embargo, en la literatura se han descrito multiples
propiedades, una vez que es liberado ARA de los fosfolipidos, se han observado funciones de
modulacién hormonal, como sefalizador de reacciones y regulacion de canales idnicos en la
membrana celular, la capacidad de permanecer en estado liquido a bajas temperaturas
permite mantener una mejor fluidez y flexibilidad (Brash, 2001; Zambonino y Cahu, 2007;
Tallima y Ridi, 2018). Todas estas reacciones son derivadas por la accién de ciclooxigenas y
lipooxigenasas (cox-2 y lox-5 respectivamente), las cuales se conocen por su papel en la
induccién de la respuesta inflamatoria y antiinflamatorio (Calder, 2006; Holen et al., 2015). Tras
la liberacidon de ARA en la membrana celular y su consecuente produccién de metabolitos, se ha
reportado una relacion de produccién dosis-dependiente en Acanthopagrus schlegelii, donde
un exceso de ARA en la dieta de 1.94-2.42% provocd la induccidon de genes que promueven
apoptosis celular (bax, capase 7 y 9), por tal motivo, los autores recomiendan abordar estos
genes para determinar dosis adecuadas que no comprometan la salud celular (Bao et al., 2023).
Otros efectos son los provocados sobre la respuesta inmune derivada de su produccion de
prostaglandinas, mantenimiento de la integridad intestinal, y resistencia al estrés (Bell y
Sargent, 2003; Rombenso et al., 2016), mediante la proliferacion celular derivada por parte de
ARA, se promueve la regeneracion de células epiteliales ante problemas causados por factores
anti nutricionales y dafios mecdnicos. En dietas altas en proteina vegetal se ha reportado en la
especie Paralichthys olivaceus que niveles entre 0.9-1.5% de ARA suprime la inflamacién en

intestinos (Medagoda y Lee, 2023), en trucha arcoiris también se ha reportado efectos directos
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en las vellosidades del intestino, las cuales participan en la absorcion de nutrientes al
incrementar el area de superficie (Hong et al., 2024). En este mismo sentido, Fuentes-Quesada
et al. (2018) reportaron que niveles por encima del 22% de remplazo de harina de pescado por
harina de soya en Totoaba, causaba dafios de enteritis en intestino distal, por tal motivo, un
incremento en ARA, podria representar una opcidn viable en Totoaba e incrementar en la
sustitucion de harinas vegetales, disminuyendo los efectos por inflamacién que provoca la

harina de soya.

También se ha reportado que la inclusién de ARA en niveles de 0.44-0.8% afecta positivamente
la actividad inmune, antioxidante y resistencia al estrés por temperatura en Haliotis discus (Lei
etal., 2023). Medagoda y Lee, (2023) reportaron que ARA promoviod un efecto antioxidante alto
en la enzima Super 6xido dismutasa (SOD) en la especie Paralichthys olivaceus al 0.9% de
contenido de ARA. Se ha inferido que el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes y
lisosoma se activan para evitar la regeneracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como
medio para prevenir dafio celular (Hong et al., 2024). Los dobles enlaces de ARA en la cadena
de su molécula provocan vulnerabilidad para ser atacados por ROS, por lo que se activa la
produccion de las enzimas antioxidantes para evitar la peroxidacion lipidica y mitigar el dafio

celular que pudieran provocar las ROS (Anderson, 1992; Maziére et al., 1999).

Tras la realizacion del experimento y analizar una primera aproximacion de la inclusién de ARA
en las dietas de juveniles de T. macdonaldi, se recomienda estudiar que sucede con niveles de
ARA por debajo del aporte de la harina de pescado y observar si se producen efectos negativos
por la ausencia de ARA, por lo que desarrollar un experimento similar a este, aportara un
panorama mas completo y ayudara a determinar qué tan esencial es el ARA para la totoaba,
involucrando parametros inmunes, antioxidantes, salud intestinal y estudiar depdsitos en otros
tejidos. Se recomienda estudiar la expresion de la ruta metabdlica de eicosanoides para
demostrar la respuesta inflamatoria y antiinflamatoria, sus mecanismos de regulacion y evaluar

los efectos de leucotrienos sobre la regulacién del colesterol.
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CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en los indices bioldgicos, se puede inferir que un
incremento en los contenidos de ARA en la dieta de Totoaba macdonaldi, no afecta el

desempefio productivo del organismo.

El proporcionar un incremento del ARA en las dietas no propicié un cambio en los parametros
de hematologia ni en la actividad de las lipasas en higado de la totoaba, lo cual implica que no

hay un efecto negativo en el estado de salud del organismo.

La deposicion de ARA en musculo e higado fue directamente proporcional al nivel en la dieta

ofrecida.

El contenido de EPA y DHA en higado y musculo, no mostraron una disminucion respecto a la
incorporacion de ARA en las dietas, por lo que se puede inferir que 0.3y 2.5 mg g (EPA y DHA,
respectivamente) puede ser concentraciones aceptables para las dietas formuladas de Totoaba

macdonaldi.
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ANEXO 1: NOMBRES DE ACIDOS GRASOS. (University of Florida, 2023).

TIPO: NOMBRE EN INGLES ESTRUCTURA
SATURADO Methyl butyrate 4:0
SATURADO Methyl hexanoate 6:0
SATURADO Methyl octanoate 8:0
SATURADO Methyl decanoate 10:0
SATURADO Methyl undecanoate 11:0
SATURADO Methyl dodecanoate 12:0
SATURADO Methyl tridecanoate 13:0
SATURADO Methyl myristate 14:0
MONOSATURADO Methyl myristoleate 14:1n-5
SATURADO Methyl pentadecanoate 15:0
MONOSATURADO Methyl cis-10-pentadecenoate 15:1
SATURADO Methyl palmitate 16:0
MONOSATURADO Methyl palmitoleate 16:1n-7
SATURADO Methyl heptadecanoate 17:0
MONOSATURADO Methyl cis-10-heptadecenoate 17:1
SATURATED Methyl stearate 18:0
MONOSATURADO Methyl oleate 18:1n-9c
MONOSATURADO Methyl elaidate 18:1n-9T
POLIINSATURADO Methyl linoleate 18:2n-6¢
POLIINSATURADO Methyl linolelaidate 18:2n-6T
POLIINSATURADO Methyl y-linolenate 18:3n-6
POLIINSATURADO Methyl linolenate 18:3n-3
SATURADO Methyl arachidate 20:0
MONOUNSATURADO | Methyl cis-11-eicosenoate 20:1n-9
POLIINSATURADO cis-11,14-Eicosadienoic acid methyl ester 20:2n-6
POLIINSATURADO cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid methyl ester 20:3n-6
SATURADO Methyl heneicosanoate 21:0*
POLIINSATURADO Methyl arachidonate (ARA) 20:4n-6*
POLIINSATURADO cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid methyl ester 20:3n-3
POLIINSATURADO cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid methyl ester (EPA) 20:5n-3
SATURADO Methyl behenate 22:0
MONOINSATURADO Methyl cis-13-docosenoate 22:1n-9
INSATURADO cis-13,16-Docosadienoic acid methyl ester 22:2
SATURATED Methyl tricosanoate 23:00
POLIINSATURADO cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid methyl ester (DHA) 22:6n-3
SATURADO Methyl tetracosanoate 24:0
MONOINSATURADO Methyl cis-15-tetracosenoate 24:1n-9
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