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RESUMEN

La totoaba Totoaba macdonaldi es un pez marino carnivoro de rapido crecimiento, endémico
del Golfo de California, México, lugar donde recientemente se ha iniciado su cultivo a escala
comercial. La tendencia actual en nutricion acuicola es la busqueda de fuentes alternativas de
lipido sustentables y econdmicamente viables para disminuir el uso de aceite de pescado (AP)
en alimentos balanceados para peces, por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar
lipidos de origen vegetal, animal y microalgal y su efecto sobre lipasas pancreaticas del tracto
digestivo, crecimiento, composicién proximal y perfil de &cidos grasos en juveniles de totoaba.
El proyecto se dividio en tres trabajos de investigacion; el primero consistio en la caracterizacion
parcial de lipasas pancreaticas en el tracto digestivo, resultando en la deteccion de dos lipasas
de 70.2 'y 47.5 kDa, se considero que pudieran ser la forma no activa y la forma final de la lipasa
pancreética dependiente de colipasa por no detectar actividad en presencia de sales biliares. La
segunda investigacion evalud el uso de aceite de soya (AS) y dos harinas derivadas de microalga
Schizochytrium limacinum (SL1 y SL2) para reemplazar el 33%, 66% y 100% de AP en dietas
para juveniles de totoaba; después de 6 semanas de experimentacion los resultados indicaron
que hasta el 100% de AP puede ser reemplazado por harinas de S. limacinum, promoviendo una
mejora en el crecimiento, preservando el valor nutricional del filete y los beneficios en la salud
para el consumidor humano, ademas, se observo que la concentracion de la lipasa pancreatica
con peso molecular de 70.2 kDa disminuy6 conforme aumento el nivel de reemplazo de AP. Por
ultimo, la tercera investigacion consistié en la evaluacion de los aceites de larva de la mosca
soldado negro Hermetia illucens y camelina Camelina sativa para reemplazar 30% y 60% de
AP en alimentos para juveniles de totoaba durante 7 semanas. Los resultados indicaron que hasta
el 30% de AP puede ser sustituido satisfactoriamente por aceite de larva de H. illucens, con un
filete resultante de alta calidad nutricional que provee 284 mg de DHA + EPA por cada 100 g,
suficiente para satisfacer el consumo diario recomendado en adultos. Adicionalmente, se
confirmd la presencia de las lipasas dependiente de sales biliares y dependiente de colipasa por
primera vez en el tracto digestivo de T. macdonaldi, sin embargo, la expresion génica de ambas
lipasas no fue significativamente afectada a nivel transcripcional por los diferentes tratamientos

bajo las condiciones experimentales de ese trabajo.
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ABSTRACT

Totoaba, Totoaba macdonaldi, is a newly cultured fast-growing marine carnivorous fish
endemic to the Gulf of California, Mexico. The current trend in aquaculture nutrition is to look
for sustainable and economically viable alternative sources of lipids in order to minimize the
use of fish oil (FO) in aquafeeds for fish; hence, the objective of this work was to evaluate
vegetable, animal and microalgal lipid sources to replace FO in formulations for juvenile totoaba
and their effect on pancreatic lipases in the digestive tract, growth performance, proximate and
fatty acid compositions of fish tissues. The current project was divided into 3 research studies;
the first consisted in the partial characterization of lipases within the gastrointestinal tract, which
resulted in the detection of 2 pancreatic lipases of 70.2 and 47.5 kDa, considering they could be
the uncleaved and the final form of the colipase-dependent pancreatic lipase because no activity
was detected in the presence of bile salts. In the second study, the use of soybean oil and two
microalgal meals obtained from Schizochytrium limacinum were evaluated in replacement of
33%, 66% and 100% of FO in diets for juvenile T. macdonaldi; after 6 weeks of conducting this
trial, results indicated that up to 100% of FO could be replaced by the S. limacinum meals,
improving fish growth and preserving the nutritional value and health benefits of the fillet for
human consumption; moreover, concentration of the pancreatic lipase with molecular weight of
70.2 kDa decreased in the digestive tract as the level FO replacement increased in the diets.
Finally, the third study consisted in the evaluation of camelina, Camelina sativa, and black
soldier fly larvae, Hermetia illucens, oils to replace 30 and 60% of FO in aquafeeds for totoaba
during 7 weeks. Results indicated that up to 30% of FO could be successfully replaced with H.
illucens larvae oil, producing a fillet with high nutritional quality for human consumption which
provides 284 milligrams of DHA + EPA in a 100 g fillet, enough to cover the recommended
daily intake for adults. In addition, the presence of bile salt-dependent and colipase-dependent
lipases within the gastrointestinal tract of T. macdonaldi was confirmed for the first time,
however, their gene expression was not significantly affected at a transcriptional level by the

different treatments under these experimental conditions.
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INTRODUCCION

La totoaba, Totoaba macdonaldi, es un pez marino carnivoro endémico del Golfo de California,
México, que se destaca como un excelente candidato para la acuicultura debido a la alta calidad
de su carne y a su rapido crecimiento; puede alcanzar hasta 2.7 kg de peso en el periodo de un
afio al ser cultivado en jaulas sumergibles (Juarez et al., 2016). Para lograr una produccion
exitosa de acuacultura de peces marinos como la totoaba en México es fundamental el desarrollo
de alimentos balanceados que satisfagan sus requerimientos nutricionales. Los lipidos dietarios
son uno de los nutrientes mas importantes incorporados en alimentos balanceados para peces
marinos debido a su importancia como fuente de energia, componentes estructurales de

membranas celulares y fuente de &cidos grasos esenciales (Turchini et al., 2009).

Histéricamente el aceite de pescado ha sido la fuente de lipido ideal en la formulacion
de alimentos balanceados, esto debido a su alta digestibilidad, palatabilidad y ausencia de
factores antinutrientes, ademas de su riqueza en acidos grasos altamente insaturados (HUFA),
especialmente el acido docosahexaenoico (DHA, 20:6n-3) y acido eicosapentaenoico (EPA,
20:5n-3), que son nutrientes determinantes para promover un buen crecimiento, salud y calidad
nutricional del filete en organismos cultivados (Tocher, 2003; Barrows et al., 2008; Turchini et
al., 2009). Estos acidos grasos son altamente apreciados y recomendados para consumo por el
ser humano debido a su rol benéfico en la prevencion de enfermedades neuroldgicas,
cardiovasculares e inflamatorias (Swanson et al., 2012; Calder, 2014). Sin embargo, a pesar de
los grandes beneficios que el aceite de pescado representa, su utilizacion se ha tornado
ambientalmente y econémicamente insostenible debido a su alto costo e impacto ecolégico, por
lo que reducir la inclusion de este insumo en formulaciones se ha convertido en una prioridad y
la investigacidn de fuentes alternativas de lipido se ha convertido en una necesidad para asegurar
la sustentabilidad de la actividad acuicola a futuro (Hixon y Parrish, 2014; Tocher et al., 2019).
Entre las opciones para reemplazo de AP se encuentran aceites de origen vegetal, animal, de
insecto o de microalgas, todas ellas estan siendo evaluadas en alimento balanceado para

diferentes especies de peces cultivados.



I. ANTECEDENTES

Los aceites vegetales (AV) como el de soya (AS) y camelina (AC) se han evaluado como
alternativas prometedoras para el remplazo del aceite de pescado, debido a que su produccion
ha incrementado, lo que se traduce en una mayor disponibilidad y un menor costo comparado
con el aceite de pescado (Nasopoulou y Zabetakis, 2012). EI AS ha sido ampliamente estudiado
en acuacultura debido a su atractivo costo y disponibilidad, es caracterizado por su rico
contenido en &cido linoleico (18:2n-6). Estudios previos han demostrado buenos resultados en
crecimiento al reemplazar AP con AS en otras especies de scianidos como Larimichthys crocea
(Duan et al., 2014), Cynoscion parvipinnis (Gonzalez-Félix et al., 2016) y Argyrosomus regius
(Emre et al., 2016). Por otra parte, el AC puede ser producido todo el afio y tiene un precio
considerablemente bajo. Este lipido se caracteriza por su alto contenido (30-45% del total de
AG) de &cido alfa-linolénico (18:3n-3) perteneciente a la familia omega-3, caracteristica
deseable en formulaciones para peces marinos (Ni Eidhin et al., 2003; Abramovi¢ and Abram,
2005). El AC se ha probado con resultados favorables en crecimiento en otras especies de peces
marinos tales como Gadus morhua (Morais et al., 2012), gilthead seabream Sparus aurata
(Huyben et al., 2020) y Pagrus major (Mzengereza et al., 2021). En dichos estudios, aunque no
se afecto el crecimiento, si se observo una reduccion en las concentraciones de 22:6n-3 y 20:5n-
3 en los peces debido a la deficiencia de este tipo de acidos grasos (AG) en los AV, lo que puede
afectar la calidad final del filete y su valor nutricional para el consumidor humano. Sin embargo,
en los peces alimentados con AC se observo un incremento de 18:3n-3, lo que ayud6 a mitigar
la pérdida de las caracteristicas nutritivas del filete, ya que este AG es esencial en la nutricion
humana (Kése y Yildiz, 2013; Nguemeni et al., 2013).

Las microalgas se destacan como un grupo prometedor para proveer a la industria
acuicola de lipidos de alta calidad. Por ejemplo, Schizochytrium limacinum se caracteriza por
contener hasta un 58% de grasa cruda y una alta concentracion de DHA, representando hasta un
30% del total de los &cidos grasos, caracteristica deseable que ayuda a producir un filete con
alto contenido de n-3 HUFA (Perez-Velazquez et al., 2019). El proceso de cultivo de esta
microalga ofrece algunas ventajas, tales como su rapido crecimiento lo que favorece la
produccion de altas cantidades de biomasa. En comparacion con otras microalgas, su cultivo

puede ser mas redituable ya que su produccion no requiere luz ni oxigeno, lo que ayuda a reducir



considerablemente el costo de los procesos, por ello S. limacinum se destaca como una fuente
sustentable de lipidos para la acuacultura en el futuro cercano (Ganuza et al., 2008; Shah et al.,
2018). Se han reportado resultados favorables en crecimiento y calidad nutricional del filete al
reemplazar total o parcialmente el AP por Schizochytrium sp. en dietas para otros peces marinos
como Sparus aurata (Ganuza et al., 2008), Epinephelus lanceolatus (Garcia-Ortega et al.,
2016), Pagrus major (Seong et al., 2019) y Morone crhysops x M. saxatilis (Perez-Velazquez
etal., 2019).

Recientemente, el interés en los insectos como posible fuente de insumos para la
elaboracion de alimentos acuicolas ha incrementado debido a sus atractivas caracteristicas
nutricionales, un rapido crecimiento y la capacidad de bio-reciclaje de nutrientes organicos, con
una produccion caracterizada por un bajo impacto ambiental (Benzertiha et al., 2020). Entre los
diversos insectos la larva de la mosca soldado negro Hermetia illucens se destaca por su
contenido lipidico, con un promedio de 24.5% en peso seco, aunque puede alcanzar hasta un
45%; su perfil de AG es rico en acido laurico (12:0) con una proporcion entre 21-49% del total
de AG (Tran et al., 2015; Benzertiha et al., 2020). La incorporacion de AG de cadena media
como el 12:0 puede promover la retencion selectiva de HUFA para ser utilizados en otros
procesos biologicos, debido a que estos AG son preferencialmente usados como fuente de
energia para la PB-oxidacion gracias a su rapida digestibilidad, absorcion y catabolismo
(Schonfeld and Wojtczak, 2016; Li et al., 2016; Belghit et al., 2018). La utilizacion de aceite de
larva de H. illucens en acuacultura es muy limitada, sin embargo, no se han mostrado efectos
negativos en crecimiento al ser utilizado como fuente total o parcial de lipidos en alimentos para
peces como Oncorhynchus mykiss (Dumas et al., 2018), Oreochromis niloticus (Bakar et al.,
2021) y barramundi Lates calcarifer (Hender et al., 2021). Sin embargo, al igual que los aceites
vegetales, incluso cuando no se ve afectado el crecimiento, la calidad nutritiva del filete y los
beneficios en la salud para el consumidor humano se ven comprometidos debido a la
disminucion de DHA y EPA (Li et al., 2016).

Para alcanzar el éxito en el cultivo de totoaba es crucial desarrollar un alimento
balanceado formulado con un bajo nivel de inclusion aceite de pescado, pero que satisfaga los
requerimientos de DHA y EPA para la especie en la formulacion (0.8-1.0%), ello asegura un

buen crecimiento, supervivencia y eficiencia de alimentacion cuando se utilizan fuentes



alternativas de lipido para reemplazar el AP en la dieta (Lazo et al., 2020). Por otra parte, un
aspecto muy importante que requiere ser estudiado, es la influencia de estas fuentes alternativas
de lipido en la fisiologia de los peces. Por ejemplo, se conoce que el lipido dietario puede regular
de manera significativa la actividad y la expresion génica de lipasas relacionadas con el
metabolismo de lipidos (Morais et al., 2004; Castro et al., 2016; Qiu et al., 2017). En peces la
digestion de lipidos es realizada principalmente por dos importantes enzimas, la lipasa
pancreatica dependiente de colipasa, que se encarga de hidrolizar acilgliceridos en la presencia
de colipasa (Lowe, 1997; Van Tilbeurgh et al., 1999), y la lipasa dependiente de sales biliares,
la cual es caracterizada por tener un rango méas amplio de especificidad de sustratos, como
triglicéridos, fosfolipidos, ésteres de colesterol y ceras (Terzyan et al., 2000; Kurtovic et al.,
2009). El andlisis de la expresion génica de estds lipasas contribuira significativamente a
comprender de una mejor manera los procesos transcripcionales y como estos se ven
influenciados en respuesta a diferentes fuentes de lipidos utilizadas en la formulacion de

alimento balanceado.



1. JUSTIFICACION

La presente investigacion plantea realizar estudios en el uso de fuentes alternativas al aceite de
pescado como fuente de lipido en alimento balanceado formulado para juveniles de Totoaba
macdonaldi, esto contribuira a aliviar los efectos ambientales negativos de la sobreexplotacion
pesquera, lo que favorecerd la sustentabilidad de la actividad acuicola. Estas fuentes alternativas
no debieran afectar negativamente el crecimiento y metabolismo de los organismos en cultivo
y su produccion debe ser predecible y controlada tecnoldgicamente para satisfacer las
necesidades de manufactura de alimento balanceado para acuacultura. Sin embargo, la actividad
de las lipasas varia de acuerdo a la fuente, la calidad y la cantidad del lipido dietario utilizado
en la formulacion, y es importante evaluar el efecto que estas variables pueden generar en su

expresion genica con el fin de optimizar el desempefio biolégico de los organismos cultivados.



I11. HIPOTESIS

El cultivo de peces marinos como la totoaba (Totoaba macdonaldi) es de interés comercial en
México, y sus requerimientos nutricionales de lipido, pueden satisfacerse con alimento
balanceado formulado con aceites vegetales, animales y microalgales en reemplazo parcial o
total de aceite de pescado, lo cual influenciara la expresion génica de lipasas pancreéticas y el

metabolismo de lipidos en peces marinos.



IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar fuentes de lipido de origen vegetal, animal y microalgal para el reemplazo de aceite de

pescado y su efecto sobre lipasas pancreéticas en juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi).

4.2. Objetivos particulares

o ldentificar las lipasas pancreaticas presentes en el tracto digestivo de T. macdonaldi y
determinar su peso molecular.

e Evaluar el reemplazo de aceite de pescado por aceite de soya y harinas de microalga en
dietas para juveniles de T. macdonaldi y su efecto sobre el crecimiento, perfil de &cidos
grasos y contenido de lipasas pancreéticas en el tracto digestivo.

e Evaluar el reemplazo de aceite de pescado por aceites de camelina y de larva de mosca
soldado negro en dietas para juveniles de T. macdonaldi y su efecto sobre el crecimiento,

perfil de &cidos grasos y expresion génica de lipasas pancreaticas.



V. ARTICULOS PUBLICADOS Y ENVIADOS

Los articulos derivados del trabajo realizado para cada uno de los objetivos particulares

establecidos en el presente proyecto se enlistan en la Tabla 1:

Tabla 1. Lista de articulos publicados y enviados durante el periodo 2017-2021.
ARTICULO JOURNAL ESTADO

5.1. Activity and partial characterization of Journal of Aquatic Food Publicado

trypsin, chymotrypsin, and lipase in the Product Technology

digestive tract of Totoaba macdonaldi.

5.2. Replacement of fish oil by soybean oil and Aquaculture Publicado
microalgal meals in diets for Totoaba
macdonaldi (Gilbert, 1890) juveniles.

5.3. Replacement of fish oil by camelina and Aquaculture Sometido
black soldier fly larvae oils in diets for
juvenile totoaba, Totoaba macdonaldi,
and their effect on growth, fatty acid
profile and gene expression of pancreatic

lipases.




5.1. Villanueva-Gutiérrez, E., Maldonado-Othon, C.A. Perez-Velazquez, M., Gonzéalez-Feélix, M.L.,
2020. Activity and partial characterization of trypsin, chymotrypsin, and lipase in the digestive tract
of Totoaba macdonaldi. Journal of Aquatic Food Product Technology 29: 322—-334. Por respeto al
derecho de autor, no se reproduce la totalidad del articulo.
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2020, VOL. 29, NO. 4, 322-334
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Activity and Partial Characterization of Trypsin, Chymotrypsin, and
Lipase in the Digestive Tract of Totoaba macdonaldi

Emmanuel Villanueva-Gutiérrez ¢, Carlos A. Maldonado-Othén ¢, Martin Perez-
Velazquez ¢, and Mayra L. Gonzalez-Félix ©

Department of Scientific and Technological Research, University of Sonora, Hermosillo, Mexico

ABSTRACT KEYWORDS
Molecular weights of trypsin, chymotrypsin, and lipase from anterior intestine Trypsin; chymotrypsin;
and pyloric caeca of Totoaba macdonaldi were evaluated, as well as optimum pancreatic lipase; enzymatic

temperature and pH for activity of the proteases. Trypsin was 24.1 kDa and activity; Totoaba macdonaldi
effectively hydrolyzed Na-benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride at

optimum pH and temperature of 8 and 65°C, respectively. Chymotrypsin was

25.9 kDa and showed higher hydrolytic activity for N-benzoyl-L-tyrosine ethyl|

ester at pH 8 and 45°C, with a wider range of statistically similar activity

values. Two pancreatic lipases of 70.2 and 47.5 kDa were detected, which

could be the uncleaved and the final form of a colipase-dependent pancrea-

tic lipase, since enzyme activity was detected without supplementation of

bile salts and supplementing them inhibited activity.

Introduction

In finfish, digestive enzymes play a key role in the hydrolysis of dietary protein and lipid to produce
chyme with nutrients that will be taken up from the intestine and transported through the blood-
stream to different organs and tissues. The characterization of their proteases and lipases has focused
mainly on identifying the type of digestive enzymes present within the gastrointestinal tract (GIT) of
species of interest in order to assess their role in the digestive physiology, establishing their
molecular weight, optimal pH, and temperature of activity and assessing their potential use as
alternative sources of bioactive molecules for biotechnological applications (Haard 1992; Kurtovic
et al. 2009; Vecchi and Coppes 1996). Within the intestine and pyloric caeca of fish, trypsin,
chymotrypsin, and lipases (e.g. bile salt-dependent lipase and colipase-dependent lipase) are the
most important digestive enzymes due to their high proteolytic and lipolytic activities (Bougatef
2013; Kurtovic et al. 2009; Zhou et al. 2011). However, enzymatic activity varies among fish species,
requiring a characteristic pH and temperature where the activity is maximum, and its active centers
have an adequate ionic conformation to carry out catalysis efficiently (Rust 2002). Consequently,
evaluating factors such as the effect of pH and temperature on the activity of digestive enzymes,
affinity for specific substrates, specific inhibitors, and characterization by electrophoretic techniques
is of great interest (Gisbert et al. 2018).

Trypsin, chymotrypsin, and lipase from pancreatic origin are af-hydrolases that possess
a catalytic triad in their structure, consisting of histidine (base), aspartate (acidic residue), and serine
(nucleophile), although lipases can also have glutamate as an acidic residue (Nardini and Dijkstra
1999; Smith et al. 1992). Trypsin and chymotrypsin are the main enzymes responsible for concluding
jointly the fine hydrolysis of peptides previously hydrolyzed in the stomach (Simpson 2000), while
pancreatic lipase preferably hydrolyzes acylglycerols in the presence of colipase, a coenzyme also
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of soybean oil (SO) and two microalgal meals derived from
Schizochytrium limacinum (SL1 and SL2) to replace fish oil (FO) in diets for Totoaba macdonaldi juveniles. Nine
isoproteic (54% crude protein, CP) and isolipidic (14% crude fat, CF) diets were formulated based on a 3 x 3
factorial design, using the three lipid sources and three replacement levels, 33%, 66% and 100%. A control diet
containing FO as the main lipid source served as a reference. Diets were fed for 6 weeks and were randomly
assigned to six replicate tanks of a recirculating aquaculture system, with 25 fish stocked per tank. Initial mean
fish weight was 8.08 g; at the end of the trial, statistical differences for growth responses such as weight gain
(WG; P = 0.0069) and thermal growth coefficient (TGC; P = 0.0027) were detected. WG (SL1 = 50.75g,
SL2 = 51.43 g) and TGC (0.148) of fish fed the S. limacinum meals were significantly higher than in those fed SO
(WG = 41.13 g; TGC = 0.129). Conversely, the hepatosomatic index (HSI; P = 0.0009) of fish fed SO was sig-
nificantly higher (1.38%) compared to those fed the microalgae meals (SL1 = 1.13%, SL2 = 1.22%). Also,
proximate composition of liver was significantly influenced by the lipid source and CF was significantly higher
(P = 0.0067) in fish fed SO (47.68%) than in fish fed SL1 (37.44%) or SL2 (39.86%). The fatty acid (FA) profile
of muscle and liver reflected the dietary FA composition; SO prompted increased concentrations of 18:2n-6 and
total n-6 FA in fish fillet; whereas, the S. limacinum meals increased 22:6n-3, total n-3 FA and the n-3/n-6 ratios,
which is highly desirable in food destined for human consumption. In addition, the concentration of pancreatic
lipase 1 (70.2 kDa) in anterior intestine and pyloric caeca of fish significantly decreased (P = 0.0019) from 2.93
to 1.85mgg ™" as the level of FO replaced increased. These findings indicate that up to 100% of FO can be
replaced by S. limacinum meals improving the growth of T. macdonaldi and preserving the nutritional value and
the health benefits of the fillet for human consumption; whereas, SO decreased growth and the concentration of
22:6n-3, 20:5n-3, total n-3, and n-3/n-6 ratios, while increasing the HSI and the risk of hepatic dysfunction and
steatosis.

Keywords:

Totoaba macdonaldi
Fish oil replacement
Schizochytrium sp.
Soybean oil

Fatty acid profile

eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3). These fatty acids are highly re-
commended for human consumption and appreciated for their health
benefits in the development of the neural system, the prevention of
inflammatory conditions, and cardiovascular and neurological diseases
(Turchini et al., 2009; Swanson et al., 2012; Calder, 2014). However,

1. Introduction

Lipids are one of the most important nutrients incorporated into
aquafeeds for marine fish because they play a fundamental role in sa-
tisfying their energy requirements and provide essential fatty acids,

which are vital for maintaining health, growth, and reproduction
(Tocher, 2003; Turchini et al., 2009). Fish oil (FO) is widely recognized
as the main lipid source used in the manufacture of aquafeeds; it is a
highly digestible energy source and contributes a valuable proportion of
essential fatty acids, especially n-3 highly unsaturated fatty acids (n-3
HUFA), such as docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) and

the reliance on FO to produce aquafeeds is a limiting factor because of
economic, environmental, and sustainability concerns (Tocher et al.,
2019).

Vegetable oils (VO) are viable alternative sources of lipid to try to
reduce as much as possible the inclusion of FO in aquafeeds. Contrary to
FO, the production of VO like soybean, canola, palm, olive, and
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The present study evaluated the use of camelina (CO) and black scldier fly larvae
[B5FLO) oils as replacements of fish oil (FO) in diets for juvenile Totocaba macdonaldi
. and their effect on growth, proximate composition, fatty acd (FA) profile of issues,
and gene expression of bile salt~-dependent (BSDL) and colipase-dependent (CDPL)
pancreatic lipases. Four isoproteic (51% crude protein) and isolipidic (14% crude faf)
diets were formulated based on a 2=2 factorial design with two lipid sources, O and
BSFLO, each tested at two levels of replacement of FO, 30 and 60%. A control diet
containing 100% FO was included as a reference. Fish with an overall initial weight
{mean t standard deviation, 5.0.) of 3.0 £ 0.1 g were stocked at a density of 100 fish
m -3 . Each diet was randomly assigned to five replicate tanks, and four tanks for the
control. After 7 weebks, weight gain (WG, P = 0.0202) and thermal growth coefficient
(TGC, P = 0.0408) were significantly reduced in fish fed the §0% FO replacement level
in comparison to the 30% level; fish fed diets containing 30% B3FLO were the only
ocnes achieving statistically similar WG (59.40 g) and TGC (0.175) as fish fed the
control diet (WG of 60.68 g and TGC of 0.177). Musde and liver tissues of fish
reflected the FA profiles of expermental diets; fish fed BSFLO showed greater content
of lauric acid (12:0) in muscle (0.14-0.17 mg g —1 ). while alpha-linolenic acid (18:3n-
3} was higher in those fed CO (0.25-0.51 mgg —1 ). Docosahexaencic acid (22:6n-3)
content was statistically similar in fillets from all different treatments, demonstrating
selective retention of this biclogically important FA, but eicosapentasnoic acid [(20:5n-
3] decreased as the level of FO replacement by ©0 or BSFLO in diets increased. The
presence of BSDL and COPL in the digestive tract of T. macdonaldi was confirmed for
the first time, but regulation of their gene expression was not significantly affected at a
transcriptional lewvel by the progressive replacement of FO by CO0 or BSFLOD under
these experimental conditions. These findings suggest that 30% of FO can be
successfully replaced by BSFLO in diets for juvenile T. macdonaldi , and a 100 g fillet
from fish fed this diet would provide 284 mg of DHA + EPA, satisfying the daily intake
recommended for adult consumers.
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VI. DISCUSION

La digestion de los lipidos dietarios en peces es realizada en gran medida por lipasas de origen
pancreatico principalmente en el intestino anterior y ciegos piloricos del tracto digestivo; entre
ellas, la lipasa dependiente de colipasa (CDPL) hidroliza acilglicéridos, mientras que la lipasa
dependiente de sales biliares (BSDL) hidroliza un mayor diversidad de sustratos lipidicos como
acilglicéridos, fosfolipidos, esteres de colesterol, esteres de ceras, entre otros (Olsen and Ringg,
1997; Kurtovic et al., 2009). En el presente estudio se detectd la presencia de dos lipasas de
origen pancreatico con pesos moleculares de 70.2 kDa y 47.5 kDa. Previamente una lipasa
pancredtica de 70.4 kDa del tracto digestivo de T. macdonaldi fue parcialmente caracterizada
(Gonzalez-Félix et al., 2018a). Lo mas probable es que la lipasa de 70.2 kDa identificada en
esta investigacion sea la misma previamente reportada de 70.4 kDa. La minima diferencia entre
los pesos moleculares de ambas puede explicarse debido a la dispersion en la variacién de las
mediciones. De acuerdo a los resultados obtenidos en este analisis, se sugiere que esta lipasa de
70.2-70.4 kDa no se trata de BSDL, ya que su actividad fue detectada sin la suplementacion de
sales biliares y no incrementé en presencia de sales biliares o extractos biliares naturales (Rueda-
Lopez et al., 2017; Villanueva-Gutiérrez et al., 2020).

Adicionalmente, la segunda lipasa detectada en el presente estudio no habia sido
previamente reportada para T. macdonaldi. Probablemente, esta lipasa no se pudo detectar en la
investigacion previa debido a las diferentes técnicas zimograficas utilizadas, en el presente
estudio se utilizé la técnica de Victoria blue (Yadav et al., 1998), mientras que en el reporte
previo se utilizé la técnica de fenol rojo (Singh et al., 2006). La actividad hidrolitica de la lipasa
disminuyé en los zimogramas después de adicionar sales biliares a los sustratos cromogeénicos
de Victoria blue y fenol rojo, lo que ayudo a reforzar la idea que la enzima en el tracto digestivo
corresponde a CDPL. Similar a lo observado en rata, la actividad de la CDPL es casi
completamente inhibida por sales biliares por encima de la concentracion micelar critica. Sin
embargo, con concentraciones por debajo de ella, las sales biliares conjugadas estimularon la
tasa inicial de hidrdlisis de butirina. La colipasa supera la inhibicion de la lipasa por un cambio
de pH de 6 a 7, con respecto al pH 6ptimo de la lipasa sola que es de 8-9. Por el contrario, en

ausencia de sales biliares, la colipasa estimula la actividad de la lipasa en el rango completo de
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su actividad (Borgstrom y Erlanson, 1973). Por lo tanto, la adicion de sales biliares a ambos
sustratos cromogénicos pudo haber inhibido a la CDPL como se observé previamente en rata,
sin embargo, dado que el pH se ajustd a 7.4 en el zimograma de rojo de fenol, mientras que en
el de Victoria blue se ajusto a 8, ello probablemente pudo haber inducido la actividad lipolitica
en los geles de SDS-PAGE, y que se evidenciara efectivamente para la lipasa de 47.5 kDa
solamente utilizando el método de Victoria blue. Dos lipasas con pesos moleculares de 79.6 y
54.9 kDa fueron detectadas en el tracto digestivo de Oncorhynchus tshawytscha (Kurtovic et
al., 2010), sugiriendo que posiblemente pudieran ser la forma inactiva y la forma final de la
BSDL de esta especie. Lo mismo pudiera estar pasando para las dos bandas detectadas en este
estudio para T. macdonaldi, pero con la lipasa dependiente de colipasa.

Las lipasas en peces parecen tener un rango amplio de pesos moleculares, con valores
reportados entre 40 y 70 kDa aproximadamente (Kurtovic et al., 2009). Las lipasas de totoaba
con 70.2 y 47.5 kDa cuentan con un peso molecular similar a los reportados para otras especies,
por ejemplo, 57 kDa en Oncorhynchus mykiss (Léger et al., 1979), 60 kDa en Gadus morhua
(Gjellesvik et al., 1992), 64 en kDa Pagrus major (lijima et al., 1998), 46 kDa en Oreochromis
niloticus (Taniguchi et al., 2001), 74 kDa en Cyprinus carpio (Gorgln y Akpinar, 2012), y 80.3
kDa en Sciaenops ocellatus (Gonzélez-Félix et al., 2018b).

La busqueda de fuentes alternativas de lipido para reemplazar el AP se ha convertido en
una tendencia mundial, y los ingredientes para reemplazarlo preferiblemente deben ser
econdémicamente viables y producidos de manera sustentable. En el primer estudio de
evaluacion de reemplazo de aceite de pescado fue evidente que las dietas que contenian las dos
diferentes harinas comerciales de Schizochytrium limacinum (SL1y SL2) promovieron un mejor
crecimiento en T. macdonaldi que aquellas dietas que contenian AS, o funcionaron incluso igual
0 mejor que en aquellos peces alimentados con la dieta control con 100% AP. Harinas de S
limacinum han sido exitosamente utilizadas para reemplazar total o parcialmente el AP en
alimentos balanceados para otras especies en cultivo, sin mostrar efectos negativos en
crecimiento, indices somaticos y eficiencia de alimentacion, por ejemplo, Salmo salar (Sprague
et al., 2015), Sparus aurata (Ganuza et al., 2008), E. lanceolatus (Garcia-Ortega et al., 2016),
O. niloticus (Sarker et al., 2016a,b), S. ocellatus (Perez-Velazquez et al., 2018), P. major (Seong

et al., 2019) and M. chrysops x M. saxatilis (Perez-Velazquez et al., 2019). El crecimiento
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favorable observado en los peces alimentados con harinas de S. limacinum puede ser explicado,
entre otros factores, por la mejora en el factor de conversion alimenticia (FCA), influenciado
principalmente por su alta digestibilidad, especialmente para los fosfolipidos omega-3, que
ayudan a promover una mayor eficiencia en la digestion, absorcion y transporte de lipidos
(Sarker et al., 2016a,b). A pesar de que los valores de FCA en este estudio no fueron
significativamente diferentes entre los tratamientos, los peces que fueron alimentados con AS
mostraron un valor mas alto (1.07), comparados con los que consumieron las harinas SL1 (0.93)
y SL2 (0.97).

A pesar de que el reemplazo de AP por AS resultd en un crecimiento, supervivencia y
FCA similar a los peces alimentados con la dieta control 100% AP, su inclusion afect6
negativamente el indice hepatosomatico (IH) y factor de condicion (K). El incremento del IH
debido a la acumulacion de grasa en higado se ha reportado previamente cuando el AS ha
reemplazado totalmente el AP en dietas para Diplodus puntazzo (Piedecausa et al., 2007), C.
parvipinnis (Gonzalez-Félix et al., 2016), O. niloticus (Peng et al., 2016) y L. crocea (Du et al.,
2017; Mu et al., 2018). Por el contrario, los peces que fueron alimentados con S. limacinum
promovieron la disminucion del IH, similar a lo observado para P. major alimentado con dietas
con 100% de reemplazo de AP por harina de Schizochytrium sp., mostrando una reduccion de
1.47 a 1.17 (Seong et al., 2019). Aparentemente la estructura quimica de los lipidos juega un
papel fundamental en reducir la esteatosis del higado, aquellos lipidos que contienen DHA y
EPA en forma de fosfolipidos benefician mas la salud de higado que aquellos en forma de
triglicéridos, promoviendo la reduccion de la acumulacion de grasa en este tejido debido a la
disminucion de la sintesis de acidos grasos y el incremento de la f-oxidacién de acidos grasos
no esenciales (Cohn et al., 2008; Tandy et al., 2009).

El perfil de acidos grasos del tejido muscular y hepatico reflejé la composicion de AG
de las dietas experimentales, similar a lo reportado para otras especies de peces (Martinez-
Llorens et al., 2007; Sprague et al., 2015; Gonzalez-Félix et al., 2016). Esto fue especialmente
evidente para algunos AG, por ejemplo, la concentracion de 18:2n-6, 18:3n-3 y total n-6
incrementd considerablemente a medida que el nivel de reemplazo de AP por AS aumentd, por
el contrario, las concentraciones de 22:6n-3, 20:5n-3, n-3 total y proporcion n-3/n-6

disminuyeron. Tendencias similares se han observado cuando el AS ha sido utilizado en dietas
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para otras especies de scidnidos como A. regius (Emre et al., 2016), C. parvipinnis (Gonzélez-
Félix et al., 2016) y L. crocea (Mu et al., 2018). Por otra parte, la utilizacion de S. limacinum
incrementd las concentraciones de DHA, n-3 total y proporcion n-3/n-6, caracteristicas
altamente deseables en alimentos destinados al consumo humano. Previamente se han reportado
observaciones similares cuando harinas de S. limacinum se utilizaron para reemplazar total o
parcialmente el AP en dietas para E. lanceolatus (Garcia-Ortega et al., 2016), Seriola rivoliana
(Kissinger et al., 2016), S. ocellatus (Perez-Velazquez et al., 2018) y P. major (Seong et al.,
2019). Las concentraciones de DHA en el muasculo de los peces alimentados con las harinas de
microalga fueron 17% y 35% mayores que en aquellos alimentados con AP. Las altas
concentraciones de este AG en el musculo de totoaba se explican por el hecho de que el DHA
no es un buen sustrato para la B-oxidacion, pero si sumamente importante para otros procesos

bioldgicos, por lo que se almacena selectivamente en tejidos especificos (NRC, 2011).

Los 4&cidos grasos esenciales, particularmente DHA y EPA son nutracéuticos,
promueven beneficios en la salud de seres humanos, como la reduccion del riesgo de
enfermedades neuroldgicas y cardiovasculares (Swanson et al., 2012; Calder et al., 2014). La
ingesta diaria recomendada de DHA + EPA en adultos es de 250 mg para la prevencion de
enfermedades coronarias (FAO, 2021). Esta ingesta diaria puede satisfacerse con el consumo
de un filete de totoaba alimentada con las harinas SL1 y SL2, lo que representaria una ingesta
total de 380 y 428 mg de DHA + EPA, respectivamente, igualando o mejorando el contenido de
estos AG esenciales en el filete de pescado alimentado con la dieta control (394 mg de DHA +
EPA).

El reemplazo total de AP por AS y harinas de S limacinum no afect6 considerablemente
la composicion proximal del masculo de T. macdonaldi, probablemente debido a la naturaleza
isoproteica e isolipidica de las dietas experimentales. Sin embargo, los peces alimentados con
AS mostraron un incremento considerable en el contenido de grasa en higado, similar a lo
observado en Polydactylus sexfilis (Deng et al., 2014), C. parvipinnis (Gonzalez-Félix et al.,
2016) y L. crocea (Du et al., 2017), entre otros. Existe evidencia que la alta concentracion de
acido linoleico en el AS promueve un incremento en la sintesis de AG y la acumulacion de grasa
en higado que puede provocar entre otros efectos negativos, la deformacion e inflamacion de

los hepatocitos y peroxidacion lipidica (Caballero et al., 2004; Piedecausa et al., 2007; Peng et
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al., 2014). A pesar del alto contenido de grasa en el higado de T. macdonaldi alimentados con
AS, no se observaron efectos perjudiciales en el crecimiento o supervivencia durante el periodo
de 42 de experimentacion, similar a lo reportado para C. parvipinnis (Gonzalez-Félix et al.,
2016) y Diplodus puntazo (Piedecausa et al., 2007); sin embargo, el efecto del uso de AS en el

desempefio bioldgico durante un periodo del cultivo més largo tiene que ser evaluado.

El valor nutricional de una dieta para una especie de pez esta relacionado estrechamente
con la capacidad de adecuadamente digerir y absorber los nutrientes dietarios, basandose en la
disponibilidad, tipo y caracteristicas funcionales de sus enzimas digestivas (Solovyev y Gisbert,
2016; Hani et al., 2018). Varios factores influencian la secrecion, concentracion y actividad de
las lipasas pancreéaticas, como la especie, tamafo, etapa de desarrollo, temperatura, estado
prandial, y el tipo y cantidad de lipido dietario (Morais et al., 2007; Hani et al., 2018). En el
presente estudio, los juveniles de T. macdonaldi con peso promedio individual de 55.38 g,
mostraron concentraciones que variaron desde 1.85 a 2.93 mg g tejido para la lipasa 1 (70.2
kDa) y de 0.87 a 1.03 mg g tejido para la lipasa 2 (47.5 kDa). Se observé un efecto significativo
sobre la concentracion de lipasa pancreatica 1, reduciendo su concentracion aproximadamente
un 37% conforme el nivel de reemplazo de AP aument6 de 33 al 100%, probablemente como
respuesta a las diferentes fuentes de lipido utilizadas y sus respectivos perfiles de AG. La
especificidad de las lipasas y la digestibilidad de los AG incrementa dependiendo del grado de
insaturacién, por lo que una mayor digestibilidad es observada en acidos grasos altamente
insaturados (HUFA) > poliinsaturados (PUFA) > monosaturados > saturados (Olsen et al., 1998;
Rosjg et al., 2000; Sarker et al., 2016b). El contenido dietario de PUFA + HUFA incremento
un 13.5% al aumentar el nivel de reemplazo de AP de 33 al 100%, lo que se tradujo en un
aumento en la digestibilidad de esta fraccion lipidica, especialmente en las dietas que contenian
harinas de S. limacinum con un mayor contenido de HUFA; en peces, una respuesta adaptativa
a largo plazo a un perfil de acidos grasos mas digeribles puede provocar una secrecion mas baja

de lipasa pancreética, similar a lo observado en el presente estudio (Morais et al., 2007).

En el tercer estudio donde se evaluo la utilizacion de aceite de larva de mosca soldado
negro H. illucens (BSFLO) y camelina C. sativa (AC), los resultados evidenciaron que los
juveniles de T. macdonaldi alimentados con dietas que contenian 30% BSFLO tuvieron un

crecimiento estadisticamente similar en términos de peso ganado y coeficiente térmico de
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crecimiento que aquellos peces alimentados con la dieta control con 100% AP, mientras que el
resto de los tratamientos, 60% BSFLO, 30% AC y 60% AC significativamente redujeron el
crecimiento de los peces. Debido a que las dietas fueron formuladas para ser isoproteicas e
isolipidicas, su efecto en el crecimiento esta probablemente relacionado a la composicion de AG
de las fuentes de lipidos, sugiriendo que las diferencias de n-3 HUFA en las formulaciones
promovieron un crecimiento menos eficiente, similar a lo observado para otras especies cuando
el AP fue sustituido por AC (Hixon et al., 2017; Huyben et al., 2020; Ofori-Mensah et al.,2020)
0 harina sin desgrasar de H. illucens (Zarantoniello et al., 2018). Se observo un decremento del
contenido total de DHA + EPA en las dietas experimentales, disminuyendo de 3.0% en la dieta
control 100% AP, a 2.6% en las dietas con 30% de BSFLO y AC, hasta 2.1y 2.0% en las dietas
con 60% AC y BSFLO, respectivamente. No obstante, incluso con la disminucién de estos AG
esenciales, el requerimiento minimo para la totoaba de 0.8 a 1.0% se cubri¢ satisfactoriamente
(Lazo et al., 2020), por lo que las diferencias en crecimiento no estn relacionadas con
deficiencias en la concentracion dietaria de EPA o DHA, sin embargo, se ha demostrado que
niveles de éstos AG esenciales por encima del minimo ayudan a mejorar el crecimiento y la

supervivencia de los peces (Tocher 2010).

La proporcion de DHA/EPA dietario es un factor critico durante etapas tempranas de
desarrollo de los peces; en el presente estudio las dietas que produjeron un mejor crecimiento
en los peces, 100% AP y 30% BSFLO, resultaron tener las proporciones DHA/EPA maés bajas
entre los tratamientos, sin embargo, la dieta con 30% AC, tenia un valor similar de DHA/EPA
que la dieta con 30% BSFLO, pero produjo un crecimiento menor en los peces alimentados con
este tratamiento, lo que indica que hay otra variable importante que pudiera estar generando un
efecto significativo en el crecimiento. Una de las posibles razones es que el contenido abundante
de &cido laurico (12:0) en el aceite de H. illucens pudo haber sido utilizado preferentemente
como fuente de energia, promoviendo un efecto de ahorro de n-3 HUFA, lo que permiti6 la
utilizacion del EPA y DHA para el crecimiento (Turchini et al., 2010; Mata-Sotres et al., 2018;
Belghit et al., 2018), mientras que la dieta control 100% AP contenia mayores concentraciones
de ambos AG lo que generd un crecimiento estadisticamente mayor. Los mecanismos que
explican la ventaja del acido laurico como fuente de energia consisten en su rapida absorcion y

transporte dentro del intestino; influenciado por la longitud de la cadena, este AG de cadena
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media se difunde pasivamente a través de la mucosa gastrica hacia la vena porta, unido a la
albamina, para ser transportado al higado. Una vez en higado, los AG de cadena corta y media
se difunden pasivamente a través de la membrana mitocondrial, por el contrario, los AG de
cadena larga necesitan transporte asistido por carnitina, por lo que la tasa catabolica de 12:0 es
méas eficiente para produccion de energia (Dayrit, 2015; Shah y Limketkai, 2017).
Recientemente, algunos estudios han evaluado el uso de BSFLO en dietas para otros peces
carnivoros, sin mostrar efectos negativos en el crecimiento, por ejemplo, en alimento para L.
calcarifer se reemplazo eficientemente el 30% de AP con BSFLO (Hender et al., 2021), que es
comparable con los resultados del presente estudio. También en una dieta para S. salar 66% del
aceite de canola fue sustituido por BSFLO, mientras que el 33% restante correspondié a AP
(Belghit et al., 2018), para O. mykiss el 100% de reemplazo de AP en dietas fue logrado (Dumas
etal., 2018).

La composicion de AG del musculo e higado de los peces reflejé el perfil de AG de las
dietas experimentales, como se ha observado previamente para la T. macdonaldi (Mata-Sotres
et al., 2018; Lazo et al., 2020; Maldonado-Othon et al., 2020). La concentracion de 12:0 en
musculo aumenté conforme el nivel de reemplazo de AP por BSFLO en dietas incremento,
tendencias similares se han observado para otras especies como C. carpio (Li et al., 2016), S.
salar (Belghit et al., 2018), O. mykiss (Renna et al., 2017) y Danio rerio (Zarantoniello et al.,
2018). Por otra parte, las concentraciones de 18:3n-3, 18:2n-6 y n-6 total en musculo e higado
incrementaron significativamente al aumentar la inclusion de AC en dietas, que fueron
significativamente mayores que la dieta control 100% AP. De manera similar, el contenido de
18:3n-3 increment6 cuando AC fue usado para reemplazar total o parcialmente el AP en dietas
para G. morhua (Morais et al., 2012; Hixon et al. 2014), S. aurata (Ofori-Mensah et al., 2020)
y P. major (Mzengereza et al., 2021).

El contenido de DHA en masculo fue estadisticamente similar entre los filetes de los
diferentes tratamientos, demostrando retencion selectiva de este importante AG, similar a lo
reportado para otras especies (NRC, 2011; Xu et al., 2014). Por el contrario, la concentracion
de EPA disminuyé progresivamente conforme se aumenté el nivel de reemplazo de AP, aunque
esta tendencia se vio atenuada en peces alimentados con aceite de larva de H. illucens,

especialmente en aquellos alimentados con 30% BSFLO, los cuales mostraron la mayor
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concentracion de EPA solamente por detras de aquellos alimentados con la dieta control 100%
AP. Como se mencioné anteriormente, la ingesta minima diaria DHA + EPA en adultos para
ayudar a la prevencion de enfermedades coronarias es de 250 mg (FAO, 2021). Un filete de 100
g de totoaba alimentada con la dieta control 100% AP proporciona 355 mg DHA + EPA,
mientras que aquella alimentada con 30% BSFLO proporciona 284 mg, cantidades suficientes
para satisfacer la ingesta minima recomendada para beneficiar la salud del consumidor humano.
Por el contrario, la ingesta minima diaria no se alcanzé en los filetes provenientes del resto de
los tratamientos experimentales, aunado con la disminucion del crecimiento observado, por lo
que no se recomiendan éstas formulaciones para ser utilizadas como alimento balanceado para

T. macdonaldi.

La composicién proximal del masculo e higado de los peces no se vio afectada por los
diferentes tratamientos. La totoaba es considera un pez magro debido a su bajo contenido de
grasa en musculo alrededor de 2%, el mayor reservorio de grasa para este pez es el higado.
Estudios previos han reportado que el uso de C. sativa y H. illucens como fuente de lipido no
promueve un efecto significativo sobre la composicién proximal del musculo de otras especies
como G. morhua (Morais et al., 2012), O. niloticus (Toyes-Vargas et al., 2020), O. mykiss
(Dumas et al., 2018) y C. carpio (Xu et al., 2020). Por otra parte, aunque no fue estadisticamente
significativo, la utilizacion de BSFLO parecio haber disminuido la grasa en higado de la totoaba,
similar a lo previamente reportado para S. salar, atribuyendo este efecto al alto contenido de
acido laurico en este tipo de aceite, su alta oxidacién hepatica y baja tasa de almacenamiento
(Belghit et al., 2018).

El conocimiento de los patrones de expresién génica a través del analisis de
transcriptomas genera informacion valiosa sobre las respuestas moleculares generadas a partir
de adaptaciones bioquimicas y fisioldgicas provocadas por modificaciones nutricionales o
dietarias (Morais et al., 2012), que podrian resultar Gtiles a la hora de evaluar y optimizar la
incorporacion de nuevos ingredientes en formulaciones de alimentos acuicolas. Por ejemplo, la
cantidad y el tipo de lipido dietario promueven diferentes efectos en la regulacion de la
expresion génica de las lipasas involucradas en el metabolismo de los lipidos (Morais et al.,
2004; Castro et al., 2016). En el altimo estudio, se confirmé por primera vez la presencia de dos

lipasas, BSDL y CDPL. Sin embargo, la expresion génica de estas enzimas no se vio
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significativamente afectada por el reemplazo progresivo de AP por AC o BSFLO, pero fue muy
evidente que hubo alta variabilidad biologica que no permitio la deteccion de diferencias
significativas, similar a lo observado por Tocher et al. (2006). EI mayor cambio en la expresion
geénica se registrd para BSDL, probablemente debido a la gama méas amplia de sustratos lipidicos
en los que actla (Terzyan et al., 2000; Kurtovic et al., 2009), mientras que para CDPL ocurrid
lo contrario, su expresion disminuyd en comparacion con los peces alimentados con 100% FO,
excepto en los alimentados con 60% BSFLO, que mostraron el mismo valor que los peces del
grupo control. Oku et al. (2006) reportaron que el ayuno y la realimentacion no influyeron
significativamente en un cambio en la expresion del génica de la lipasa pancreética en P. major,
y sugirieron que la regulacion traduccional y postraduccional puede ser mas importante que la
regulacién transcripcional en la respuesta nutricional de esta enzima en esa especie. Debido a
que en el presente estudio no se detectaron diferencias estadisticas en la expresion génica de las
lipasas de T. macdonaldi, es muy probable que los procesos traduccionales y postraduccionales
también desemperfien un papel fundamental en la regulacién de la expresion de BSDL y CDPL,
pues en un estudio previo en T. macdonaldi se demostrd que los cambios en el perfil de AG de
la dieta influenciaron significativamente en la concentracion de la lipasa pancreatica de 70.2
kDa en el intestino anterior y ciego piloricos, disminuyendo significativamente a medida que
aumentaba el nivel de reemplazo de AP por harinas de S. limacinum y AS en las dietas
(Maldonado-Othén et al., 2020). La expresion del ARNm de las lipasas pancreéaticas entre
diferentes especies de peces es inconsistente, pero la informacion relacionada con este tema aln
es escasa, por lo que es necesario evaluar diferentes fuentes de lipidos y niveles de reemplazo
de AP para comprender mejor estos procesos metabolicos en los peces.
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VII. CONCLUSIONES

e Dos lipasas pancreéticas de 70.2 y 47.5 kDa fueron detectadas en el tracto digestivo de
T. macdonaldi.

e La lipasa de 70.2 kDa parece ser la misma enzima previamente detectada de 70.4 kDa
en ciegos piloricos e intestino anterior de totoaba.

e Laotra lipasa de 47.5 kDa no habia sido previamente detectada, y similar a lo sugerido
para otras especies, pudiera tratarse de la forma inactiva y de la forma final de una lipasa
pancreatica dependiente de colipasa, ya que su actividad enzimatica fue detectada sin la
suplementacion de sales biliares, mientras que el adicionar sales biliares inhibio la
actividad enzimatica.

e Hasta un 100% de AP puede ser reemplazado por las harinas de S. limacinum en dietas
para T. macdonaldi, resultando en un mejor crecimiento en comparacion con los peces
alimentados con AS, y preservando el valor nutricional y los beneficios del filete en la
salud del consumidor humano debido al aumento de la concentracion de DHA, n-3 total
y proporcion n-3/n-6.

e Lautilizacion de AS caus6 un crecimiento aproximadamente 20% menor al logrado por
los peces alimentados con las harinas de microalgas, y también redujo significativamente
la concentracion de DHA, EPA, n-3 total y la proporcién n-3/n-6, al mismo tiempo que
aumento el IH y el riesgo de disfuncion hepatica y esteatosis en juveniles de totoaba.

e La utilizacion de harinas de S. limacinum promovio un efecto significativo en la
concentracion de la lipasa pancreatica de 70.2 kDa en el tracto digestivo de totoaba,
disminuyendo la cantidad de enzima secretada conforme increment6 el nivel de
reemplazo de AP, potencialmente promovido por un incremento en la digestibilidad de
la fraccion lipidica, especialmente en las dietas con harinas de S. limacinum con mayor
contenido de HUFA.

e Hasta un 30% de AP puede ser exitosamente reemplazado por aceite de larva de H.
illucens en dietas para juveniles de T. macdonaldi, resultando en un crecimiento similar

a los peces alimentados con la dieta control 100% AP.
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El reemplazo de AP por 60% BSFLO, 30% ACy 60% AC en las dietas resultd en una
disminucion significativa del crecimiento.

Los perfiles de AG del musculo e higado de los peces reflejaron en gran medida la
composicion de AG de las dietas, mostrando un incremento significativo de la
concentracion de 12:0 al aumentar el reemplazo de AP por BSFLO, mientras que la
concentracion de 18:3n-3, 18:2n-6 y n-6 total aument6 conforme se aumentd el nivel de
inclusion de AC en las dietas.

El contenido de DHA fue estadisticamente similar en los filetes de los peces de todos
los diferentes tratamientos en el ultimo estudio, lo evidencid la retencion selectiva de
este AG esencial, mientras que el contenido de EPA se redujo progresivamente en el
musculo a medida que aumentaba el nivel de reemplazo de AP, por lo que es muy
probable que este AG esencial sea en gran medida el responsable del diferente
desempefio bioldgico los juveniles de totoaba en dicho experimento.

Un filete de 100 g proveniente de una totoaba alimentada con la dieta que contenia 30%
BSFLO aporta 284 mg de DHA + EPA, lo que permite satisfacer la recomendacion
minima diaria para beneficiar la salud del consumidor humano.

La presencia de dos lipasas pancreéticas, BSDL y CDPL, se confirm0 por primera vez
en T. macdonaldi, pero la regulacion de su expresion génica no se vio afectada
significativamente a nivel transcripcional por el reemplazo progresivo de AP por BSFLO

0 AC bajo estas condiciones experimentales.
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VIilIl. RECOMENDACIONES

e Se recomienda para futuras investigaciones, el aislamiento y purificacién de ambas
lipasas pancreéticas, ademas, determinar la actividad enzimética dptima para la lipasa
de 47.5 kDa de T. macdonaldi.

e Evaluar una mayor gama de fuentes de lipido novedosas para el reemplazo de AP en
alimentos para totoaba, especialmente otras especies de microalgas e insectos, que son
los tipos de lipidos que brindaron mejores resultados en los estudios realizados.

e Evaluar el uso de aceite de Camelina sativa transgénica rico en omega-3, para
determinar si esta variante puede propiciar resultados mas favorables que los obtenidos
con el aceite de camelina normal.

e Evaluar niveles de reemplazo de AP por aceite de larva de H. illucens ligeramente por
encima de 30% Yy por debajo de 60%, para poder asi determinar el nivel 6ptimo de
inclusion de esta fuente de lipido en alimentos para totoaba.

e Para lograr un mejor entendimiento de los procesos metabdlicos involucrados en la
digestion de los lipidos mediante las lipasas pancreaticas, se recomienda realizar de
manera conjunta los analisis de expresion génica y de cuantificacion del contenido de
lipasas en el tracto digestivo para poder relacionar el efecto de las diferentes fuentes de
lipido en procesos transcripcionales, traduccionales y postraduccionales.

e Evaluar la expresion génica de lipasas de origen hepético, ya que este drgano es uno de
los principales reguladores del metabolismo de sintesis, transporte y catabolismo de
acidos grasos en peces.

e Realizar analisis histoldgicos del tejido hepéatico para mejorar el conocimiento sobre el
efecto de estas nuevas fuentes de lipido a nivel celular en este tejido de T. macdonaldi.

e Evaluar el reemplazo de harina y aceite de pescado por harina y aceite de larva de H.
illucens de manera simultanea, con informacidn recabada en varios estudios realizados
en el Laboratorio de Nutricion Acuicola del DICTUS, de la Universidad de Sonora.

e Realizar lasecuenciacion completa de los genes de la lipasa dependiente de sales biliares
y de la lipasa dependiente de colipasa.
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