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RESUMEN

La harina de pescado (HP) es una de las fuentes proteicas mas importantes para la manufactura
de alimentos acuicolas. Para promover la acuacultura sustentable se ha intensificado la bdsqueda
de fuentes alternativas de proteina, pero su efectividad en alimentos para peces marinos
carnivoros debe evaluarse exhaustivamente. La totoaba (Totoaba macdonaldi), es un pez
endémico del Golfo de California con alto potencial para diversificar la acuacultura en México.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el reemplazo parcial o total de harina de pescado por
fuentes alternativas de proteina animal y vegetal en alimentos balanceados para T. macdonaldi
y su efecto sobre la actividad enzimatica y expresion génica de proteasas alcalinas. Para ello, se
determiné el peso molecular de tripsina y quimotripsina de los ciegos piléricos y del intestino
anterior, asi como la temperatura y pH optimos para la actividad de estas proteasas. Se estimo
un peso molecular de 24.1 kDa para tripsina y para quimotripsina fue de 25.9 kDa. Se observo
actividad optima de tripsina y quimotripsina a 65°C y 45°C respectivamente y a un pH de 8.0.
Las caracteristicas bioquimicas observadas, son una herramienta complementaria para conocer
la fisiologia digestiva para esta especie. Adicionalmente, se realizaron dos bioensayos en un
sistema de recirculacion. Al final de los bioensayos, se observé que juveniles de totoaba
alimentados con mezcla Arthrospira sp. (70% Arthrospira sp., 15%HS, 15%SPC) y mezcla SPC
(70% SPC, 15% Arthrospira sp., 15%HS) son buenas fuentes de nutrientes cuando se usan a un
nivel de reemplazo del 33% de HP. Se observo que la proteina de soya hidrolizada cuando se
usa a un nivel de reemplazo del 15% de HP resulta un en crecimiento y supervivencia y
adecuados. Se concluye que las dietas evaluadas pueden sustituir parcialmente a la harina de
pescado sin afectar negativamente los parametros de produccion.
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ABSTRACT

Fishmeal (FM) is one of the most important protein sources to manufacture aquafeeds, though,
to promote a more sustainable aquaculture, the search for alternative protein sources has
intensified. The effectiveness of such products in feeds for carnivorous marine fish should be
evaluated thoroughly. The totoaba (Totoaba macdonaldi), is an endemic fish of the Gulf of
California with excellent traits as a candidate species for aquaculture in México. The objective
of the present study was to evaluate the partial and total replacement of fishmeal by alternative
plant and animal protein feedstuffs in balanced feeds for T. macdonaldi and its effect on
enzymatic activity and gene expression of alkaline proteases. Molecular weights of trypsin,
chymotrypsin from pyloric caeca and anterior intestine were evaluated, as well as optimum
temperature and pH for activity of the proteases. Molecular weight of trypsin was estimated to
be 24.1 kD, and for chymotrypsin 25.9 kDa. Optimal activity of trypsin and chymotrypsin were
observed at 65°C and 45°C respectively, and pH of 8.0. The biochemical characteristics
observed, represents a complementary tool to the knowledge of the digestive physiology for this
species. In addition, two experiments were conduct in a recirculation aquaculture system. At the
end of the experiments, juvenile totoaba fed Arthrospira sp. (70% Arthrospira sp., 15%HS,
15%SPC) and SPC (70% SPC, 15% Arthrospira sp.,) blends are good sources of nutrients when
used at a replacement level of 33% of FM. The diets containing hydrolyzed soy protein meal
when used at a replacement level of 15% results in good growth and survival. In conclusion, the
results of the present study are promising, and indicate that fishmeal can be partially replaced

by alternative protein sources without negatively affecting growth of juvenile totoaba.
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I. INTRODUCCION

La acuacultura se ha convertido en una de las industrias con mayor crecimiento a nivel mundial,
desde sus inicios en los paises asiaticos, hasta su desarrollo en paises de Centroamérica y
Sudamérica. Esta expansion ha traido como consecuencia un aumento en la oferta de alimentos
de origen acuatico (FAO, 2020).

Entre los principales grupos de organismos cultivados estan los crustaceos, moluscos y

peces.

En los ultimos afios el cultivo de peces marinos a nivel mundial tuvo un rapido
crecimiento, debido al desarrollo y optimizacion de las tecnologias de produccion, promoviendo
el incremento de especies con potencial para la acuacultura. Ademas, el cultivo de peces marinos
permite la produccion, comercializacion y repoblacion de algunas especies, debido a que las
poblaciones naturales han sido afectadas por distintas causas como la sobre explotacion
pesquera (Hua et al., 2019). El cultivo de numerosos peces marinos es una oportunidad de
trabajo en la investigacion aplicada de esos cultivos, orientados a garantizar el suministro de
productos de excelente calidad para el consumidor. La bisqueda de nuevas especies que apoyen
la diversificacion de la acuacultura debe basarse principalmente en ser un cultivo rentable y
sustentable con el medio ambiente. EI manejo adecuado del alimento y la alimentacién dentro
del cultivo son aspectos fundamentales que deben tomarse en cuenta en aras de una acuacultura
sustentable. Este aspecto es de suma relevancia si se considera que la alimentacion es uno de
los factores mas importantes dentro de los costos de produccién en las granjas acuicolas,
llegando a representar hasta el 60% en la produccién de peces (Tacon, 2011), por lo que es

indispensable buscar alternativas para que su valor nutricional sea aprovechado al maximo.

Los alimentos formulados para peces idealmente deben de ser nutricionalmente eficientes
para promover un optimo crecimiento y engorda de los organismos. La proteina y los lipidos
constituyen los macronutrientes que afectan de manera mas importante la productividad de
peces en cultivo comercial, no Unicamente por tratarse de componentes que se hallan en
proporciones significativas en las formulaciones, sino porque son los de mayor costo debido a
que su abastecimiento generalmente proviene de una misma fuente, la harina y aceite de pescado

provenientes del procesamiento de peces pelagicos menores (Jobling, 2016). La bdsqueda de



fuentes alternativas de proteina y lipidos como ingredientes para la elaboracion de los alimentos
balanceados en la Acuacultura son una posible solucién para abatir costos, y por otra,
contribuyan a reducir el impacto ambiental (Hardy, 2006). Una de las primeras alternativas
exploradas para el reemplazo de harina de pescado han sido otras fuentes de origen animal,
como por ejemplo harina de sangre, harina de subproductos de aves, harina de insectos, entre
otros (Tacon, 2011; Daniel, 2010, Nogales-Mérida, 2019) Otra alternativa sustentable, esta
representada por proteinas de origen vegetal provenientes de la industria agricola, tales como
harina de cereales, harina de soya, asi como concentrados de proteina de soya, maiz y cebada,
con resultados variables, pero en general promisorios (Bandara, 2018). Més recientemente, el
uso de microalgas como fuentes alternativas de proteina y lipidos han llamado fuertemente la
atencion de investigadores y productores comerciales de insumos para acuacultura (Shah et al.,
2018). Existe evidencia que estos productos han sido capaces de favorecer la eficiencia
alimenticia, crecimiento, respuesta a estrés, resistencia a enfermedades, condicion fisioldgica y
la calidad de la carne en varias especies de peces de importancia comercial en acuacultura, tales
como Epinephelus lanceolatus (Garcia Ortega et al., 2016), Dicentrarchus labrax (Torrecillas
et al., 2017), Salmo salar (Sprague et al., 2015) y Sparus aurata (Eryal¢in y Yildiz, 2015). El
estudio de la nutricion de peces en acuacultura se ha visto fortalecido en afios recientes mediante
la incorporacion de nuevas disciplinas que ayudan a explicar los procesos nutricionales y de
alimentacion, desde su fisiologia digestiva a nivel enzimético hasta molecular. Ademas, este
conocimiento constituye una herramienta complementaria para comprender la funcionalidad del
sistema digestivo y de los efectos de los nutrientes en las dietas sobre el desempefio bioldgico
de los peces, permitiendo disefiar alimentos formulados de manera mas eficiente. En México el
estudio de la nutricidn de peces nativos esta orientado a evaluar la proteina y lipidos contenidos
en los alimentos balanceados con la finalidad de determinar los requerimientos nutricionales
Optimos de las especies de interés para desarrollar su potencial de cultivo. En este sentido, se ha
evaluado el efecto en el crecimiento, supervivencia y eficiencia alimenticia cuando se alimentan
a los organismos con distintos ingredientes de varias fuentes proteicas para la sustitucion de la
harina de pescado en dietas para peces carnivoros. En los Gltimos afios se han realizado
numerosos estudios en diversas especies prioritarias, entre las que destacan Seriola lalandi,
Seriola rivoliana, Lutjanus guttatus, Paralichthys californicus, Cynoscion othonopterus y
Totoaba macdonaldi (Gonzélez-Félix et al., 2011). Recientemente, totoaba (T. macdonaldi) es



considerada como una especie potencial para diversificar la acuacultura en México, debido a
sus altas tasas de crecimiento, factor de conversion alimenticia y calidad de su filete. Los peces
carnivoros como la totoaba, dependen directamente del abastecimiento de proteina para su
sustento, por esta razon se hace necesaria la investigacion sobre la aceptacion del pez para los
nuevos alimentos balanceados, la digestibilidad de los ingredientes y las enzimas digestivas que

hidrolizan la fuente proteica para que ésta pueda ser absorbida.
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ABSTRACT HEY'W DRDS

Maolecular weights of typsin, chymotrypsing and lipase from antenior intestine Teypein; chypmotrypear
and prd oric caeca of Totoaba mardonald) were evaluated, as well as optimum percmaic lpse enmpmatic
temperature and pH for acthity of the proteasss. Trypsin was 24.1 kDa and adnity, Tohoohs macdonaldi
effectively hydrolyzed Mo-benroyHDL-argi mine 4-nitroanilide ywd o dhilonide at

optimum pH and temperature of 8 and 65°C, respectivaly Clhymotngpsn was

259 kDa and showed higher hydrolytic activity for N-benzoy-L-tyrosine ethy

ester at pH B amd 45°C with a wider range of statistically similar activity

values. Two pancreatic lipases of 702 and 475 kDa were detected, which

could be the undeaved and the final form of a colipase-dependent pamorea-

tic lipase simce enzyme activity was detected without supplement ation of

bile zalts and supplementing them inhibited activity

Introd uction

In finfizh, digestive enzymes play a key role in the hydrolbysis 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 tissnes. The characterization of their proteases and lipases has focused
mainly on identifying the type of digestive enzymes present within the gastrointestinal teact (GIT) of
species of interest in order to assess their role in the digestive physiclogy, establishing their
maolemnlar weight, optimal pH, and temperatire of adivity and assessing their potential use as
alternative sources of hicactive maolecules for hiotechnological applications (Haard 1992; Kurtovic
et al. 200% Vecchi and Coppes 1996). Within the intestine and pyoric caeca of fish, trypsin,
chymotrypsin, and lipases (eg. bile salt-dependent lipase and colipase-dependent lipase] are the
most important digestive enzymes due to their high proteolytic and lipolytic adivities (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 maxirmm, 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 acivity of digestive enzymes,
affinity for spedific substrates, specific inhibitors, and chamcerization by electmphoretic techniques
is of great interest (Gishert et al. 2018).

Trypsin, chymotrypsin, and lipase from pancreatic origin are afi-hydrolases that possess
a catalytic triad in their structure, consisting of histidine (base), aspartate (acidic residue), and serine
(mudeophile), although lipases can also have glutamate as an acidic residue (MNardini and Dijkstra
1 9%%; Smith et al. 1992). Trypsin and chymotrypsin are the main enzymes responsble for conduding
jointly the fine hydrolysis of peptides previously hydrolyzed in the stomach (Simpson 20000, while
pancreatic lipase prefemably hydrolyzes acylglycerols in the presence of colipase, a coenzyme also
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15%% biood maal, 15%: 5oy protein concentraie (SMCE I) biood meal blend: 7066 biond meal, 15% Anhrossia 5.
meal, 15% 5PC; and 3) SPC Hiend: T0% 500, 155 biood meal, 15% Arfurospern sp. maal it the end off tha &-mwonk
Fnding: trial, dgmifican affects of e altermaiive protein hiends wene detocind, in which fsh fad the Arsfrospie
el and SPC hlends kad sipnificanily (P < 05} betier performanc: than fsh fod the Bood meal blend aormes
all growih parametors {porrend weight gain and thermal growih conffident) and fond nilization indoes (foed
efficiency and proteds officency ratio). Alss, fsh o the former two hiends depast tod mon oruds protes and gt
tn whide hody and mesrie Beaws, conaring with B growth repans ob=ersed. Howeser, the offocts of proten
biend om body condition indices (hepaiosomatic index, conditon fictor, and moscke misc) and on the oon-
cenirations of ypsn and chymoirypsin in anieror niesiine and pylork casca, did not depict clear emds, A
comespondencs between levels of distary amine adds (AX] in bends and accomulaiad Ad tn moscle, was not
otsarved. Homwever, Sgrificant effocts of the kvl of FM replacemant wene also deleciad, in which the msponses
tn growth, fead ntiization, most body conditon indices, and procmate compoeition of fsh whole body, deto-
rioraied = the kevel of FM meplaond fncoreased. All Buings considenad, resais indicate thal the Artrosptra moal
and 5PC blemsds, but mot the: blosd maal hiend, cam b usd b mplace at ket 33% FM in the diel for todala,
without adwerssly affociing growth and servival. The poesdble resons: for the deorsed performance of fsh fad
the: Bdond meal blend, or when S any of the blemds ot lowels highor than 33%, am dsoesad.
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1. Introduction et al, 2011) Thus, it Is dear that the aquacatore Industry canmot
contimee io heavily rely on this source of protein. To remedy this -

In the raptd expansion of aquaculture, fishmeal (FM) has been the tuation, sclentists and mamsfacturers of aquafeeds have sought alter-

prefemred source of protemn for aquafesds, especially those formulated
for camivorous species, due to lis balanced content of amino aclds
(A4), high prodein content, adequate fatty acd compesttion, high pa-
latabiiity, and lack of antl-nutritional Gctors [Natlonal Research
Croumnctl (NRC), 2001; FAD, 200E). Unforumately, the world stocis of
forape fish species used to produce FM (eg. smrdine, anchovy, men-
baden, etc) are omvently oconsidered fully or owverexplobied (FAD,
201E), which has imited s availabiiity and mcreassd the price I re-
spond io rising demand from the growing aquaculture sector (Tacon

mative protein sources that, ideally, should be Inexpensive, readily
avallable, and of high puiritional value for 2 more sustatnable agua-
culture {Jobling, 2016). In this respect, considerable macress bas been
achleved In partial, and sometimes, botal replacement of FM by pro-
cessed animal and plant protein sources, as well as novel proteins, such
as microalgae and yeasts (Bamdara, 2018]).

Soy protein concentrate (SPC) Is one of the plant proteln feedstuifs
mast frequently ohserved o promaote acceptable growth of varios fish
species when used a5 partlal replacement of FM (Sakee et al, 2010
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A 7-week study was conducted to evaluate the replacement of fishmeal (FM) by
hydrolyzed soy protein (HSP) and black soldier fly larvae meal (BSFM) in diets for
Totoaba macdonaldi juveniles (2.5 + 0.1 g). A confrol diet containing FM as the main
protein source was formulated with crude protein and crude fat contents of 52% and
14%, respectively. Then, in a series of isoproteic and isocaloric diets, HSP was
incorporated at levels of 15 and 25%, and BSFM at levels of 25 and 40%, in place of
FM by weight. Fish fed the control diet and the diet containing HSP at 15% FM
replacement had similar performance across all growth parameters, feed utilization,
and body indices. For example, final weight of 59.72 and 59.41 g, respectively, and
FCR of 0.94 and 1.02, respectively. In contrast, fish fed HSP at 25% FM replacement
had significantly inferior final weight (46.59 g) and FCR (1.19). Fish fed BSFM at both
levels of inclusion (25 and 40%) resulted in significantly reduced growth (final weight of
48.11 and 42.8 g, respectively) and also reduced FCR (1.06 and 1.30, respectively), as
compared to fish fed the control diet. Minimal changes in whole body proximate
composition of fish and no changes in proximate and amino acid composition of
muscle tissue were observed in response to dietary HSP or BSFM. Compared to fish
fed the control diet, the fold change in trypsin gene expression increased significantly
in fish fed 25% HSP, but not in fish fed 15% HSP. A similar numerical trend was
observed for chymotrypsin gene expression, although differences were not statistically
significant ( P = 0.0768). No significant differences were observed for the gene
expression of both enzymes in response to dietary BSFM; regulation of both proteases
appears to take place at a transcriptional level. In summary, at least 15% of dietary
fishmeal can be replaced by hydrolyzed soy protein without altering growth, survival, or
any feed utilization and body indices of T. macdonaldi juveniles.



111. DISCUSION

El conocimiento de la fisiologia digestiva de los peces ha brindado informacion importante para
definir sus requerimientos nutricionales. Esta area de estudio se ha abordado por medio de la
cuantificacion bioguimica de diversas enzimas tales como proteasas lipasas y amilasas, que son
las enzimas digestivas que actan como catalizadores biolégicos de los nutrientes (Lazo et al.,
2007). En el presente estudio, el peso molecular de tripsina fue de 24.1 kDa, mientras que el
peso molecular de quimotripsina fue de 25.9 kDa presentes en el tracto digestivo de T.
macdonaldi, detectdndose una banda respectivamente. En general, se ha reportado que la
tripsina de peces tiene un peso molecular de 23 — 28 kDa y para quimotripsina entre 25 y 28
kDa en tejidos de ciegos piloricos, intestino y visceras de peces (Jesus-de la Cruz et al., 2018;
Simpson, 2000). Resultados similares por Lazo et al. (2007) reportan tripsina con un peso
molecular de 23 kDa y Applebeaum et al. (2001) para quimotripsina con 25 kDa en Sciaenops
ocellatus una especie emparentada perteneciente a la familia Sciaenidae al igual que totoaba. La
tripsina de T. macdonaldi present6 una temperatura 6ptima de actividad de 65°C y un pH 6ptimo
de 8.0; para el caso de la quimotripsina presentd una temperatura y pH 6ptimos de 45°C y 8.0,
respectivamente. La tripsina de peces marinos muestra una actividad 6ptima entre 40°C — 70°C
y un pH entre 7.0 y 10.0, mientras que la quimotripsina exhibe una actividad 6ptima de 40°C y
65°C y a un pH en un rango de 7.5 y 9.0 (Shahidi & Janak, 2001; Kurtovic et al., 2006). Las
diferencias de temperatura y pH 6ptimos se asocian con diferencias de los factores abiéticos del
habitat de una especie de pez en particular, asi como las modificaciones en los sustratos o
condiciones utilizadas en los procedimientos analiticos, como preparaciones de los extractos
enzimaticos y tiempos de incubacion (Scopes, 2002; Zhou et al., 2011a; Solovyev et al., 2018).
En la actualidad las proteasas constituyen el grupo mas importante de enzimas utilizadas en la
industria a nivel mundial, sin embargo, la mayoria de las proteasas en el mercado son de origen
bovino o porcino. Las proteasas de organismos acuaticos presentan mejores caracteristicas
bioquimicas y cataliticas que sus homologas de organismos terrestres (Simpson, 2000). El
aprovechamiento de los subproductos de la pesca no solo es importante por la recuperacion de
enzimas, también puede contribuir de manera significativa a la reduccion de la contaminacién
local. El estudio de las enzimas digestivas presentes en el tracto gastrointestinal de totoaba

contribuyé a comprender mejor su fisiologia digestiva, que, a su vez, sera util para mejorar las



dietas balanceadas actualmente disponibles para esta especie. El tracto digestivo de T.
macdonaldi podria convertirse en un subproducto valioso al final del ciclo de produccion y

podria tener aplicaciones industriales potenciales.

En los ultimos afos, se han realizado numerosos avances en el desarrollo de dietas
balanceadas para peces en acuacultura, y con el surgimiento de nuevas especies potenciales,
existe una clara necesidad de formular dietas especificas para cada especie que se cultiva (Nates,
2016). Generalmente los requerimientos proteicos en las especies de peces carnivoros varian
entre 30% a 55% de proteina cruda en su dieta, segun la especie a cultivar, la edad, la fuente
proteica y las condiciones ambientales (NRC, 2011). La formulacién de alimento balanceado
debe considerar un contenido adecuado de proteina ya que es utilizada fundamentalmente para
mantenimiento de los organismos vivos, para la sintesis de masculo y tejidos, crecimiento, e
inclusive la formacion de nuevas estructuras proteicas. El éxito en el adecuado desempefio
bioldgico de los organismos en cultivo depende en gran medida de una adecuada formulacion y
elaboracion de dietas, pero también de estrategias de alimentacion 6ptimas para los diversos
sistemas de cultivo (Lekang, 2015). A la fecha se han realizado numerosos estudios con peces
carnivoros, evaluando el efecto del reemplazo de la harina de pescado con distintas fuentes
proteicas en dietas balanceadas, teniendo como principal objetivo el no afectar negativamente
el crecimiento de los organismos y reducir el costo de produccién para incrementar la
sustentabilidad de la produccion acuicola (Oliva-Teles y Peres, 2015). Los ingredientes
utilizados en acuacultura pueden evaluarse mediante una variedad de pruebas quimicas y
bioldgicas. Sin embargo, el mejor método para evaluar la calidad nutricional de dietas
formuladas es alimentarlas a peces y comparar sus respuestas con las de peces alimentados con

una dieta control, de valor nutricional conocido (Bureau, 2011).

Totoaba macdonaldi es una especie marina carnivora que responde efectivamente al
alimento balanceado. Diversos estudios han reportado resultados alentadores en su desempefio
bioldgico e indices de utilizacion del alimento muy efectivos (Bafiuelos-Vargas et al., 2014;
Trejo-Escamilla et al., 2016; Fuentes-Quesada et al., 2018; Mata-Sotres et al., 2018), por tales

motivos, se considera que esta especie tiene un excelente potencial para su produccién intensiva.

El presente estudio mostr6 que las mezclas de proteinas alternativas, basadas en

concentrado de proteina vegetal, subproductos de origen animal y de organismos unicelulares,



pueden reemplazar parcialmente la harina de pescado en dietas balanceadas para Totoaba
macdonaldi. De las tres mezclas proteicas evaluadas solo hasta el 33% de reemplazo de la harina
de pescado fue viable, sin presentar efectos adversos en el crecimiento o supervivencia,
utilizando aquellos en los que Arthrospira sp. (mezcla Arthrospira sp.) y SPC (mezcla SPC)
fueron los componentes de mayor proporcién. Peces carnivoros alimentados con mezclas de
proteinas alternativas, presentan crecimiento reducido con altos niveles (> 45%) de reemplazo
de harina de pescado, sucediendo este efecto en diferentes especies como el pargo japonés
(Pagrus major) con dietas de mezcla de soya fermentada y subproductos de vieiras (Kader et
al., 2011), y la curvina gigante (Nibea japonica) en presencia de una mezcla de subproductos
de ave y harina de plumas (Wu et al., 2018). Niveles de reemplazo limitados se han asociado
tipicamente con caracteristicas inferiores de los alimentos proteicos utilizados, tales como mala
palatabilidad y/o digestibilidad reducida, presencia de factores anti-nutricionales o deficiencia
de aminoécidos. Los resultados del presente estudio demuestran que el crecimiento reducido de
totoaba cuando fueron alimentados con altos niveles de la mezcla de Arthrospira sp. Pueden
estar asociados con bajos niveles de digestibilidad, ello puede atribuirse a la compleja estructura
de la pared celular de las microalgas y cianobacterias, que le da rigidez, o los polisacaridos no
almidonados indigeribles que en ella se encuentran (Sili et al., 2012; Agboola et al., 2019). Se
ha reportado una alta digestibilidad de Arthrospira sp. en dietas para Oreochromis niloticus,
Clarias gariepinus, Catla catla y Labeo rohita, pero debe considerarse que estos organismos
son herbivoros u omnivoros y que poseen un intestino extenso que les permite tener mayor
tiempo para digerirlos nutrientes (Nandeesha et al., 2001; Teuling et al., 2017). En cambio, los
peces carnivoros como T. macdonaldi poseen un intestino corto, afectando tanto la cinética de
la digestion, por lo que explica que su alto nivel de inclusion en la dieta puede estar limitada,
derivado de la baja tasa de crecimiento observada. Walker y Berlinsky (2011), reportaron
resultados similares para Gadus morhua, observando que tanto el consumo de alimento como
el crecimiento de los peces disminuye cuando aumenta el nivel dietario de una mezcla de
microalgas Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. aumentando de 14.0 a 28.1% del peso seco en
la dieta. En el presente estudio, el nivel viable de inclusion de Arthrospira sp. mas alto (mezcla
de Arthrospira sp. a un nivel de reemplazo de harina de pescado del 33%) correspondié al
25.35% de la dieta. Curiosamente, estudios recientes mostraron que un nivel de inclusion similar

(28.87% de harina de Arthrospira sp.) fue tolerado por la corvina roja (Sciaenops ocellatus) y
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la lobina rayada hibrida (Morone chrysops@x Morone saxatilis?') (Perez-Velazquez et al., 2018,
2019). La tolerancia fisiologica de los peces a la proteina de origen vegetal en dietas balanceadas
depende de cada especie y del nivel de inclusion, debido a la presencia de factores anti-
nutricionales (Gatlin et al., 2007). Aunque algunos ingredientes derivados de las plantas, como
el concentrado de proteina de soya (SPC), se caracteriza por una alta digestibilidad y
componentes anti-nutriconales bajos, en comparacion con a harina de soya (Yaghoubi et al.,
2016). Para los peces que pertenecen a la misma familia que la totoaba (Sciaenidae), es posible
la inclusion de niveles relativamente altos de SPC en combinacion con SBM (harina de soya).
en este sentido la especie mas estudiada es la corvina roja (Sciaenops ocellatus); por ejemplo,
McGoogan y Galtin (1997) reportaron una sustitucion exitosa del 90% de harina de anchoveta
por SBM, correspondiendo a un 66.64% en peso de la dieta, el cual es la mas alta inclusion
reportada para esta especie. En otros estudios se ha reportado que el utilizar SPC solo o en
combinacién con SBM, se puede reemplazar la harina de pescado entre un 50 a 86% sin afectar
el crecimiento y la utilizacion del alimento (Rossi et al., 2015, 2017; Minjarez-Osorio et al.,
2016). En la corvina amarilla (Larimichthys crocea), se logré el reemplazo total de harina de
pescado utilizando una dieta que contenia 44.73% de SPC y 13.0% de SBM (Wang et al.,2017).
Por otra parte, la corvina de aleta corta (Cynoscion parvipinnis) acept6 de manera eficaz una
dieta que contenia 42.5% de SPC en peso seco, al reemplazar un 75% de harina de menhaden,
ademas aceptd niveles bajos de SBM (33.1%) al reemplazar un nivel del 50% de harina de
menhaden (Minjarez-Osorio et al., 2016). En totoaba, un estudio reciente utilizando SPC,
reportaron que las dietas que contenian hasta un 30% de reemplazo de la harina de pescado, no
exhibieron efectos adversos en crecimiento y supervivencia (Trejo-Escamilla et al., 2016).
Ademas, Fuentes-Quesada et al. (2018) describieron los cambios en la morfologia del intestino
distal de totoaba alimentados con distintos niveles de SBM dietario, encontrando que incluso en
el nivel mas bajo evaluado (22%: 16% SBM + 6% SPC), alteraciones morfoldgicas del intestino
distal los cuales son asociados tipicamente con enteritis, seguido de un reducido crecimiento y
pobre utilizacion del alimento. En la presente investigacion, el nivel mas alto viable para el
reemplazo de la harina de pescado utilizando la mezcla de SPC fue de 33%, la cual tenia un
contenido de 26% de SPC en peso seco. En el nivel posterior de reemplazo de harina de pescado
(66%), la dieta contenia 37% de SPC, la cual aun se encontraba por debajo del nivel maximo de
45%, previamente determinado (Trejo-Escamilla et al., 2016). Sin embargo, la diferencia en la
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cantidad de SPC utilizada y las interacciones con los otros ingredientes proteicos presentes en
la mezcla probablemente influencié en un crecimiento deficiente y bajo aprovechamiento del
alimento. Por otra parte, en el presente estudio en comparacion con los peces alimentados con
la mezcla de Arthrospira sp. y mezcla de SPC, los peces alimentados con la mezcla de harina
de sangre depositaron menos proteina cruda y grasa, coincidiendo con los efectos negativos que
esta mezcla tuvo sobre el crecimiento. En general, la respuesta de diferentes especies de peces
a las dietas con inclusion de harina de sangre ha sido muy variable, pero la mayoria de los peces
no han podido tolerar niveles superiores al 20% de harina de sangre en las dietas (Abery et al.,
2001). Se sabe que la harina de sangre contiene altos niveles de hierro (2769 mg kg™?) y zinc
(306 mg kg-1) (NRC, 2011). El hierro es un elemento traza que es esencial para la produccion
y el funcionamiento normal de hemoglobina, mioglobina, citocromos y muchos otros sistemas
de enzimas. En vertebrados, el principal papel del hierro es como componente de la hemoglobina
(Davis y Gatlin, 1996). El requerimiento de hierro en ciertos peces se ha establecido
cuantitativamente en un rango de 30-170 mg/kg en la dieta (Lall, 2002). Por lo contrario, la
deficiencia dietaria del hierro puede causar anemia y esta caracterizada por un reducido
crecimiento y bajos niveles de hemoglobina en peces (Lall, 2002). Las dietas para peces
generalmente contienen altos niveles de acidos grasos poliinsaturados de cadenas largas (LC-
PUFA), que son altamente susceptibles a las reacciones de oxidacion cuando se exponen al aire.
Dentro de este contexto, la oxidacion de lipidos catalizada por hierro aumenta con la
suplementacion de hierro, lo que a su vez afecta negativamente la estabilidad del alimento.
Ademas, el hierro es uno de los metales primarios involucrados en la oxidacion de lipidos y el
hierro ferroso es el catalizador mas potente de lipidos por oxidacion (Davis y Gatlin, 1996). La
presencia de aceites oxidados hace que el alimento tenga un sabor desagradable, reduciendo el
consumo (es decir, causa un problema de palatabilidad) y creando sabores indeseables en el
pescado. Por lo tanto, se puede esperar que la suplementaciéon de hierro ferroso (harina de
sangre) en la dieta afecte la estabilidad de la dieta a traves del aumento de la oxidacion lipidica
(rancidez). Desjardins et al. (1987) reportan que la suplementacion de dietas con sulfato ferroso
causo oxidacion de lipidos catalizada por hierro en las dietas, aumentando la concentracion de
maldoaldehido (MA) con el aumento del nivel de hierro y, por ello, el efecto de la rancidez de
la dieta y el exceso de hierro condujo a un deficiente crecimiento y alta mortalidad de la trucha

arcoiris Oncorhynchus mykiss. Es oportuno mencionar que, en el presente estudio, no se
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estimaron las concentraciones de hierro y zinc en las dietas. Sin embargo, se cree que la
combinacion de los altos niveles de hierro y zinc presentes en las dietas experimentales con
mayor contenido de harina de sangre pudieron causar rancidez e indujeron un deficiente
desempefio bioldgico y limitada utilizada del alimento en T. macdonaldi. De lo anterior se
desprende que, como otros peces marinos, es probable que T. macdonaldi tampoco sea capaz de
tolerar inclusiones por arriba de 20% de harina de sangre. Los resultados del presente estudio
indican que, bajo estas condiciones experimentales, el 100% de reemplazo de la harina de
pescado no fue viable con ninguna de las mezclas proteicas probadas, como lo indicaron las
mortalidades en masa observadas a los 17 dias de cultivo. No cabe duda de que la supervivencia
fue resultado directo de la ingesta de alimento, y resultado de la limitada contribucion
nutricional de algunas de las formulaciones con 100% de reemplazo de harina de pescado.
Badillo-Zapata et al. (2014) reportaron mortalidades en masa prematuras (dia 15 de cultivo)
para totoaba cuando se reemplazo el 100% de harina de pescado con subproductos de aves, por
lo que se deduce que para esta especie no es factible 100% del reemplazo de harina de pescado
al menos con los ingredientes evaluados. Un factor adicional que puede limitar la aceptacién del
alimento con alto reemplazo de harina de pescado es la palatabilidad, observandose una aversién
al sabor de la dieta. Se ha reportado que los peces poseen drganos sensoriales como el sistema
gustativo, proporcionando la evaluacién final de las propiedades sensoriales y nutricionales de
los alimentos cuando se encuentran en la cavidad bucal. Como resultado de estas pruebas orales,
el alimento puede ser rechazado o ingerido. El tiempo durante el cual el alimento u objeto se
mantiene en la boca antes de tragarlo o escupirlo se denomina tiempo de retencion. Durante el
tiempo de retencion, el pez detecta y reconoce las sustancias, evaluando si es suficiente para
garantizar su idoneidad como alimento. La duracion de una respuesta gustativa suele ser
relativamente corta y termina al tragar el alimento o ignorarlo, cuando se pierde interés en él
(Kasumyan y Doving, 2003; Morais, 2016). Esto parece confirmar lo que reportan Monge-Ortiz
et al. (2018) al reemplazar totalmente la harina de pescado en dietas para Seriola dumerii; estas
consideraciones fundamentan lo observado en este estudio, T. macdonaldi también es selectiva
en su alimentacién. Las concentraciones de tripsina y quimotripsina en el tracto digestivo de
totoaba no muestran tendencias claras, lo que puede explicarse por el hecho de que las mezclas
evaluadas consistian en diferentes ingredientes proteicos con perfiles de aminoacidos variables.

Rungruangsak-Torrisen et al. (2006) no encontraron una relacion especifica entre las actividades
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de tripsina y quimotripsina durante la alimentacion del salmdn del Atlantico en su fase de
crecimiento. Tripsina es altamente sensible a los inhibidores de proteasas o modificaciones en
la actividad digestiva pueden ocurrir en individuos en respuesta a la disponibilidad del alimento.
Por lo general, se observan variables respuestas en la actividad o concentracion de estas
proteasas entre las especies de peces cultivadas como resultado del reemplazo de la harina de
pescado en la dieta; sin embargo, la evaluacion de enzimas digestivas en una especie con
potencial para la acuacultura puede ser Gtil en la seleccion de ingredientes proteicos y sus
posibles restricciones, en términos de los niveles maximos y minimos de inclusion para la

formulacion de alimentos balanceados.

La proteina vegetal hidrolizada se ha convertido recientemente en una atractiva alternativa
para el reemplazo de la harina de pescado debido a los pequefios péptidos de bajo peso molecular
(< 5 kDa) y son, ademas, facilmente absorbidos en el tracto digestivo (Hou et al., 2017). Los
resultados de la presente investigacion indican que juveniles de T. macdonaldi, alimentados con
proteina de soya hidrolizada (HSP) a un nivel de reemplazo del 15% de harina de pescado
tuvieron un desempefio en crecimiento, supervivencia y utilizacién del alimento adecuado y
semejante con respecto a los peces alimentados con la dieta control. Sin embargo, el desempefio
bioldgico y los indices de utilizacion del alimento de los peces alimentados con harina de HSP
a un nivel de reemplazo del 25% fueron significativamente inferiores. Para el caso particular de
los productos derivados de la soya, los niveles limitados de reemplazo se han asociado
tipicamente con caracteristicas inferiores de estas fuentes de proteina, como la presencia de los
factores anti nutricionales, la deficiencia de aminoécidos esenciales (lisina y metionina), entre
otros compuestos, los cuales de manera conjunta pueden causar una inflamacion no infecciosa
en el intestino llamada “enteritis” conduciendo a una deficiente digestion y absorcion de
nutrientes especialmente en peces carnivoros (Kumar et al., 2020b). Existen varios estudios con
variables resultados sobre el desempefio en crecimiento y los indices de utilizacion del alimento
evaluando varios niveles de productos de soya en diferentes especies. Por ejemplo, Arriaga-
Hernandez et al. (2021) reporta que el reemplazo del 15 a 45% de harina de pescado por SBM
es viable en dietas para juveniles de Centropomus viridis sin afectar su crecimiento,
digestibilidad o capacidad digestiva; para Sparidentex hasta, Yaghoubi et al. (2016) reportan
que el méximo nivel de reemplazo de harina de pescado con productos de soya es entre 16.5 y
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27.3%, debido a que los pardmetros de crecimiento y de utilizacion del alimento se fueron
deteriorando al incrementar los niveles de productos de soya en la dieta, en otro estudio Viana
et al. (2019) indican que para Seriola dorsalis alimentados con dietas basadas en SBM con
niveles de inclusion superiores al 10%, causa dafios a la fisiologia intestinal para esta especie,
por lo que sugieren que SBM debe utilizarse con precaucion. Estos resultados contrastantes
indican que estdn asociados basicamente a la tolerancia de los peces hacia los productos
derivados de la soya, el origen de la soya o de las técnicas de procesamiento y tecnologias para

la elaboracion de las dietas.

Actualmente, la proteina de soya hidrolizada (HSP) es lo mas novedoso, su proceso de
refinamiento (hidrolisis enzimética y altas temperaturas) reduce la proteina a péptidos de bajo
peso molecular (1-3 kDa), los cuales tienen la capacidad de ser absorbidos eficientemente por
los peces, por tal motivo, aumenta el costo y limita su uso en alimentos acuicolas a gran escala
(Singh et al., 2014; Hou et al., 2017; Debnath y Saika, 2021). Actualmente, falta informacion
concerniente a la aplicacién de HSP en alimentos acuicolas, aunque algunos estudios han
demostrado que pueden promover eficazmente el crecimiento y eficiencia alimenticia. La
proteina de soya hidrolizada puede reemplazar parcialmente a la harina de pescado en algunas
especies, incluyendo al lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) con 20% de reemplazo de
HP (Mamauag et al.., 2011); el lenguado estrellado (Platichthys stellatus) con un 15-50% (Song
et al., 2014) y el bagre plateado (Rhamdia quelen) hasta un 20% (Uczay et al., 2019). Por otra
parte, el uso de la proteina de soya hidrolizada en otros estudios ha demostrado mejorar el
crecimiento y la salud animal como lechones (Zhou et al., 2011b), pollos (Jiang et al., 2009,
Wallace y Lang, 2010) y del pepino de mar (Song et al., 2011). Es importante mencionar que
las variaciones de los hallazgos entre los peces y las especies terrestres posiblemente se deben
a las diferencias en los requerimientos de nutrientes en la dieta, las estrategias de alimentacion,
las especies acuicolas, ademas, de las fracciones de péptidos y la concentracién de proteina de
soya hidrolizada. Se ha reportado que el exceso de HSP en la dieta puede causar saturacion de
los transportadores intestinales, de tal forma que da como resultado una rapida afluencia de
péptidos luminales y concentracion de aminoacidos libres, dando como resultado un
antagonismo de absorcion (Mamauag et al., 2011). Por tanto, esta puede ser una razén

importante por el reducido crecimiento observado en los peces alimentados con HSP a un nivel
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de reemplazo del 25%. De manera similar, también se ha reportado esta misma observacién para
Megalobrama amblycephala alimentado con proteina de semilla de algodon hidrolizada (Yuan
et al., 2020). Los resultados de la presente investigacion indican que totoaba es sensible al
consumo de proteina de soya hidrolizada. Cabe sefialar que, totoaba al ser un tipico pez marino
carnivoro ha demostrado cierta intolerancia a la proteina de soya simple o en una mezcla,
produciendo cambios morfologicos en el instestino, asi como un deteriorado desarrollo y
utlizacion proteica; y las consecuencias se agravan a medida que aumenta el nivel inclusion
(Trejo-Escamilla et al., 2017; Fuentes-Quesada et al., 2018; Villanueva-Gutiérrez et al., 2020b).
En este sentido, también es probable que la proteina de soya hidrolizada utilizada contenia algin
factor toxico causando lesiones en el intestino y disminuyendo la capacidad para asimilar los

nutrientes de la dieta.

En el presente estudio, los juveniles de totoaba tienen una restringida capacidad para
utilizar la harina de larvas de la mosca soldado negro de manera efectiva, ya que su inclusion
en la dieta result6é en una disminucién lineal del crecimiento y utilizacion del alimento. Estudios
recientes reportan altos niveles de reemplazo de HP de 50 a 100% por harina de larvas de
H.illucens sin una aparente reduccion en el consumo de alimento y la consecuente reduccion en
crecimiento, incluso para peces carnivoros (Lock et al., 2016; Li et al., 2017; Renna et al., 2017;
Wang et al., 2019). Sin embargo, algunos casos no fueron tan efectivos como se predijo, con un
crecimiento y eficiencia alimenticia decreciente para el caso del esturion Siberiano (Acipenser
baerii) (Caimi et al., 2020) y el lenguado (Psetta maxima) (Kroeckel et al., 2012). Ademas,
Guerreiro et al., (2020a) reportan resultados similares para los juveniles de la corvina amarilla
(Argyrosomus regius), un miembro de la misma familia que totoaba (Sciaenidae), cuando se
alimentaron con un nivel de inclusion del 10% de BSFLM (correspondiente a un 25% de
reemplazo de harina de pescado). Se ha sugerido que las variaciones en los productos derivados
de la mosca soldado negro, asi como la etapa de desarrollo larvario, sustratos de crecimiento
(residuos de alimentos, frutas, vegetales, estiércol, granos), métodos de procesamiento utilizado
para la produccion de larvas y la presencia de quitina, podrian considerarse como los principales
factores que contribuyan a explicar las diferencias especificas de especies en los peces que
conducen a diferentes perfiles nutricionales (Tshirner y Simon, 2015; Caimi et al., 2020;

Surendra et al., 2020; Zarantoniello et al., 2021). La presencia de quitina en la harina de larvas
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de H. illucens podria ser una posible razon por su bajo valor nutricional para algunas especies
de peces, lo que tiene como resultado efectos negativos sobre el crecimiento. Las especies
silvestres de peces carnivoros comen principalmente peces y crustaceos, por lo tanto, pueden
digerir la quitina. Cabe sefialar que, la quitina de crustaceos se encuentra envuelta en una matriz
de proteinas y minerales, principalmente calcio (Kumari et al., 2017); mientras que la cuticula
de los insectos estd formada por proteinas, lipidos y otros compuestos (Merzendorfer y Zimoch,
2003). La quitina es un polimero de N-acetil-D-glucosamina, el componente principal del
exoesqueleto y endoesqueleto de los insectos. Ademas, el contenido de quitina de las prepupas
y pupas de la mosca soldado negro es rico en quitina (11%), en comparacién con las larvas (8%),
lo que indica que la produccion de quitina aumenta en estas etapas (Finke 2013; Soetemans et
al., 2020). Por otra parte, se ha reportado que la quitina es una fibra muy insoluble y no digerible
que contribuye a aumentar el volumen fecal y a ralentizar el tiempo de retencién de las heces,
lo que limita la accesibilidad de las enzimas digestivas (proteasas) a los sustratos (Gasco et al.,
2019; Guerreiro et al., 2020a). Por lo tanto, afecta la absorcion de nutrientes y la digestibilidad
resultando en una disminucion del crecimiento de los peces. Por ejemplo, el uso de la harina de
BSFL en cierto sentido puede ser problematica debido a la digestibilidad de la quitina o la baja
actividad de la quitinasa, causando una reduccidn en la ingesta del alimento y el crecimiento del
lenguado (Psetta maxima) (Kroeckel et al., 2012), dorada (Sparus aurata) (Karapanagiotidis et
al., 2014) y la corvina (Argyrosomus regius) (Guerreiro et al., 2020a). Por otro lado, la presencia
de quitina en larvas de H. illucens no implica que necesariamente altos niveles de inclusion de
BSFLM en la dieta sean indigeribles o que no se pueda producir peces de alto rendimiento
(Fisher etal., 2020, Nairuti et al., 2021). En general, las discrepancias en el desempefio biolégico
entre los bioensayos podria estar relacionadas con los diferentes niveles de tolerancia de las
larvas de H. illucens entre las diferentes especies de peces, asi como con las diferentes ciclos de
vida de los peces utilizados en los experimentos. Aunque el contenido de quitina de las larvas
de H. illucens no se evalud en el presente estudio, es posible que contribuya al bajo rendimiento
observado en los altos niveles de inclusion de BSFLM. La inclusion de la harina de larvas de H.
illucens en las dietas experimentales del presente estudio no tuvo un efecto sobre el contenido
de proteina cruda, lipidos, humedad y cenizas en el tejido muscular de los juveniles de totoaba,

una tendencia similar se ha observado en otras investigaciones, por ejemplo, un cultivo
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experimental de la carpa Jian (Li et al., 2017), carpa herbivora (Lu et al., 2020) y el salmén del
Atlantico (Belghit et al., 2019).

El intestino de los peces desempefia una funcion importante en la digestion y absorcién
de nutrientes, dependiendo basicamente de la funcion de enzimas digestivas, especialmente
aquellas que se encuentras en los ciegos piloricos y el borde de cepillo del intestino hidrolizando
los nutrientes de los alimentos para que puedan ser abosrbidos por los enterocitos; ademas, es
paricularmente sensible a los componentes de la dieta (Rust, 2002; Sunde et al., 2004). La alta
actividad proteolitica y presencia de tripsina y quimotripsina para digerir la proteina de las
dietas, en peces carnivoros como la totoaba, ha sido reportada previamente (Villanueva-
Gutiérrez et al., 2020a). La influencia de la proteina dietaria sobre la actvidad enzimética del
tracto digestivo de los peces es bien conocida, sin embargo, su efecto a nivel molecular sobre
estas enzimas aun es objeto de investigacion (Yufera et al., 2018; Santos et al., 2020). El estudio
del nivel de expresion génica de las enzimas digestivas proporciona una estimacion de la
capacidad digestiva de los peces en diferentes tratamientos dietarios, por tanto, la conversion
alimenticia en tejido corporal serd mas (o menos) eficaz en los peces. Los genes involucrados
en la digestion estan principalmente regulados a nivel transcripcional y sus perfiles de expresion
parecen fluctuar dependiendo de la composicion del alimento (Kortner et al., 2011; Yufera et
al., 2018). Por lo tanto, el andlisis de los perfiles de tripsina y quimotripsina podria utilizarse
como indicador del estado nutricional y para evaluar los efectos de diversos regimenes de
alimentacion y dietas en los peces. En el presente estudio, la expresion relativa de tripsina y
quimotripsina aumento6 con el incremento de los niveles de reemplazo de la harina de pescado
por la proteina de soya hodrolizada. Se ha demostrado que los hidrolizados de proteinas, en
particular los pequefios péptidos, alteran la digestion y absorcion en un cultivo celular (Nobile
et al., 2016). En consecuencia, en el presente estudio, la inclusién de HSP aumento el nivel de
expresion de tripsina y quimotripsina en los ciegos piloricos e intestino anterior, lo cual podria
estar asociado con el alto nivel de péptidos en HSP. Por otra parte, Lilleeng et al. (2007),
encontraron que el tejido pancréatico del salmon del Atlantico alimentado con una dieta con
SBM, los componentes anti nutricionales en la soya pudieron regular de manera positiva la
expresion génica de la tripsina. Estos hallazgos de cierta forma apoyan estudios previos en los

que bajas cantidades de sustancias alergénicas en proteinas vegetales pueden provocar
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reacciones de hipersensibilidad ligadas a la expresion de genes en el tracto digestivo de los peces
(Tacchi et al., 2012).

Existe escaso conocimiento sobre los efectos de la harina de larvas H. illucens sobre las
enzimas digestivas de los peces (Guerreiro et al., 2020b). En el presente estudio, la expresion
de tripsina y quimotripsina no presenté una diferencia significativa entre los tratamientos al
reemplazar a harina de pescado por BSFLM. Sin embargo, los patrones de expresion génica de
estas enzimas entre los tratamientos dietarios coinciden con las tendencias de crecimiento. En
este sentido, aparentemente existe una coincidencia entre los cambios en la expresion del ARNm
y la respuesta del crecimiento de T. macdonaldi. Esto puede indicar que los juveniles de T.
macdonaldi son suceptibles a BSFLM, ya que posiblemente contiene algunos compuestos
toxicos que fueron adversos para la totoaba. En estudios previos, se ha sugerido que es
perjudicial el exceso de quitina en los productos de H. illucens (Kroeckel et al., 2012; Guerreiro
et al., 2020a; Fischer et al., 2022); por lo tanto, los hallazgos de este estudio podrian apoyar este
concepto dado que no fueron exitosos los reemplazos de 25 y 40% de harina de pescado por
BSFLM en dietas para totoaba.
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IV. CONCLUSIONES

e Los resultados obtenidos determinaron que el peso molecular de tripsina y quimotripsina
de Totoaba macdonaldi fueron de 24.1 y 25.9 kDa, respectivamente.

e La temperatura Optima de actividad de tripsina y quimotripsina fue de 65°C y 45°C
respectivamente y a un pH optimo de 8.0.

e Los pesos moleculares, temperatura y pH Optimos para la actividad enzimética de
tripsina y quimotripsina de totoaba son semejantes a otras especies de peces marinos y
de agua dulce.

e Las mezclas de Arthrospira sp. y SPC, pueden sustituir al menos 33% de harina de
pescado en la dieta de juveniles de totoaba, sin afectar negativamente el crecimiento o
la supervivencia.

e Los peces alimentados con la mezcla que contenia principalmente harina de sangre se
desempefiaron pobremente.

e En este estudio y bajo estas condiciones experimentales, el 100% del reemplazo de la
harina de pescado no es viable con ninguna de las dietas probadas, como lo indican las
mortalidades en masa observadas.

e Juveniles de totoaba alimentados con proteina de soya hidrolizada a un nivel de
reemplazo del 15% de harina de pescado tuvieron un desempefio en crecimiento,
supervivencia y utilizacion del alimento adecuado y semejante con respecto a los peces
alimentados con la dieta control.

e El reemplazo del 25 o0 40% de la harina de pescado por harina de larvas de la mosca
soldado negro no tuvo éxito. Sin embargo, la totoaba puede tolerar niveles inferiores al
25% de la harina de larvas de Hermetia illucens, tal vez incorporando previamente un
tratamiento de hidrolisis para la harina de larvas, lo cual vale la pena investigar mas a
fondo.

e Los resultados de esta investigacion proporcionan informacion esencial que promueve
el uso de fuentes alternativas de proteinas mixtas para el reemplazo de la harina de
pescado para esta especie, logrando un avance de informacion para una futura

investigacion sobre este tema.
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V. RECOMENDACIONES

Purificar tripsina y quimotripsina mediante métodos cromatograficos con el fin de
estudiar su forma pura en relacién a su estructura molecular, caracteristicas funcionales
y potencial bioquimico.

Las enzimas (tripsina y quimotripsina) presentes en el tracto digestivo de totoaba deben
recuperarse en su forma activa y estable para su posterior uso comercial.

Realizar evaluaciones del sistema digestivo, como el andlisis del higado y las
alteraciones morfoldgicas del intestino anterior, medio y posterior mediante técnicas
histoldgicas, con el proposito de evaluar posibles influencias de los distintos ingredientes
proteicos.

No descartar el uso de menores niveles (< 25%) de reemplazo de harina de pescado por
harina de larvas de Hermetia illucens como una opcion para la elaboracién de dietas para
juveniles de Totoaba macdonaldi.

Incorporar un tratamiento de hidrolisis para la harina de larvas de la mosca soldado negro
(H. illucens) para mejorar el balance de nutrientes y aspectos fisicos de las dietas, con lo
cual podria mejorar los resultados en términos de los parametros de crecimiento de

totoaba.
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