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I. RESUMEN GENERAL

La inclusion de los acidos grasos -3 DHA y EPA en el alimento, es un factor importante
para lograr mejor supervivencia y crecimiento en la mayoria de los peces cultivados.
Dentro del desarrollo tecnoldgico para el cultivo del pez blanco de Patzcuaro Menidia
estor, se desconoce el requerimiento de acidos grasos o-3 DHA/EPA, y el efecto que éstos
tienen en el crecimiento y supervivencia de juveniles en cautiverio. En esta especie como
en otras, el alimento vivo (nauplio de Artemia franciscana) es utilizado en las primeras
etapas de desarrollo. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de los niveles de acidos
grasos altamente insaturados (HUFA) ®-3 en juveniles de pez blanco, alimentados con
diferentes proporciones de DHA/EPA. Para esto se llevd a cabo: A) una estandarizacion
del método para enriquecer nauplios de Artemia franciscana con diferentes proporciones
de DHAJ/EPA. B) se analizo el efecto de 5 tratamientos con diferentes relaciones de
DHA/EPA (una emulsién basada en aceite de maiz, 2 emulsiones con diferentes
proporciones de DHA/EPA (4 y 0.6) y 2 més con las dos ultimas emulsiones diluidas al
50%) en el crecimiento y supervivencia de juveniles de Menidia estor, alimentados con
nauplio de Artemia enriquecida con diferentes proporciones de HUFA; y C) se evaluo el
perfil de acidos grasos, en higado y musculo de juveniles alimentados con nauplios de
Artemia enriquecida con diferentes proporciones de HUFA.

El disefio experimental const6 de 5 tratamientos triplicados con 90 organismos de 4 meses
de edad, peso promedio de 0.5 g, que fueron alimentados 4 veces al dia, por un periodo de
90 dias. Los organismos fueron pesados cada 30 dias, sacrificando 6 organismos por
tratamiento para realizar el analisis de perfil de &cidos grasos, en higado y musculo. El
efecto de las dietas se reflejo en el crecimiento y supervivencia de juveniles de pez blanco,
ya que de acuerdo a los resultados obtenidos los peces alimentados con el nauplio de
Artemia enriquecida con la emulsion de aceite de maiz presentaron un crecimiento
significativamente mayor, en comparacion con el resto de los tratamientos. El perfil de
acidos grasos de higado y musculo no mostré diferencias importantes ya que ambos
registraron una relacion de DHAJ/EPA cercana a 7. Se discute acerca de la falta de
dependencia de acidos grasos -3 (DHA/EPA) en la dieta, y de un requerimiento
fundamental de acido linolénico (18:3n-3), el cual, segun el perfil de &cidos grasos de los

peces, esta siendo utilizado como sustrato para la produccion de DHA.



1. INTRODUCCION GENERAL.

El desarrollo de la acuicultura en México se ha basado principalmente en especies
exoticas, que por poseer informacién basica para su cultivo, se han introducido con el fin
de desarrollar una acuicultura productiva, dejando a un lado las especies nativas, las cuales
presentan una gran potencial para esta actividad (Dillanes, 2001). Tal es el caso del pez
blanco de Patzcuaro Menidia estor, el cual pertenece a la familia Atherinopsidae que
comprende un notable nimero de especies con una amplia variedad de habitats; contiene
ademas entre 150 y 160 especies, con representantes en su mayoria marinos (Barbour,
1973). Se sabe que Menidia estor presenta gran similitud con Menidia beryllina especie
que penetrd la meseta central de México, a través de los sistemas estuarios costeros, y que
invadio las aguas de lo que se ha llamado “Lago Xalisco” del cual solo quedan remanentes,
lagos de menos tamafio como el Lago de Patzcuaro y el Lago de Chapala. Estos cambios
geogréficos permitieron el desarrollo de un gran nimero de especies con adaptaciones para

sobrevivir en agua dulce y con un alto grado de endemismo (Dillanes, 2001).

Por otro lado Menidia estor es una especie muy cotizada comercialmente, por lo
que ha sido explotada hasta el punto de ponerla en peligro, alcanzando altos costos en el
mercado (700 pesos mexicanos/kg) reduciendo drasticamente las tallas de captura
(Martinez-Palacios et al., 2002). Como consecuencia, de la presion ejercida en esta
especie, surge la necesidad de implementar su cultivo como una opcion para reducir los
niveles de pesca al ofrecer el producto a un precio competitivo, ademas de generar una

opcidn de trabajo a los pescadores

Asi el pez blanco del lago de Patzcuaro (Menidia estor) es una especie que presenta
algunas caracteristicas propias de peces marina, como es su tolerancia a la salinidad, el
tamafio pequefio de los huevecillos y una duracién relativamente corta del desarrollo
embrionario y larvario lecitotréfico (Martinez-Palacios et al., 2004a). Esta caracteristica
hace interesante y relevante determinar si dicha especie presenta requerimientos de acidos
grasos similares a las de especies marinas o, por el contrario, a los de especies
dulceacuicolas. Una parte fundamental para lograr el desarrollo tecnoldgico del cultivo de

pez blanco, es conocer los requerimientos nutricionales de estos organismos, lo que



permitird obtener organismos de tallas comerciales en el menor tiempo y con el menor

costo posible (Martinez- Palacios et. al., 2002).

En los ultimos afios se ha generado un mayor conocimiento sobre la funcién
nutricional de los lipidos, los cuales son una serie de compuestos que cumplen funciones
en los organismos vivientes, entre ellas la de reserva energética (Guillaume et al., 2004).
Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas, la mayoria biomoléculas, compuestas
principalmente por carbono e hidrogeno y en menor medida oxigeno, aunque también
pueden contener fésforo, azufre y nitrégeno, que tienen como caracteristica principal el ser
hidrofébicas o insolubles en agua y solubles en solventes orgdnicos como la bencina, el
alcohol, el benceno y el cloroformo. Los lipidos se pueden dividir en dos grandes grupos:
los fosfolipidos, cuya funcion béasica es estructural en las membranas celulares y los
triglicéridos que tienen un papel energético y generalmente son acumulados en el
citoplasma en forma de gotas lipidicas. Tanto los triglicéridos como los fosfolipidos estan
formados por acidos grasos los cuales son las unidades basicas de la mayoria de los lipidos
y consisten en moléculas formadas por un larga cadena hidrocarbonada (hidrofébica) con
un numero par de atomos de carbono (12-24) y un grupo carboxilo terminal (hidrofilico),
que de acuerdo con el nimero de dobles enlaces son clasificados como saturados (sin
dobles enlaces), monoinsaturados (un doble enlace), polinsaturados (PUFA, por sus siglas
en inglés con dos 0 mas dobles enlaces) y altamente insaturados (HUFA, por sus siglas en
inglés con cuatro o mas dobles enlaces) (Sargent, 1995a). Entre estos Gltimo, podemos
considerar a los mas importantes de punto de vista funcional a los &cidos grasos de méas de
20 carbonos, como son los acidos araquidonico (ARA), eicosapentaenoico (EPA) vy

docosahexaenoico (DHA).

Se sabe que este tipo de acidos grasos son indispensables para el mantenimiento e
integridad de las membranas celulares debido a que sus niveles relativos influyen sobre la
permeabilidad y fluidez de la membrana celular y subcelular; sirven como vehiculo
biologico en la absorcion de vitaminas liposolubles (A, D, E y K) (Guillaume et al., 2004).
Ademas, los acidos grasos se requieren para el optimo transporte lipidico (ligados a
fosfolipidos como agentes emulsificantes) y son precursores de las hormonas conocidas
como eicosanoides moléculas de importancia en la salud animal (Sargent et al., 1999a). Se

considera que los lipidos juegan un papel importante como “colchon mecanico” para el
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soporte de los organos vitales y ayudan en el mantenimiento de la flotabilidad neutra;
ademas se ha observado que son fuente de esteroides esenciales, mismos que desempefian
una amplia gama de funciones bioldgicas importantes (Sargent et al., 1995b Gill y
Valivety 1997). Un ejemplo claro es el colesterol, el cual estd involucrado en el
mantenimiento de los sistemas de membrana, en el transporte lipidico y como precursor de
la vitamina D3, de los acidos biliares y las hormonas esteroides como los andrégenos,

estrégenos, hormonas adrenales y corticosteroides (Haines, 1994).

En peces, el desarrollo larvario, el crecimiento y la calidad reproductiva son
afectados por la deficiencia de ARA, EPA y DHA, por lo cual el balance nutricional entre
estos tres HUFA es de fundamental importancia (Sargent et al. 1999b). Esto se ha
observado, particularmente para los peces marinos, que tienen una capacidad limitada para
la sintesis de HUFA, que es aun mas critica a nivel del desarrollo larvario (Sargent et al.,
1999a; Bell et al., 2003). Asi mismo, el requerimiento de acidos grasos en la dieta varia de
acuerdo a la capacidad de sintesis de los organismos, la cual es regulada por la tasa de
transcripcion genética y la actividad de enzimas desaturasas y elongasas, a través de rutas
de sintesis dependientes de oxigeno (Figura 1). Los peces marinos no son capaces de
sintetizar HUFA n-3 y n-6 a partir de sus precursores de 18 carbonos, debido a la ausencia
de la elongasa C18-C20 y/o inactividad de la desaturasa A5; por lo que el acido
eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y el &cido docosahexaendico (22:6n-3, DHA), son
esenciales en su dieta (Ghioni et al., 1999). Aunque algunas especies marinas como el
rodaballo (Scophthalmus maximus) presentan cierta capacidad de elongacion y
desaturacion de acidos grasos de 18 carbonos a sus equivalentes HUFA, dicha capacidad es
cuantitativamente deficiente para cubrir sus necesidades fisiologicas (Castell et al., 1994;
Sargent et al., 1995b; Tocher 2003). Se ha sugerido que en ambientes marinos, la
disponibilidad de dichos &cidos grasos en la dieta es alta, por lo que los peces no requieren
invertir energia para sintetizarlos (Bell et al., 1986; Copeman y Parrish, 2002; Bell et al.,
2003; Bransden et al., 2005). En contraste, la mayoria de los peces dulceacuicolas
presentan la capacidad de sintetizar HUFA n-3 y n-6 a partir de acido linolénico (18:3n-3)
y acido linoléico (18:2n-6) (Sargent et al., 1993; De Silva, et al., 1997; Almansa et al.,
2001). Sin embargo, dicha capacidad de sintesis también puede ser cuantitativamente
limitada, por lo que también es comun que los peces de agua dulce cuya dieta es

suplementada con HUFA n-3 y n-6 presenten mejores tasas de supervivencia y crecimiento



comparados con organismos alimentados con 18:2n-6 y 18:3n-3 (Henderson et al., 1987;
Brett y Navarra 1997; Gill y Valivety, 1997; Bell y Sargent, 2003). Dichas diferencias en
la capacidad de sintesis de &cidos grasos entre los peces marinos y dulceacuicolas se
manifiestan en un mayor contenido de HUFA en las especies marinas, dado que las
especies marinas tienden a depositar los &cidos grasos obtenidos de la dieta en los tejidos,
mientras que las especies de agua dulce, tienden a sintetizar solo la cantidad de acidos
grasos necesaria para satisfacer sus necesidades fisioldgicas a corto plazo (Tocher, 2003).
Por lo anterior, se considera en general que las especies marinas son una fuente importante
de HUFA n-3 (EPA y DHA) comparado con las especies de agua dulce (Steffens, 1997). A
su vez, los contenidos de éstos acidos grasos en los peces tiene una alta relevancia a nivel
de nutricion humana debido su creciente importancia en salud humana a distintos niveles
(Simpoulos 2000a; Simpoulos 2000b; Maina et al., 2003). Finalmente, es necesario
considerar que la capacidad de sintesis de &cidos grasos y/o actividad de las enzimas
involucradas disminuye conforme aumenta la edad de los organismos, por lo tanto, es
variable en las diferentes etapas del ciclo de vida de cada especie (Tocher, 2003). Asi
mismo, si la proporcion de HUFA DHAJ/EPA en la dieta no es adecuada para la especie y/o
etapa del ciclo de vida se puede promover una competencia entre las enzimas involucradas
en el metabolismo de los acidos grasos a la hora de convertir estos a moléculas funcionales
como los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, etc.,) (Henderson et
al., 1987; Tocher, 2003; Aguilar y Mendoza, 2004).
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Figura. 1. Diagrama de la ruta de elongacion y desaturacion de los acidos grasos en
sus diferentes familias ®-3, ©-6 y ©-9 a partir del acido graos 18:0. (Adaptado de Aguilar
y Mendoza 2004)



Como se menciond anteriormente, el pez blanco de Patzcuaro, como todas las
especies el género Menidia posee un origen marino, y su requerimiento de acidos grasos
podria estar mas cercano al de sus ancestros marinos (Monroy-Mendoza 2006). Los
adultos silvestres (Martinez-Palacios et al., 2006) asi como la progenie (Palacios et al.,
2007) presenta altos niveles de DHA y bajos de EPA, lo cual resulta en relaciones de
DHAJ/EPA entre 7 y 10 que suelen observarse también en otras especies dulceacuicolas
(Cengiz et al., 2003; Maina et al., 2003). En contraste, los niveles relativos de EPA y DHA
en el alimento natural (zooplancton) del lago o del alimento suministrado a nivel cultivo
(Artemia y alimento peletizado) resultd ser muy diferente con una relacion DHA/EPA
igual o inferior a 1 y un contenido relativamente alto de PUFA n-3 (18:3n-3 y 18:4n-3)
(Palacios et al., 2007). Estos resultados en conjunto con diversos estudios nutricionales
donde predominaba el acido linolénico (18:3n-3) en la dieta (Valencia-Betancourt et al.,
2004; Monroy-Mendoza 2006), sugiere que el pez blanco es capaz de sintetizar y por ende
tener altos niveles de DHA a partir de la elongacién y desaturacion de otros PUFA o
HUFA n-3. Sin embargo, al igual que lo expuesto anteriormente para otras especies
dulceacuicolas, es posible que el suplemento nutricional de HUIFA n-3 resulté en ventajas
directas en el desempefio del cultivo del pez blanco. Adicionalmente y considerando la
relacion particular de DHA/EPA del pez blanco, es importante analizar si variaciones en
dicha relacién en la dieta pueden influenciar el desempefio en cultivo. Este tipo de estudios
hacen parte de un conjunto de investigaciones enfocadas a incrementar el bajo crecimiento
en cultivo que tiene el pez blanco (Martinez-Palacios et al., 2004). Colateralmente es
importante considerar la composicion de &cidos grasos de la carne del pez blanco para
fines de consumo humano, tal como se ha analizado en otras especies como la tilapia
Oreochromis niloticus en la cual el contenido particular de DHA dependié en buena
medida de su suministro en la dieta (Maina et al., 2003). Dado que el pez blanco de
manera natural es un organismo zooplanctéfago no estricto (Ross et al., 2006), se han
podido evaluar los requerimientos nutricionales de proteina, lipidos y carbohidratos,
utilizando dietas artificiales. Sin embargo y al igual que otros atherindpsidos como el
pejerrey (Odontesthes bonariensis), Menidia estor, durante el cultivo, ha sido dependiente
del alimento vivo (rotifero y nauplio de Artemia), no sélo durante la etapa larvaria sino
también en la etapa juvenil, aunque en menor grado, como en la mayoria de especies del
género (Bahamondes, et al., 1979; Martinez et al., 2002; Mancini et al., 2009).



Por lo anterior en el presente trabajo, se plante6 analizar los efectos de la cantidad y
calidad de HUFA en la dieta de juveniles del pez blanco, utilizando a los nauplios de A.
franciscana como medio para enriquecer y hacer llegar estos acidos grasos a los peces
(Léger et al., 1986). Gracias a un control de calidad estricto, con este procedimiento, se
puede evitar en cierta medida tanto la oxidacion o transformacion de HUFAs, al manipular
los tiempos y procedimientos de enriquecimiento. En el caso de pez blanco ya se han
realizado algunos estudios de enriquecimiento con rotifero (Brachionus plicatilis) y
Artemia, en particular en larvas, donde se encontrd que el enriquecimiento mejora el
crecimiento y supervivencia de esta especie (Valencia-Betancourt et al., 2004; Monroy-
Mendoza, 2006; Navarrete-Ramirez 2006). Sin embargo no se han realizado estudios con
juveniles, por lo cual el propdsito del presente trabajo fue evaluar los protocolos de
enriquecimiento de Artemia franciscana con diferentes proporciones de DHA/EPA en la
dieta para juveniles de pez blanco M. estor, en términos de crecimiento y supervivencia, lo
que permitird desarrollar esquemas de alimentacion con alimento enriquecido, éptimos

para juveniles de esta especie.



I11. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del enriquecimiento de Artemia franciscana con diferentes proporciones
de DHA/EPA en la dieta para juveniles de pez blanco Menidia estor, en términos de

crecimiento y supervivencia.

I11.1 Objetivos Particulares.

- Estandarizar el método para enriquecer nauplios de Artemia franciscana con diferentes
proporciones de DHA/EPA.

- -Analizar el efecto de 5 tratamientos en donde se enriquecieron nauplios de A.
franciscana, con diferentes proporciones de DHA/EPA usados como alimento de juveniles

de Menidia estor, evaluando el crecimiento y supervivencia.

-Evaluar los niveles de &cidos grasos, en higado y musculo de juveniles alimentados con

nauplios de Artemia enriquecida con diferentes proporciones de HUFA.



v
CAPITULO |
ESTANDARIZACION DEL METODO PARA ENRIQUECER NAUPLIOS DE Artemia
franciscana CON DIFERENTES PROPORCIONES DE DHA/EPA.

IV.1. RESUMEN

La utilizacion de Artemia franciscana (nauplios y adultos) enriquecida con acidos
grasos ®-3 especificamente DHA y EPA como principal alimento de peces, ha sido motivo
de abundante investigacion, el caso del cultivo del pez blanco M. estor, el alimento vivo
(nauplio de Artemia franciscana) también es utilizado en las primeras etapas de desarrollo
y en menor grado en estado juvenil. El objetivo del presente capitulo fue analizar las
condiciones Optimas de enriquecimiento de nauplios de Artemia franciscana, investigando
el efecto del tiempo de enriquecimiento (18 y 24 h), el efecto de un doble enriquecimiento
(0 y 12h) y el efecto del lavado del nauplio de Artemia después de ser enriquecida. Con el
fin de llevar a cabo lo anterior se utilizaron dos emulsiones con diferentes proporciones de
DHA/EPA (4 y 0.6). Los experimentos se realizaron con la finalidad de evaluar el posible
efecto de las variables mencionadas en los niveles de acidos grasos DHA y EPA en el
nauplio de Artemia para posteriormente utilizarlo como alimento para juveniles de pez
blanco. Los resultados encontrados indican que tanto el tiempo éptimo de enriquecimiento
como el efecto de un doble enriquecimiento dependen en gran medida del tipo de emulsion
que se utilice. Sin embargo, segun los resultados obtenidos, se establece que después de un
periodo de enriquecimiento de 18 h, se obtienen niveles mayores de DHA, por lo que se
considera que es posible iniciar con el esquema de alimentacion después de ese periodo.
Aunque se obtienen mejores resultados con un doble enriquecimiento de Artemia durante
24 horas para la emulsion con una relacion de DHA/EPA=4 no sucede lo mismo para la
emulsion de DHA/EPA=0.6. Por el contrario, el doble enriquecimiento significa un mayor
esfuerzo para el usuario en condiciones de 18 horas de enriquecimiento. Por su parte, la
realizacion de un lavado para eliminar la emulsion adherida al cuerpo de la Artemia no
afecta sustancialmente el contenido de DHA en ella y es preferible realizarlo para evitar
contaminacion en la unidad de cultivo. Por lo anterior, el procedimiento recomendado para
la fase experimental con peces fue de 18 a 24 horas de enriquecimiento para los distintos
suministros de Artemia a los peces durante el dia, un solo enriquecimiento y un lavado de

la Artemia antes de ser suministrada a los peces.



IV.2. INTRODUCCION.

La alimentacion a base de presas vivas para larvas de peces jovenes sigue siendo
esencial en las operaciones comerciales, debido a que en la actualidad aun no existe una
formulacién de alimento artificial disponible para poder sustituir completamente la
utilizacion del nauplio de Artemia. La Artemia presenta caracteristicas importantes como
una rapida y sencilla disponibilidad de nauplios, una buena digestibilidad, una cuticula
delgada, su movimiento constante, la ausencia de respuesta de escape, el color llamativo y
una buena palatabilidad (Monroig, 2006). Sin embargo, la Artemia tiene un gran
desventaja en cuanto a su calidad nutricional, dado que es relativamente pobre en &cido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) y carece por completo de acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6 n-3), el cual es esencial para muchas especies de peces (Ando et al., 2003).
Una préactica comun para enriquecer estas presas vivas es la utilizacion de emulsiones
basadas en aceites, ya sea de origen vegetal o0 mas cominmente marinos (Leger et al.,
1986).

El enriquecimiento de Artemia es una practica comun en acuicultura que se basa en
aprovechar la caracteristica filtradora de las presas vivas mediante la cual incorpora en su
cuerpo los nutrientes del enriquecedor, funcionando como vehiculo hacia los peces (figura
2). Hoy en dia, existen en el mercado una amplia gama de productos comerciales para ser
utilizados como enriquecedores. Los mas utilizados son las emulsiones con base en aceites
de pescado o en derivados de algas y/o plantas (maiz), ricas en determinados acidos grasos
(ARA, DHA, EPA), a los que se les aflade emulsionantes naturales, como las lecitinas o
yema de huevo, o artificiales, como el Tween o el Span, manteniendo los otros nutrientes
esenciales mas o menos constantes (Bransden et al., 2005). Dada la carencia particular de
DHA en la Artemia y al incremento en el conocimiento cientifico acerca de los
requerimientos de DHA, asi como sobre la disponibilidad de este &cido graso en diferentes
ingredientes, las formulaciones tradicionales ricas en EPA, se han sustituido por nuevos
productos ricos en DHA. Todos estos cambios en la formulacién de emulsiones para el
enriquecimiento de Artemia, ofrece mas posibilidades para cubrir las necesidades de las
diferentes especies y ayudar a reducir los problemas relacionados con las enfermedades,
resistencia al estrés, las deformidades, y pigmentacion en numerosas especies de peces;

aunado a esto se ha observado que los organismos llegan a presentar mejor crecimiento y
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supervivencia cuando el alimento es enriquecido con emulsiones ricas en acidos grasos ®-3
(Ando et al., 2004; Han et al., 2005; Monroig et al., 2006; Palmtag et al., 2006).

. vy

Figura 2. Microfotografia que muestra la regidn intestinal del nauplio de Artemia
enriquecida por 18 h (Arulvasu y Munuswamy, 2009).

El enriquecimiento tiene sus limitaciones debido a que la Artemia cataboliza
selectivamente algunos de los nutrientes como el DHA. Se ha demostrado en diferentes
cepas de Artemia que el DHA es catabolizado o “retroconvertido” a EPA y que esto
depende en gran medida del tiempo de enriquecimiento, de la temperatura, del tipo y dosis
de la emulsidon, o dicho de otra manera de la técnica de enriquecimiento (Shiozaki et al.,
2005, Immanuel et al., 2007). Aun cuando el enriquecimiento se esta convirtiendo en una
operacion de rutina en muchos criaderos de organismos acuaticos, algunas condiciones de
enriquecimiento siguen siendo importantes objetos de estudio para llegar a conocer las
variaciones del contenido de acidos grasos que finalmente se ofrece como alimento del
organismo de interés. Por lo anterior existen cierto nimero de trabajos que evaltan dichas
variaciones en funcion las condiciones y procedimientos particulares del enriquecimiento.
Asi, un factor importante que es tomado en cuenta, es el tiempo de enriquecimiento, que
regularmente va desde 12 h, hasta un periodo de 24 h después de la eclosiéon (Han et al.,
2000). Al comparar el curso temporal de incorporacion de acidos grasos, se ha observado
que en periodos de enriquecimiento entre 12 y 18h, el contenido de DHA o de HUFA
totales préacticamente alcanzan sus niveles maximos (Han et al., 2000; Evjemo et al 2001;
Immanuel et, al., 2007; Arulvasu y Munuswamy, 2009). Por otro lado, Léger et al. (1987)
observaron que el dividir la racion total de la emulsién enriquecedora en dos o hasta tres

raciones no mejoraba el contenido total de HUFA o el contenido particular de DHA al
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cabo de 24 y 48 horas de enriquecimiento. Sin embargo, no esta del todo claro si algunas
de las condiciones particulares de los trabajos citados pueden afectar de manera diferencial
la incorporacién/retencion particular de DHA en funcion de un determinada relacién
DHA/EPA en la emulsion, por lo que el objetivo del presente trabajo fue estandarizar el
método para enriquecer nauplios de Artemia franciscana con diferentes proporciones de
DHAV/EPA, para alimentar juveniles de pez blanco M. estor.
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IV.3.MATERIALES Y METODOS.

IV.3.1. Disefio experimental.

IV.3.1.1. Obtencién de nauplio de Artemia para analisis de enriquecimiento.

Para la obtencién de nauplios de Artemia para el analisis de enriquecimiento, se
utilizaron 45g de quiste de Artemia; el cual fue desenquistado con una solucion de
hipoclorito de Sodio (NaC1O) al 60% y una solucion de tiosulfato de sodio al 10%.
Posteriormente fue puesto a eclosionar por 24 h a una salinidad de 25°o0. L0s nauplios de
Artemia obtenidos después de la eclosion fueron transferidos a unidades experimentales de
1L de agua a la misma salinidad y a una densidad de 200,000 Artemia/L (Dhert y Sorgelos;
1993). Posteriormente se agrego la emulsion correspondiente en una proporcion total de

0.6 9/200,000 nauplios/L que fue proporcionada diferencialmente segun el experimento.

IV.3.1. 2. Enriquecimiento de nauplio de Artemia.

Se realizaron tres experimentos diferentes para evaluar las condiciones préacticas
Optimas a usar en el bioensayo final con los peces. Estas evaluaciones se hicieron con
emulsiones proporcionadas por el “Artemia Referente Center”, Universiadad de Ghent,
Bélgica (ICES standar reference emulsions) y que contenian un 30% de HUFA, dos
relaciones diferentes de DHA/EPA de 0.6 y 4, de tal manera que se usaron 2 emulsiones:

- Emulsion con 30% de HUFAS totales y una proporcion de DHA/EPA=4 (E100-4).
- Emulsion con 30% de HUFAS totales y una proporcion de DHA/EPA=0.6 (E100-0.6).

IV.3.1.2.1 Experimento 1: Efecto del tiempo de enriquecimiento.
Se proporciond una sola dosis inicial de 0.6 g a y se tomaron muestras de los

nauplios de Artemia enriquecida al cabo de 18 y 24 horas de enriquecimiento, con tres

réplicas por tiempo.
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IV.3.1.2.2 Experimento 2: Efecto del doble enriquecimiento.

Se comparo el enriquecimiento sencillo que consiste en una sola racion inicial de
emulsion de 0.6 g con el enriquecimiento a dos tiempos (0 y 12 h) con dos dosis de
0.39/200,000 nauplios/L a cada tiempo. En ambos casos se colecto la muestra de Artemia
enriquecida (n=3 réplicas por tratamiento) al cabo de 24 h para el analisis de &cidos grasos.

IV.3.1.2.3 Experimento 3. Efecto del lavado de la Artemia posterior al

enriquecimiento.

Esta evaluacion se realiz6 tanto con una sola dosis como con dos dosis de
enriquecimiento, de acuerdo con el protocolo del experimento anterior, dado que era
importante evaluar si la influencia del lavado podria ser variable dependiendo del
suministro de las raciones de emulsion. Para las muestras sin lavado, Unicamente se
elimino el exceso de agua, mientras que en las muestras lavadas se hacia pasar 1 L de agua

a través de un tamiz, en el cual se retenia el nauplio de Artemia.

IV.3.2.1 Anélisis del perfil de &cidos grasos del nauplio de Artemia.

Para determinar el perfil de acidos grasos del nauplio de Artemia, se tomaron 50
mg de nauplio y se colocaron en 6 ml de solucion Folch (mezcla de cloroformo: metanol
2:1), utilizando la metodologia descrita por Palacios y Arjona (2007) que se describe
brevemente a continuacion. A cada una de las muestras se les agregdé 10 pL de BHT
(Butilhidroxitolueno) para evitar la oxidacion de la muestra y 10 pL de &cido graso C:23

(acido tricosanoico), como estandar interno.

Las muestras se almacenaron a una temperatura de -4°C, para su posterior analisis.
Cada muestra fue separada en 2 partes iguales (3 ml), utilizando una parte para el analisis
para acidos grasos totales de cada tratamiento mientras que el resto de la muestra se
almaceno como respaldo. Los 3 ml de homogenizado se evaporaron con nitrégeno gaseoso
hasta concentrar la muestra en aproximadamente 0.5ml. Una vez concentrada la muestra se

agregd 1 ml de hexano y se procedi6 a centrifugar las muestra a 2000 rpm a 5°C por 5
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minutos, para separar la muestra en dos fases (metanol:HCL y hexano), para
posteriormente desechar la parte inferior de la muestra (metanol:HCL) dejando Unicamente
el hexano conteniendo los metil-esteres de la muestra. Finalmente para lograr eliminar los
posibles residuos y recuperar Unicamente el contenido de lipidos, se realizaron dos lavados
agregando 2 mL de H20 destilada, después de agitar los tubos se centrifugaron a 2000 rpm
durante 5 minutos a 4° C para su separacion en dos fases. La fase interior (agua + restos de
carbohidratos) se separ6 de la fase superior (hexano + acidos grasos metil-esterificados o
FAME por sus siglas en inglés), eliminando la primera con pipetas Pasteur y agregando
agua nuevamente para repetir el procedimiento de lavado. Las muestras se almacenaron a -

20° C hasta lograr el congelamiento de la fase acuosa.

Una vez congelada el agua se recuperd la fase de hexano con los FAME vy se
colocaron en viales de &mbar de 1 mL con tapa de teflon los cuales se almacenaron a -
20°C. Los FAME obtenidos fueron analizados por cromatografia de gases en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste modelo HPG1800B. Se utilizd una columna
capilar de silica fundida de 30 m de longitud por 0.25um (espesor de pelicula) por 0.25 mm
(didmetro interno), fase de pili-etileno-glicol con helio como gas acarreador un flujo de
0.9ml/min, una rampa de temperatura de 110-220°C. La identificacién de los FAME se
realiz6 comparando el tiempo de retencion de la muestra con el de estandares conocidos
(37 Component FAME Mix de Supelco y Marinol).

Finalmente se realizo la identificacion de los picos del cromatograma de cada una
de las muestras analizadas (figura 3).
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Figura 3. Separacion de ésteres metilicos de &cidos grasos mediante una técnica de GC con
una columna tubular abierta y deteccidn por ionizacion de llama de un patron comercial
(37 Component FAME Mix de Supelco).

1VV.3.3.1 Estadistica.

Los datos se reportan como media + desviacion estandar. Las diferencias entre
medias de los distintos tratamientos se determinaron mediante ANOVA de una via,
seguido de la prueba de Tukey para la comparacion multiple de medias. El nivel de
significancia se fijo en p< 0.05. Los valores expresados en porcentaje fueron transformados
mediante arcoseno para su analisis estadistico. Se reportan aqui Unicamente los datos
correspondientes a los perfiles de DHA, EPA vy la relacion DHA/EPA, mientras que el
resto de los &cidos grasos se reportan en el Anexo 1,2y 3.
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IV.4. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.4.1 Andlisis de Artemia enriquecida.

IV.4.1.1. Anélisis del tiempo de enriquecimiento de nauplio de Artemia.

Los resultados del experimento para determinar el tiempo Optimo de
enriquecimiento del nauplio de Artemia con las emulsiones se muestran en la Figura 4. Tal
y como era de esperarse, se puede apreciar una mayor proporcién de EPA, una menor
proporcién de DHA y por consiguiente una menor relacion DHA/EPA con la emulsién con
menor relacion DHA/EPA. A mayor tiempo de enriquecimiento, se incrementd el
contenido de EPA sélo con la emulsion E100-4, tal y como lo muestra la interaccion
significativa. En contraste, el contenido de DHA vy la relacion DHA/EPA disminuyen al
cabo de 24 horas de enriquecimiento comparado con 18 horas, tal y como lo indica el
efecto significativo del factor tiempo. Sin embargo, este efecto fue méas pronunciado en el
caso de la emulsion con alta relacion DHA/EPA, tal y como lo indica la interaccion

significativa para la relacion DHA/EPA en la Artemia.

Los datos obtenidos en diversos trabajos son muy variables y dependen de una serie
de factores como la dosis y el tipo de emulsion (Coutteau y Mourente 1997; Evjemo et al.,
2001; Immanuel et al., 2007), la especie de Artemia (Evjemo et al., 1997; Han et al.,
2000), asi como de las condiciones fisicas (temperatura, luminosidad) (Evjemo et al.,
2001) y quimicas (salinidad). McEvoy et al., (1997) encuentran que a partir 15h de
enriquecimiento con aceite de orbital de atin mezclado con diferentes proporciones de
fosfatidilcolina (PC), hay una disminucion notable del contenido de DHA y EPA, pero ésta
depende del contenido de PC de la emulsion que al parecer ejerce un papel protector, al
impedir la oxidacion de estos HUFA. En contraste, al usar emulsiones ICES que contienen
antioxidantes sintéticos, el DHA se incrementa progresivamente hasta las 24 horas que
dura el enriquecimiento (Evjemo et al., 1997); mientras que al usar una emulsion
comercial rica en DHA (Selco-INVE), hay un incremento progresivo muy pronunciado de
DHA entre 0 y 12 horas seguido de un incremento mucho menor entre 12 y 24 horas

(Evjemo et al., 2001). Resultados similares de una incorporacion menos pronunciada, pero
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a partir de 6 horas de enriquecimiento, se obtuvieron con una emulsion a base de aceite de

pescado, yema de huevo, vitaminas y levadura (Immanuel et al., 2007).

Por lo resultados tan variables de la bibliografia, era necesario probar la influencia
del tiempo de enriquecimiento para los fines practicos del presente trabajo. Segun los
resultados obtenidos, es posible iniciar a ofrecer Artemia a partir de las 18h de
enriquecimiento, considerando que el decremento en DHA vy en la relacion DHA/EPA es
de aproximadamente 10 y 20%, respectivamente, entre 18 y 24h. Por lo anterior, se
considero factible realizar la primera alimentacion con Artemia enriquecida por 18 horas,
la segunda con Artemia enriquecida por 20h, una tercera a las 22h y la Gltima con Artemia

enriquecida por 24h.

Por otro lado y aunque no se evalu6 en el presente trabajo, estd documentado que
después de 24h de enriquecimiento los niveles de HUFA (EPA, DHA y DHA/EPA), del
nauplio de Artemia, tienden a disminuir, esto se ha observado al realizar trabajos donde
después del enriquecimiento el nauplio de Artemia es sometido a periodos de inanicion de
hasta 96 h (Dhert et al., 1993; Evjemo et al., 1997 Coutteau y Mourente; 1997, Evjemo et
al., 2001; Naz 2008). Lo anterior se debe tanto a la oxidacion de los HUFA como a una
particularidad metabdlica importante de los nauplios de Artemia que es la
“retroconversion” de DHA a EPA (McEvoy et al., 1995; Navarro, et al., 1999; Han et al.,
2000., Monroig et al., 2007). Esto implica que el nauplio que comeran los peces durante
las primeras horas sera el que realmente aporte las cantidades de HUFA determinadas en
este capitulo de estandarizacion.
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Figura 4. Niveles de EPA (A), DHA (B) y proporcion de DHA/EPA (C) en nauplios de
Artemia enriquecida por 18 y 24 horas con diferentes contenidos de DHA/EPA ratio
(E100-4 y E100-0,6). Se realiz6 una prueba ANOVA de dos vias (E: emulsion x T: la hora
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IV.4.1.2. Analisis del efecto del doble enriquecimiento de Artemia.

Los resultados del experimento (Figura 5) indican que el doble enriquecimiento no
favorece significativamente la acumulacion de EPA en ningin tratamiento (E100-4 y
E100-0.6), ya que se encontraron niveles significativamente mas bajos de este acido graso
cuando se aplico un doble enriquecimiento. En contraste, el efecto del doble
enriquecimiento sobre los niveles de DHA y sobre la relacion DHA/EPA dependio del tipo
de emulsion, tal y como lo indica un interaccion significativa. Asi, el aplicar un doble
enriquecimiento promovié una mayor acumulacion de DHA en el nauplio de Artemia
alimentado con la emulsion E100-4, mas no con la emulsién E100-0.6 que inclusive fue
menor con un doble enriquecimiento. Lo anterior repercutié de manera directa en la
relacion en DHA/EPA de cada tratamiento: valores de 1.5 vs 2,5 con enriquecimiento
sencillo o doble, respectivamente, con la emulsion E100-4 y un valor de 0.5 para la

emulsion E100-0.6, independientemente del tipo de enriquecimiento.

Si bien Léger et al., (1987) observaron que el dividir la emulsiéon en dos o hasta
tres raciones no mejoraba la incorporacion de HUFA en la Artemia, la mayoria de los
trabajos utilizan un doble enriquecimiento (McEvoy et al., 1997; Evjemo et al., 1997; Han
et al., 2000; Evjemo et al., 2001) a menos que utilicen tiempos de enrigquecimiento
menores a 24 horas (Immanuel et al., 2007; Arulvasu y Munuswamy, 2009). Los
resultados del presente trabajo si justifican el uso del doble enriquecimiento dado que los
niveles de DHA fueron mayores que al suministrar la emulsion en una sola racion desde el
tiempo (Oh). Lo anterior puede deberse, tanto a una menor incorporacion como su
degradacién por oxidacién o retroconversion a EPA (McEvoy et al., 1995; Navarro et al.,
1999). Sin embargo es dificil explicar el efecto contrario con la dosis de relacion baja
DHAJ/EPA vy los cambios que ocurren en paralelo con los niveles de EPA y se requieren
enfoques experimentales mas particulares para analizar el metabolismo de estos dos acidos
grasos en estas condiciones. En cualquier caso a partir de estos resultados obtenidos, para
el bioensayo de alimentacion de peces juveniles (capitulo Il) se tomé la decision de
enriquecer una sola vez dado que se optd por un periodo total de enriquecimiento de 24
horas, iniciando con la primera alimentacién a las 18 de enriquecimiento. Lo anterior
también tiene ventajas practicas de no tener que enriquecer a las 3:00 AM durante un
periodo prolongado de tiempo que dura un bioensayo nutricional con peces.
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Figura 5. Niveles de EPA (A), DHA (B) y proporcién de DHA/EPA (C) en nauplios de
Artemia enriquecido por 24 horas con diferentes proporciones de DHA/EPA (E100-4 y
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ANOVA de dos vias (E: emulsién x D: enriquecimiento Unico o doble).
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IV.4.1.3. Andlisis del efecto de enjuague en el enriquecimiento del nuplio de Artemia.

IV.4.1.3.1 En condiciones de uno y doble enriquecimiento.

Los resultados de los experimentos para evaluar el efecto de un enjuague o lavado
de la Artemia después del proceso de enriquecimiento, muestra que no existen diferencias
significativas en el contenido de EPA para ningun tratamiento por efecto del lavado.
Unicamente se puede apreciar que hubo diferencias significativas entre los dos tipos de
emulsion (E100-4 y E100-0.6) utilizadas para el enriquecimiento. En cuanto al contenido
de DHA vy la relacion DHA/EPA, y tal como lo indica una interaccion significativa, el
efecto del lavado dependi6 del tipo de emulsion. Con la emulsion E100-4, el lavado
disminuyd ligeramente el contenido de DHA y la consecuente relacion DHA/EPA mientras
que este efecto no se observo con la emulsion E100-0.6. El efecto del lavado se debe muy
probablemente a que una parte de la emulsion queda adherida al cuerpo de los nauplios
enriquecidos, aunque es dificil explicar porque este efecto solo se observé con la emulsion
E100-4.

Con el doble enriquecimiento, la influencia del lavado fue similar, aunque en este
caso la pérdida de DHA por efecto de lavado con la emulsion E100-4 ya no fue
estadisticamente significativa. Se esperaba una posible diferencia del efecto el lavado entre
el enriquecimiento sencillo y doble, debido a la cantidad de emulsion que se agregaba en
un determinado tiempo y que podia repercutir en un momento dado en una menor

eficiencia de asimilacion.

Aln cuando no existen trabajos en donde se haya evaluado la importancia del
enjuague del nauplio de Artemia (con agua dulce o marina), esta es una practica comun
realizada en todos los protocolos de enriquecimiento (Monroig et al., 2007; Villalta et al.,
2005; Immanuel et al., 2007; Naz 2008; Arulvasu y Munuswamy, 2009), para disminuir la
contaminacion del cultivo, por los restos de emulsién no ingerida que la Artemia tiene
adherida a su cuerpo y que no es aprovechada por los peces en el cultivo. Debido a que el
efecto de no lavar la Artemia fue minimo y sélo representd una ganancia del 2y 3 % en
los niveles de DHA y en la relacion DHA/EPA, respectivamente, el protocolo a usar con

los peces fue el de realizar dicho lavado por la razén ya mencionada de no contaminar el
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cultivo. Asimismo, se puede concluir que la mayor parte de los lipidos de la emulsion

fueron ingeridos por la Artemia y no como emulsion adherida al cuerpo.
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Figura 6. Niveles de EPA (A), DHA (B) y proporcion de DHA/EPA (C) en nauplios de
Artemia enriquecido por 24 horas con diferentes contenidos de DHA/EPA ratio (E100-4 y
E100-0,6), y aplicando un lavado (L) o no (NL) con un solo enriquecimiento (Véanse
métodos). Se realizé un ANOVA de dos vias (E: emulsion x: lavado o no lavado).
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V.5. CONCLUSION

Con los resultados obtenidos en este capitulo, acerca del enriquecimiento de los nauplios

de Artemia con las emulsiones ricas en HUFA se establecieron tres importantes preceptos:

1-

que es posible iniciar el esquema de alimentacion con la Artemia enriquecida por
18h sin reducir su calidad nutricional, lo que permite ahorrar unas horas en el
proceso de enriquecimiento para ajustar de forma préctica los tiempos de
enriquecimiento a los tiempos de alimentacion de los peces en una planta de
produccién de peces.

que se obtienen mejores resultados con doble enriquecimiento al cabo de 24 horas,
aungue depende del tipo de emulsién. Para fines de este trabajo se optd por un solo
enriquecimiento dado que solo se usaron 18 horas de enriquecimiento y ademas
porque simplifico la labor de usuario.

que es importante la realizacion de un enjuague o lavado de la Artemia antes de ser
depositada en los tanques de cultivo. Aun cuando hay cierta pérdida de DHA, ésta
es minima y seré preferible trabajar con mayor limpieza del agua de cultivo, lo que
finalmente puede traducirse en menor esfuerzo para realizar los recambios de agua

y menor estrés para los peces cultivados.

Finalmente la estandardizacion de los procesos de enriquecimiento pueden
facilitar las condiciones empleadas para nauplio de Artemia, mejorando su
contenido nutricional, de tal manera que contenga los niveles Optimos para los

organismos.
Para el desarrollo de los experimentos de alimentacion del pez blanco de

Patzcuaro en el siguiente capitulo, se llevd a cabo la préctica de los tres puntos

anteriores para el enriquecimiento de los nauplios de Artemia.
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CAPITULO L.

ANALISIS DEL EFECTO DE LA RELACION DHA/EPA EN EL CRECIMIENTO Y
SUPERVIVENCIA DE JUVENILES DE Menidia estor (ATHERINOPSIDAE),
ALIMENTADOS CON NAUPLIO DE Artemia ENRIQUECIDA.

V.1. RESUMEN.

El desarrollo de la tecnologia para lograr el cultivo del pez blanco de Patzcuaro (M.
estor) ha avanzado de manera satisfactoria. Sin embargo, aln es necesario optimizar las
practicas de cultivo, asi como conocer acerca de sus requerimientos nutricionales para
lograr un mejor crecimiento. Anteriormente se ha descrito que esta especie presenta altos
niveles de DHA, al parecer debido a una al perecer a cierta capacidad de sintesis a partir
acido linolénico (18:3n-3), que aparentemente cubre sus requerimientos en larvas. Dado el
bajo crecimiento en cultivo que registra M. estor, se considerd necesario evaluar el efecto
del suministro de acidos grasos altamente insaturados (HUFA) sobre el crecimiento, la
supervivencia y el perfil de acidos grasos de juveniles de M. estor. Se evaluaron cinco
tratamientos alimenticios consistentes de nauplios de Artemia franciscana enriquecidos por
18 h con una emulsién basada en aceite de maiz; dos emulsiones (con 30% de HUFA
totales) con dos relaciones de DHA/EPA (4 y 0.6) y otras 2 emulsiones (con 15% de
HUFA totales) con la mismas relaciones de DHA/EPA. Después DE 90 dias de
bioensayos se pudo observar que los peces que fueron alimentados con el nuaplio de
Artemia enriquecido con la emulsion EM mostraron una ganancia de peso (1.48+0.06°) y
una longitud total (6.59+0.27°) significativamente mayores con respecto al resto de los tratamientos
(p <0.05). Los valores de supervivencia oscilaron entre 78.8 y 88.8 %, los cuales mostraron
diferencias significativas en tratamiento. El higado y musculo de los peces alimentados con
cualquiera de las 5 emulsiones registraron una relacion de DHA/EPA cercana a 7. De
acuerdo a los resultados obtenidos en el presente bioensayo, donde al parecer M. estor, no
requiere de DHA/EPA en la dieta, por lo que sus requerimientos son basicamente de acido

linolénico (18:3n-3), dado los niveles elevados de DHA encontrados en esta especie.
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V.2 INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes a considerar en el cultivo del pez blanco, asi
como todas las especies cultivadas, es concerniente a lograr una nutricién adecuada de la
especie. Diversos autores han estudiado el efecto de los lipidos en la nutricion de peces y
resaltan la importancia de los mismos como estimuladores del crecimiento, fuente de
energia, constituyentes estructurales de las membranas celulares que favorecen los
procesos de osmo-regulacion y la permeabilidad de las branquias, agente de transporte de
sustancias liposolubles y precursores metabolicos, entre otros (Sargent et al., 1993;
Geurden et al., 1997; Steffens, 1997; Alessandri et al., 2004; Sampath y Ntambi, 2005).

El establecimiento de dietas a partir del enriquecimiento nutricional de alimento
vivo (nauplio de Artemia) permite la incorporacion de elementos esenciales en la dieta, que
en algunos casos, estimulan respuestas como el crecimiento, supervivencia, desarrollo y
resistencia a condiciones estresantes comunmente presentadas en las actividades de cultivo
(Sakamoto et al., 1982; Narciso et al., 1999; Han et al., 2000). En algunos casos, este
enriquecimiento se basa en el uso de emulsiones lipidicas, cuyos componentes principales
son aceites ricos en acidos grasos polinsaturados de cadena larga extraidos de peces como
el bacalao (Czesny et al., 1999; Smith et al., 2002) y es recomendado como alternativa
para incorporar en el alimento vivo nutrientes que no son tradicionalmente encontrados en

su composicion natural (Smith et al., 2002).

La supervivencia y crecimiento o la ganancia de peso son unos de los indicadores
mas importantes para evaluar el desempefio de los peces, tanto en estudios experimentales
como en la produccién comercial (Tacon 1989, Guillaume 2004). Es de suponer que una
adecuada alimentacion en estado juvenil favorecera el crecimiento, la supervivencia y

finalmente el desarrollo reproductivo.

Sin embargo, esto depende de las condiciones nutricionales a las que estén
sometidos los organismos, en términos de calidad y cantidad de los principales
macronutrientes (proteina, lipidos y carbohidratos), asi como de constituyentes de estos

macronutrientes (aminoacidos y éacidos grasos) y de micronutrientes (vitaminas y
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minerales). Particularmente los &cidos grasos son de gran importancia debido a nutrientes
que intervienen en el metabolismo celular, respuesta al estrés, reproduccion, adaptacion al
ambiente, sintesis de eicosanoides, respuesta inmune, desarrollo del sistema nervioso y
expresion genética, entre otros (Brett y Navarra, 1997; Steffens, 1997; Alessandri et al.,
2004; Sampath y Ntambi, 2005). Generalmente, se considera que los HUFA (por sus siglas
en ingles) actdan como bloques estructurales de los fosfolipidos (PL) de las membranas
celulares, mientras que los acidos grasos saturados y monoinsaturados participan como

lipidos de reserva (acilglicéridos, esteroles, etc.).

Los requerimientos de &cidos grasos en la dieta de los organismos varia
ampliamente entre especies, de acuerdo a la etapa del ciclo de vida, sexo, dieta, factores
ambientales (salinidad, temperatura, fotoperiodo, etc.); pudiendo ademas, intensificarse
durante los periodos de mayor actividad, crecimiento, estrés y/o la temporada reproductiva
(Henderson et al., 1987; Booth et al., 1999). Por otro lado, el requerimiento de &cidos
grasos en la dieta también varia de acuerdo a la capacidad de sintesis de los organismos, la
cual es regulada por la tasa de transcripcion genética y la actividad de las enzimas
desaturasas y elongasas. Los peces marinos no son capaces de sintetizar HUFA n-3 y n-6 a
partir de sus precursores de 18 carbonos, debido a la ausencia de la elongasa C18-C20 y/o
inactividad de la desaturasa A5 ; por lo que el acido eicosapentaendico (20:5n-3, EPA) y el
acido docosahexaendico (22:6n-3, DHA) son esenciales en su dieta (Ghioni et al., 1999) y
aun cuando algunas especies marinas como el rodaballo (Scophthalmus maximus)
presentan una capacidad de elongacion y desaturacién de PUFA a HUFA, ésta puede
presentarse a una tasa y/o velocidad deficiente para cubrir sus necesidades fisiol6gicas
(Castell et al., 1994; Sargent et al., 1995b; Tocher, 2003). Se ha sugerido que en ambientes
marinos, la disponibilidad de dichos acidos grasos en la dieta es alta, por lo que los peces
no requieren invertir energia para sintetizarlos (Bell et al., 1986; Copeman et al., 2002;
Bransden et al., 2005). En contraste, la mayoria de los peces dulceacuicolas presentan la
capacidad de sintetizar HUFA n-3 y n-6 a partir de acido linolénico (18:3n-3) y acido
linoléico (18:2n-6) (Sargent et al., 1993; De Silva, et al., 1997; Almansa et al., 2001; Bell
et al., 2004). Sin embargo, dicha capacidad de sintesis puede ser limitada o presentarse a
baja velocidad, por lo que los peces de agua dulce cuya dieta es suplementada con HUFA

n-3 y n-6 presentan mejores tasas de supervivencia y crecimiento comparados (Henderson
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et al., 1987; Brett y Navarra 1997; Gill y Valivety, 1997; Bell y Sargent, 2003). Asimismo,
si la proporcion de n-3:n-6 en la dieta no es adecuada para la especie y/o etapa del ciclo de
vida se puede promover una competencia entre las enzimas involucradas en el
metabolismo de los &acidos grasos (Henderson et al., 1987; Tocher, 2003; Aguilar y
Mendoza, 2004). Las especies dulceacuicolas de zonas templadas requieren 0.5 al 1.0% de
18:3n-3 y 18:2n-6 (peso seco) en la dieta, presentando por lo general mayor requerimiento
de 18:3n-3; mientras que las especies de zonas tropicales presentan el patron opuesto
(Tocher, 2008).

Dada la importancia de los acidos grasos en la nutricién y por lo tanto en el
desempefio de los peces (Lazo et al., 2000; Delbert y Gatlin 2000; Hardy y Gatlin 2002;
Gisbert et al., 2008) se consider6 importante determinar el efecto de nauplios de Artemia
franciscana enriquecida con cinco emulsiones lipidicas, ricas en acidos grasos HUFA,

sobre el crecimiento y supervivencia de pez blanco.
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V.3. MATERIALES Y METODOS.

V.3.1. Experimento con juveniles de pez blanco M. estor.

El experimento se realiz6 con juveniles de 4 meses de edad con un peso promedio
de 0. 54 g sometidos a 5 tratamientos nutricionales enfocados a analizar tanto el efecto del
contenido total de HUFA como de la relacion DHA/EPA. Para enriquecer los nauplios de
Artemia se utilizaron emulsiones proporcionadas por el “Artemia Referente Center”,
Universidad de Ghent, Beélgica (ICES standar reference emulsions) y que contenian un
30% de HUFA, dos relaciones diferentes de DHA/EPA de 0.6 y 4 (Tabla 1), de tal manera
gue se usaron 5 emulsiones:

1- Emulsion de aceite de maiz (EM).

2- 100% de una emulsion con 30% de HUFAS totales y una proporcién de DHA/EPA=4
(E100-4).

3- 100% de una emulsién con 30% de HUFAS totales y una proporcién de DHA/EPA=0.6
(E100-0.6).

4- Emulsion con 50% de EM y 50% de E100-4. (E50-4)

5- Emulsién con 50% de EM y 50% de E100-0.6. (E50-0.6)
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Tabla 1. Perfil de &cidos grasos mayoritarios del nauplio de Artemia recién eclosionada
(sin enriquecer), aceite de maiz y las 2 emulsiones (E100-4 y E100-0.6).
Acidos grasos  Artemia (nauplio) Aceite de Maiz  E 100-4 (30/4) E 100-0.6 (30/0.6)

140 1.03 N.D 2.78 6.22
16:0 13.09 11.9 16.84 14.82
16:1(n-7) 6.03 0.15 3.47 7.84
18:0 0.26 1.9 5.37 5.17
18:1(n-9) 30.06 28.1 12.35 11.67
18:1(n-7) 7.93 N.D 1.68 2.12
18:2(n-6) 4.81 55.4 4.31 4.46
18:3(n-6) 1.14 N.D 0.10 0.25
18:3(n-3) 18.28 0.8 0.85 1.13
18:4(n-3) 3.41 N.D 0.91 2.54
20:0 0.26 N.D 0.56 0.45
20:1(n-9) 0.77 N.D 0.80 1.02
20:1(n-7) 0.28 N.D 0.11 0.20
20:2(n-6) 0.29 N.D 0.16 0.14
20:3(n-6) 0.31 N.D 0.12 0.13
20:4(n-6) 1.41 N.D 1.40 0.89
20:3(n-3) N.D N.D 0.08 0.07
20:4(n-3) N.D N.D 0.40 0.81
20:5(n-3) 3.61 N.D 7.20 16.85
22:5(n-6) N.D N.D 1.77 0.37
24:0 N.D N.D 0.31 0.09
22:5(n-3) N.D N.D 2.18 2.13
24:1(n-9) 0.46 N.D N.D 0.32
22:6(n-3) N.D N.D 28.58 12.34
n-3 PUFA N.D N.D 38.98 33.01
n-6 PUFA N.D N.D 8.19 6.33

Posteriormente se adiciond la emulsion correspondiente a cada tratamiento de
nauplio de Artemia, la cual fue enriquecida por un periodo de 18, 20, 22 y 24 h. (Figura 8),
a una densidad de 200,000 Artemia/L segiin como se describe en Dhert y Sorgelos (1993).
Finalmente la Artemia enriquecida fue utilizada para alimentar a los juveniles de pez

blanco M. estor.
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Figura 8. Enriquecimiento a las 18, 20, 22 y 24 h para los 5 tratamientos.

Las condiciones del bioensayo fueron la siguientes: salinidad de 5 %00, temperatura
de 25°C + 0.5, densidad inicial de 1.5 organismos/L en canaletas de 60 L. Asi, cada
tratamiento estaba compuesto por tres réplicas de 30 organismos cada uno. Los juveniles
fueron alimentados 4 veces al dia (9:00, 11:00, 13:00 y 15:00 horas) con nauplio de
Artemia enriquecida, a una densidad de 20 nauplios/ml, durante 90 dias. Con el fin de
determinar el crecimiento, los peces se midieron y se pesaron al inicio y a los 30, 60 y 90
dias del experimento con una micro balanza (Mettler Toledo, modelo MX5).

Figura 9. Esquema para llevar a cabo las biometrias.

Para la evaluacion de peso y longitud, los juveniles de pez blanco se anestesiaron

previamente en recipientes con 4 L de agua a una salinidad de 5 %00 y la adicién de 1 ml de
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benzocaina al 10% (25 mg/L), lo cual corresponde a un estado intermedio entre sedacion
profunda y anestesia ligera (Ross et al., 2007) (Fig. 9). Posteriormente, los organismos

fueron regresados a la canaleta de cultivo correspondiente.

Figura 10. Toma de parametros fisicoquimicos del sistema.

La limpieza del fondo de las canaletas, el recambio del 30% del volumen del agua,
(Fig, 10) vy los pardmetros de calidad de agua a través del experimento (tabla 2) se
mantuvieron dentro de los intervalos Optimos reportados para el cultivo de peces. La
temperatura se mantuvo alrededor de 25°C, donde se a observado que esta especie tiene un
mejor crecimiento (Martinez-Palacios et al., 2002), por otro lado la salinidad se mantuvo
en valores cercanos a 5 g/L. como ha sido recomendado para obtener mejores desempefios

del pez blanco de Patzcuaro en cultivo (Martinez-Palacios et al., 2004a)

Tabla 2. Valores promedio obtenidos de la calidad del agua del sistema utilizado.

Parametros X6
Amonio ( mg/L) 0
Oxigeno(mg/L) 6.48+0.23
Temperatura (C°) 24.94+0.80
Salinidad (g/L) 5.31+0.22
Nitritos (mg/L) 0.3+£0.02
pH 7.240.03

V.3.2. Toma de muestras del experimento con juveniles de pez blanco Menidia estor.
La toma de muestras, tejido de higado y musculo, para el analisis de acidos grasos

en juveniles de pez blanco se realizo a los 0 y 90 dias de haber iniciado el experimento.

Para esto se tomaron 2 juveniles por cada una de las tres réplicas (6 juveniles por
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tratamiento), se colocaron sobre hielo y fueron almacenadas en un ultracongelador (-80°C.
Revco) para su posterior diseccion y analisis.

V. 3. 3. Analisis Bromatologicos.

En el inicio, antes de aplicar las dietas y al final del experimento (90 dias en dieta)
se tomaron 10 organismos de cada réplica, en cada uno de los cinco tratamientos, con lo
cual, posteriormente se evalud el andlisis proximal, correspondiente al porcentaje de

materia seca, fibra, proteina, extracto etéreo, extracto libre nitrogenado y cenizas.

Figura 11. Esquema de andlisis bromatoldgicos.

V. 3.3.1. Humedad

La cantidad de agua presente en la muestra o porcentaje de humedad, se determind
deshidratando la muestra en una estufa a 105 °C por 12 horas. La diferencia de peso de la
muestra, antes y después de haber sido depositada en la estufa (peso constante), registro el
contenido de humedad (Olvera et al., 1993; A.O.A.C., 2000).

Calculo:
Contenido de humedad (%) = [(A-B)/A]*100
Donde:

A = Peso de la muestra humeda (g).
B= Peso de la muestra seca (Q).
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V/.3.3.2. Proteina cruda.

El analisis de proteina cruda, consta de la cuantificacion del contenido de nitrégeno
proteinico total en la muestra, el cual se determiné mediante el uso de un auto-analizador
Nitrogeno/Proteina LECO FP528 por medio de la técnica de Dumas (conductividad de
gases), utilizando helio como referencia y multiplicando el resultado por el factor 6.25 para

conocer la concentracion de proteina (Olvera et al., 1993, A.O.A, C., 2000)

V.3.3.3 Extracto etéreo

El extracto etéreo tiene una estrecha relacion con el contenido de lipidos en la
muestra, su determinacion se realiz6 a través del método “Soxtec”, utilizando un equipo
Soxtec Avanti Tecator (modelo 2050). La extraccion se realiz6 adicionando éter de
petroleo a la muestra como solvente (Olvera et al., 1993, A.O.A, C., 2000).

Caélculos
Contenido de lipidos (%) = [(B-A)/C]*100

Donde:
A= Peso del crisol limpio y seco (g)

B = Peso del crisol con grasa (g).

C= Peso de la muestra (g)

V.3.3.4. Cenizas

El porcentaje de cenizas corresponde al contenido de minerales totales o materiales
inorganicos de una muestra. Este se determind por calcinacion de la muestra en una mufla
a 550°C por 12 horas a peso constante (Olvera et al., 1993, A.O.A, C., 2000)
Célculos:

Contenido de cenizas = 100 %{[(A-B)/C]*100}
Donde:

A= Peso del crisol con muestra (g)

B= Peso del crisol con ceniza (g).

C=Peso de la muestra (g)
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V.3.3.5. Extracto libre de nitrégeno

El extracto libre de nitrogeno es una medida que representa el porcentaje total de
carbohidratos en una muestra, este se obtuvo simplemente al restar al 100% la suma de los
componentes analizados previamente (humedad, proteina, lipidos y cenizas) (Olvera et al.,
1993, A.0.A, C., 2000).

Calculos:

Extracto libre de nitrégeno (%) = 100- (A+B+C+D).
Donde:

A = Contenido de humedad (%).

B = Contenido de proteina cruda (%).

C = Contenidos de extracto etéreo (%)

D = Contenido de ceniza (%).

V.3.4. Andlisis del perfil de acidos grasos en juveniles pez blanco M. estor.

V.3.4.1 Derivatizacion de acidos grasos.

Para realizar el andlisis de &cidos grasos del higado, fue necesario juntar los higados
de dos organismos en una sola muestra para tener la cantidad necesaria de este tejido (50
mg). Por el pequefio tamafio del higado, no fue posible obtener la cantidad necesaria de
muestra en organismos al inicio del experimento. La muestra de musculo se obtuvo a partir
de 50 mg de tejido de un solo organismo, y en este caso, si fue posible obtener muestras en
organismos al inicio del experimento. Las muestras, tanto de higado como de musculo,
fueron fijadas en 6ml de solucion Folch (mezcla de cloroformo: metanol 2:1). A cada una
de las muestras se le adicion6 10uL de BHT (Butilhidroxitolueno) como antioxidante y
10uL del &cido graso 23:0 (acido tricosandico), como estandar interno. Posteriormente las

muestras se almacenaron a una temperatura de -4°C, para su posterior analisis.

La extraccion de lipidos en higado y musculo de pez blanco, asi como el analisis de
acidos grasos se realiz6 siguiendo el método descrito en el capitulo | de este trabajo en la

evaluacion del perfil de acidos grasos de Artemia.
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V.3. 5 Analisis estadistico.

Los datos se reportan como media + desviacion estandar. Las diferencias entre
medias de los distintos tratamientos se determinaron mediante ANOVA de una via,
seguido de la prueba de Tukey para la comparacion multiple de medias. El nivel de
significancia se fijo en p< 0.05. El andlisis de frecuencia de tallas se realizo por medio de

una distribucién normal.
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V.4. RESULTADOS Y DISCUSION.

V.4.1.Andlisis del nauplio de Artemia enriquecida para utilizarse durante el ensayo con

juveniles de pez blanco M. estor.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos del perfil de &cidos grasos
mayoritarios del nauplio de Artemia enriquecida por 24 horas, la cual fue utilizada para
alimentar a los juveniles de M. estor por 90 dias. Como era de esperarse, se encontraron
diferencias significativas (p< 0.001) entre los cinco tratamientos y en general se encontrd
una relacion positiva entre el perfil de &cidos grasos de la Artemia enriquecida y el de las

emulsiones con las cuales se enriquecieron (ver métodos).

El nauplio de Artemia enriquecido con la emulsion E100-4, mostré un porcentaje
de EPA de 7.6 % y el mayor porcentaje de DHA (11.1 %) de todos los tratamientos, asi
como la relacion DHA/EPA mas alta (1.46). EIl tratamiento E100-0.6 fue el que resultd
con el porcentaje mas alto de EPA (8.4 %), con una relacion de DHA/EPA de 0.58. En los
nauplios de Artemia enriquecida con la emulsion E50-4, como era de esperarse, se
encontraron porcentajes mas bajos de DHA y de EPA, aunque la relacion DHA/EPA se
mantuvo por arriba de 1 (1.37). Para el caso de la emulsion E50-0.6 la relacion DHA/EPA
fue por debajo de 1 (0.3) aunque los niveles de EPA (7.2%) en este tratamiento fueron
similares a los encontrados en las emulsiones directa que contiene un 30% de HUFA's
totales (E100-4 y E100-0.6). Finalmente la Artemia enriquecida con la emulsiéon con
aceite de maiz (EM) mostrd los niveles mas bajos de EPA y DHA (2.6 y 0.07%) y por
ende un relacion casi nula de DHA/EPA (0.03).

Aunque los resultados del perfil de acidos grasos en la Artemia enriquecida si se
relacionan con aquel de las emulsiones usadas, esta relacion no es exacta, principalmente
debido a el propio perfil de &cidos grasos de la Artemia, quien se sabe que cuenta con 3%
de EPA y casi nulo DHA (Leger et al., 1987, Ando et al., 2003; Aparicio 2004). Esta es la
razon por la cual la Artemia enriquecida con la emulsion E50-0.6 presento tan altas
cantidades de EPA, similares a la encontrada en la Artemia enriquecida con emulsiones

mayor cantidad de EPA. Sin embargo, es importante destacar el contenido de DHA y EPA
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en la Artemia enriquecida con emulsiones E100-0.6 y E50-4, donde se puede apreciar que
aun cuando el nauplio es enriquecido con diferentes emulsiones este, contiene niveles muy
semejantes de DHA (4.8 y 4.4 %) y solo difiere en el contenido de EPA (8.3 y 3.2%)
respectivamente, lo cual puede tener un efecto importante en los organismos alimentados

con estas relaciones muy diferentes de DHA/EPA.

Por otro lado se considera que la calidad nutricional de los nauplios de Artemia son
el primer factor mas importante a la hora elaborar disefios (dosis-respuesta) que permiten
establecer los requerimientos en muchas especies de peces marinos (Bransden et al., 2005;
Arulvasu y Munuswamy 2009). De ahi la importancia de realizar estudios para evaluar la
composicion de acidos grasos de los nauplios de Artemia, antes y después del
enriquecimiento, asegurando que el contenido de EPA, DHA vy la relacion DHA/EPA se

encuentren en los niveles deseados al momento de alimentar a los peces.
Con este analisis se decidio dar comienzo al experimento de alimentacion de los

peces, ya que se corrobord que el alimento ofrecido si contenia diferentes cantidades y

proporciones de los &cidos grasos de interés en el estudio.
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos mayoritarios del nauplio de Artemia después de
enriquecerse por 24 h con las emulsiones EM (aceite de maiz), E 100-4 de emulsion ICES
30/4 con 30% de HUFA's totales y una proporcion DHA/EPA =4, E 100-0.6 de emulsién
ICES 30/0.6 con 30% de HUFA's totales y una proporcion DHA/EPA=0.6, E50-4
emulsion con 50% de EM y 50% de E100-4, y finalmente E50-0.6 emulsion con 50% de
EM y 50% de E100-0.6.

Acidos Grasos EM E100-4 E100-0.6 E50-4 E50-0.6 p

Cl4 0.60+0.00°  0.82+0.00° 1.79+0.04° 0.82+0.00° 0.90+0.00° <0.001
C16 10.31+0.11%.  10.36+0.14*°  10.59+0.10*  11.13+0.35"  10.17+0.03°  <0.01
c18 5.47+0.06" 6.23+0.14° 4.63+0.07° 4.77+0.38° 5.41+0.05° <0.001
Total saturados 16.38+0.17%  17.41+0.29° 17.01+0.17®®  16.72+0.73*  16.47+0.08®®  <0.05
C16:1n-7 2.1440.02°  2.52+0.00° 3.74+0.04° 2.65+0.03° 2.73+0.00° <0.001
C18:1n-9 20.71+0.26°  14.92+0.07°  15.12+0.34*  17.96+0.06°  18.60+0.01° <0.001
C18:1n-7 7.04+0.00° 6.17+0.08% 6.48+0.13° 6.51+0.04° 6.67+0.04° <0.001
Total monoinsaturados 29.90+0.25°  23.61+0.08°  25.34+0.42°  27.12+0.14°  27.99+0.05" <0.001
C18:2n-6 15.80+0.29¢ 4.95+0.08° 5.36+0.04° 0.08+0.17°  12.36+0.09 <0.001
C18:3n-3 22.99+0.03° 19.77+0.29°  23.53+0.21°  25.01+0.45°  21.37+0.09° <0.001
C18:4n-3 3.47+0.03° 2.93+0.29% 4.59+0.21° 4.40+0.45° 3.15+0.09° <0.001
ARA (20:4n-6) 0.89+0.03" 0.83+0.09° 0.95+0.01° 0.85+0.07° 0.83+0.02° <0.001
EPA (20:5n-3) 2.64+0.02*  7.59+0.10° 8.39+0.21¢ 3.20+0.03° 7.18+0.01° <0.001
DHA (22:6n-3) 0.07+0.06*  11.11+0.08° 4.85+.020¢ 4.40+0.02° 2.21+0.02°  <0.001
Total n-6 PUFA 16.69+0.28° 5.78+0.09° 6.31£0.05°  6.74+0.56a°  13.19+0.09®° <0.001
Total n-3 PUFA 20.17+0.17°  41.40+0.44°  41.36+0.47°  37.01+0.44°  33.91+0.07° <0.001
Total HUFA 3.60+0.10°  19.53+0.15°  14.19+0.52¢ 8.45+0.30°  10.22+0.05° <0.001
DHA/EPA 0.03+0.02? 1.46+0.04° 0.58+0.04° 1.37+0.05¢ 0.31+0.00°  <0.001

La ultima columna indica los resultados del ANOVA unifactorial; medias con diferentes letras son

significativamente diferentes entre si. (p<0.05), por la prueba de Tukey.

V.4.2. Crecimiento de juveniles M. estor.

La evaluacion del crecimiento promedio en juveniles de pez blanco M. estor,

alimentados con nauplio de Artemia enriquecida con las 5 emulsiones (EM, E100-4, E100-
0.6, E50-4 y E50-0.6), se muestran en la figura 12.

Se observé una tendencia de incremento en peso a partir de los primeros 30 dias del

bioensayo, haciéndose mas evidente a partir de los 60 dias. Dicho incremento fue mayor en
el tratamiento de Artemia enriquecida con aceite de maiz (EM) con respecto al resto de los
demas tratamientos hasta los 90 dias. Por lo tanto esto se reflejo en el peso final de los
organismos, donde el mayor peso final fue de 1.99 mg en los organismos alimentados con
el tratamiento EM; el segundo valor mas alto (1.71 mg) se registr6 en el tratamiento E100-
4, seguido por los tratamientos E100-0.6 (1.62 mg), E50-4 (1.53mg) y finalmente el
tratamiento con menor incremento de peso fue el E50-0.6 (1.52 mg) (tablas 4). Con

respecto a la longitud total al final de 90 dias del bioensayos, nuevamente existe una clara
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tendencia, de mayor longitud (6.59 c¢cm) en el tratamiento de Artemia enriquecida con
aceite de maiz (EM), mostrando diferencias significativas (p <0.05) con respecto a los
demas tratamientos. Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos con respecto al el
factor de condicion, el cual indica la condicién del pez o peso por unidad de longitud

(Bagenal, y Tesch. 1978), no mostré diferencias significativas entre los cinco tratamientos.

De acuerdo con los resultados el mejor crecimiento se observé en los peces
alimentados con los nauplios de Artemia enriquecida con la emulsion de aceite de maiz, la
cual contenia un alto porcentaje de 18:3n-3 (22%) y niveles muy bajos de de DHA y EPA.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en varias especies de agua dulce, sobre todo
especies de salmonidos donde se ha demostrado que altos niveles de inclusién de aceite
vegetal no compromete el crecimiento ni los procesos fisiologicos de los peces (Bell et al.,
2003, David et al., 2007). Sin embargo, si llega a existir una deficiencia en el suministro de
acidos grasos ®-3 de la dieta, pueden presentar alteraciones irreversibles como una
disminucion en los fosfolipidos de membrana, nula o deficiente actividad reproductiva,
alteraciones visuales, desarrollo y/o, crecimiento lento, coagulacion sanguinea deficiente,
alta mortalidad, reacciones inflamatorias, hipersensibilidad, higado graso y baja respuesta
inmune, entre otros (Ako et al., 1991; De Silva et al., 1997; Dhert et al., 1999; De Pablo y
Alvarez, 2000; Om et al., 2003). En el presente trabajo no se observaron alteraciones como
las descritas anteriormente, ni defectos fisicos en los peces que se pudieran asociar con

deficiencias nutricionales.
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CRECIMIENTO DE JUVENILES
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Figura 12. Crecimiento de juveniles de pez blanco (M. estor), a lo largo de 90 dias de
cultivo a una salinidad de 5 g/L, alimentados con nauplios de Artemia enriquecidas
previamente con cinco distintos tratamientos: EM, E 100-4, E100-0.6, E50-4 y E50-0.6.

Tabla 4. Variables en el bioensayo con juveniles de M. estor.

TRATAMIENTO EM E 100-4 E 100-0.6 E 50-4 E 50-0.6
Peso Inicial (mg) 0.52+0.05°  0.55+0.03®  0.55+0.01*  0.51+0.06° 0.56+0.06°
Peso Final (mg) 1.99+0.02°  1.71+0.19" 1.62+0.11° 1.53+0.14%* 1.52+0.10°

Ganancia de peso (mg) ~ 1.48+0.06° 1.15+0.16° 1.07+£0.10°  1.02+0.11* 0.96+0.09*
Long. Total Final (cm)  6.59+0.27°  6.22#0.43°  6.18+0.47" 6.13+0.54 5.90+0.46"
Factor de Condicion 0.70+0.02 0.72+0.02 0.7120.02  0.72+0.02  0.74+0.02

V.4.3. Frecuencia de Tallas (cm).

Para poder observar mejor el efecto del alimento en el incremento de tallas de los
peces al final de la etapa experimental se realiz6 un analisis de frecuencia de tallas. Este al
final del bioensayo, mostro una distribucion de tallas mas homogeéneas en el tratamiento de
la emulsion de aceite de maiz (EM), donde los organismos obtuvieron longitudes totales
finales entre 6.2 y 7 cm; mientras que en el resto de los tratamientos E100-4, E100-0.6,
E50-4 y E59-0.6, se observa la formacion de dos o tres grupos de tallas (figura 13), por lo
que no muestra homogeneidad. Estos resultados pueden ser atribuidos a la cantidad de
HUFA's que contenia el nauplio de Artemia, de tal manera que al parecer esta influyendo
sobre la heterogeniedad que se observa en cada uno de los tratamiento haciendo evidente

que los organismos que fueron alimentados con la Artemia enriquecida con aceite de maiz
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(EM), presenta tallas mas homogeéneas, estos resultados son de gran importancia ya que en

cualquier cultivo comercial se busca tener tallas lo mas homogéneas posibles.

EM
' 5;_| ' 5.5I ' 6‘ ' 6.5I ' 7I '
E 100-4

5.5 6 6.5 7 7.5
E 100-0.6

4 45 5I 5.5I GI 6.5I 7I 7.5I
E 50-4

° E50-0.6

Figura 13. Frecuencia de tallas de los juveniles de M. estor, en cinco dietas.

46



V.4.4. Composicién proximal de los peces.

Se ha observado que la dieta utilizada para alimentar peces durante bioensayos con
diferentes acidos grasos puede llegar a modificar la composicion proximal de los
organismos. Esto no ocurrié en el presente trabajo ya que la composicion proximal del
cuerpo de los peces al inicio y al final del experimento de 90 dias no registr6 diferencias
significativas (p>0.05) (tabla 5). En la trucha arcoiris, segun Brauge et al, (2002) en Peres
y Olivia-Teles (2002), observaron que la proporcion lipidos/carbohidratos no afecta
significativamente a la composicién del cuerpo de los peces. Sin embargo, algunos autores
han observado un aumento en todo el organismo del contenido en lipidos, cuando existe un
aumento de carbohidratos en la dieta (Kaushik y Oliva-Teles, 1985; Lanari et al., 1999)
Por otro lado, este tipo de analisis, no solo se conocer el valor nutricional de la dieta de

un organismos si no, ademas el efecto de esta sobre la composicién final de los peces.

Tabla 5. Composicion proximal del cuerpo de M estor alimentados con diferentes
proporciones de DAH/EPA.

Tratamientos Humedad Cenizas Proteina Lipidos ELN
Inicial 77.48+0.16° 2.58+0.03%| 16.69+0.10° 1.00+£0.21%| 2.25+0.39°
EM 77.98+0.48° 2.58+0.01°| 16.72+0.34° 1.53+0.08%| 1.19+0.53°
E 100-4 77.64+0.50° 2.61+0.01%| 15.27+2.09% 0.97+0.16*| 3.50+2.35%
E 100-0.6 77.47+0.18° 2.64+0.01°| 16.99+0.26° 1.10+0.44%| 1.80+0.07°
E 50-4 77.55+0.26° 2.62+0.01°| 16.96+0.17° 1.42+0.25%| 1.44+0.48°
E50-0.6 77.49+0.59% 2.60+0.02°| 16.43+0.51° 1.09+0.09°| 2.39+0.79°

Los superindices indican diferencias significativa (p<0.05).

V.4.5 Supervivencia de juveniles M. estor.

El indice de supervivencia de juveniles de M. estor a lo largo de 90 dias de
experimento, se presenta en la figura 14. De acuerdo a las supervivencias normalmente
encontradas en la planta de produccion de pez blanco, con todos los tratamientos se
obtuvieron supervivencias “buenas” o “aceptables” ya que los valores, oscilaron entre 78.8
y 88.8 %. Aun cuando las mejores supervivencias se encontraron en los tratamientos EM y
E100-4 no se mostraron diferencias significativas (p > 0.05) en ninguno de los cinco
tratamientos. Estos resultados son similares a los valores de supervivencia (80%) obtenidos

en larvas de M. estor alimentadas con alimento vivo (rotifero y nauplio de Artemia)
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enriquecido con acidos grasos poliinsaturados (Valencia-Betancourt et al., 2004, Monroy-
Mendoza 2006).

SUPERVIVENCIA DE JUVENILES

120 ~
= 100 7 2
9\/ \\.
© 80 % ——EM
= —B— E10-4
_g 60 - E 1006
>
- 40 4 E50-4
o —*—E5006
>
n 20 A

0 T T T 1
0 30 60 90
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Figura 14. Supervivencia (%) de juveniles de pez blanco M. estor, a lo largo de 90 dias de
cultivo a una salinidad de 5 g/L y alimentados con nauplios de Artemia enriquecidos con
cinco distintos tratamientos.

V.4.6 Perfil de &cidos grasos mayoritarios de tejidos de juveniles.

V.4.6.1. Mdasculo e Higado.

El perfil de acidos grasos mayoritarios del musculo de juveniles de pez blanco se
muestra en la Tabla 6. Los peces alimentados con la emulsién E100-0.6 tuvieron valores
significativamente mayores de 18:1n-7, monoinsaturados totales, 18:4n-3, 20:5n-3 (EPA) y
HUFA totales que los peces alimentados con la emulsion a base de aceite de maiz (EM).
Sin embargo, esto Gltimos tuvieron niveles significativamente mayores de 18:2n-6 y n-6
PUFA que cualquiera de los tratamientos a base de emulsion ICES los tratamientos. Lo
anterior se debe a alto contenido de 18:2n-6 del aceite de maiz (Tabla 1) y de hecho se
puede apreciar que los peces alimentados con la emulsion con 50% de aceite de maiz
tienen un contenido intermedio de 18:2n-6 y n6 PUFA. Al comparar el tratamiento de EM
con el de masculo de los organismos tomados al inicio del experimento, se encontraron

diferencias significativas en el contenido de la mayoria de los acidos grasos. Cabe resaltar
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que al final del experimento, lo peces alimentados con EM tenian un contenido menor de
18:2n-6 pero mayor de 18:3n-3, 18:4n-3, 20:4n-6, 20:4n-3, 20:5n-3 comparado con peces
iniciales. Lo anterior resultd menor contenido de n-6 PUFA y menor relacion DHA/EPA

pero en mayor contenido de n-3 PUFA al final del experimento.

El mayor porcentaje de EPA (3%) se encontr6 en el tratamiento E100-0.6. Sin
embargo, aun cuando presenta diferencias significativas con respecto al resto de los
tratamientos, este tratamiento no reflejo el contenido de EPA encontrado en el nauplio de
Artemia enriquecida (8.3%). A partir del nivel encontrado de algunos &cidos grasos, como
20:4n-3 y 22:5n-3, que estan presentes tanto en musculo como en higado (1 a 3%) mas no
en la Artemia, se puede dilucidar que la ruta de sintesis de acidos grasos de la familia -3
se ha llevado a cabo, ya que estos acidos grasos son intermediarios de esta ruta. (Sargent
et al., 1995D).

También en masculo se observaron porcentajes altos de acido linolénico 18:3n-3
(9%) en todos los tratamientos usados para alimentar a los peces, comparados con la
cantidad de éste &cido graso encontrado al inicio del experimento. El perfil de acidos
grasos del musculo también mostrd un alto porcentaje de DHA (12%) y una relacion
elevada de DHAJ/EPA (5) sin mostrar diferencias significativas entre todos los
tratamientos.

En cuanto al perfil de &cidos grasos encontrados en higado, se registraron pocas
diferencias significativas entre los distintos tratamientos después de 3 meses de
alimentacion con las 5 emulsiones ofrecidas (tabla 7). Una de ellas fue encontrada en el
acido palmitico 16:0, diferencia que en consecuencia afectdé también el total de acidos
grasos saturados, que fueron significativamente mayores en el tratamiento E50-0.6 con
respecto al tratamiento E100-4. Por otro lado, se encontrd un porcentaje significativamente
mayor de acido linolénico 18:3n-3 en el higado del tratamiento E100-4 comparado con el
tratamiento E50-0.6. Finalmente, no se encontraron diferencias significativas para el
contenido de 18:2n-6 y n-6 PUFA aunque el patron fue similar al del muasculo debido al

origen de la emulsion usada en el tratamiento EM y en los E-50.

Los porcentajes encontrados de EPA en musculo (1.4% en organismos al inicio a

3.1% con la emulsion E100-0.6 que es la mas alta en EPA) concuerdan con los
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encontrados en el musculo de adultos (1 a 2%) (Martinez-Palacios et al., 2006a; Salgado et
al, 2009). Sin embargo, el contenido de DHA (11-14%) en el musculo de los juveniles, no
fue tan alto como el reportado por Martinez-Palacios et al., (2006b) en musculo de adultos
silvestres (30%). La diferencia entre del contenido tan variable de DHA y por ende de la
relacion DHA/EPA entre estos trabajos es dificil de explicar pero bien se puede especular
que se debe una necesidad de DHA particular entre los distintos estadios del ciclo de vida.
En este sentido, el contenido de DHA vari6 de 16 a 43% dependiendo del estadio
embrionario o larvario, del origen de los reproductores y del tipo de lipidos (Palacios et al.,
2007). En otro trabajo, el contenido de DHA en gonadas fue de 30 a 35% mientras que en
larvas vario de 19 a 33% (Salgado, 2009). Por otro lado, este tipo de variacién se ha
reportado en trabajos previos para un mismo estadio. Asi, en larvas alimentadas con
rotiferos, el contenido de DHA puede variar desde 4 a 21% en larvas de 20 dias
dependiendo del tipo de lipidos (neutros o polares) y del tipo de enriquecimiento de
rotiferos, mientras que las larvas recién eclosionadas tenian un contenido hasta de 28%
(Martinez-Palacios et al., 2006). En contraste, larvas de 40 dias fueron menos susceptibles
al nivel de DHA en la dieta y tuvieron niveles entre 19 y 24% dependiendo del tipo de

enriquecimiento de la Artemia suministrada y de la salinidad (Monroy-Mendoza, 2006).

En el presente trabajo, la relacion DHA/EPA que se encontrd en los higados de los
peces alimentados con cualquiera de los 5 tratamientos fue de 7. La diferencia entre estas
proporciones de DHA/EPA entre reproductores (10) y juveniles (7) es dificil de explicar,
pero siendo el DHA uno de los &cidos grasos mas utilizados por la especie, se puede
especular que éste acido graso es transferido del higado hacia otros tejidos durante el
crecimiento. Estd bien documentado, que durante el crecimiento de los peces el tejido
adiposo es la méas importante reserva de lipidos, principalmente triglicéridos (TG)
(Sargent, 1995), siendo rapidamente liberados al torrente sanguineo para ser utilizados
principalmente como combustible en otros tejidos del cuerpo (Lehninger, 1975). Es
probable que debido a esto, los niveles de DHA y EPA en juveniles no sean tan altos como
los reportados anteriormente en reproductores de esta especie, ya que pueden estar
acumulandose en el tejido adiposo o en otros tejidos como el cerebro o las gonadas, dada la
importancia que el DHA y el EPA tienen en estos ultimos.
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Es importante mencionar que en el presente trabajo se encontraron niveles
importantes de 20:4n-3 y 22:5n-3, tanto en masculo como higado (1 a 3%), mas no sucedio
lo mismo con la Artemia que se us6 como alimento. Esta evidencia sirve para dilucidar, al
igual que se hizo en el caso del musculo, que existe actividad de biosintesis de acidos
grasos de la familia ©-3, ya que los mencionados acidos grasos son intermediarios de esta

ruta metabolica. (Sargent et al., 1995b).

En otras especies de agua dulce también se han observado niveles de DHA
similares en musculo, como el pangia (Macquaria australasica) (Sheikh et al., 1996), y la
trucha (Salmo trutta), quien independientemente de la dieta ofrecida siempre registrd
niveles constantes de este acido graso (Arzel et al., 1994). En M. estor, los constantes
niveles de DHA encontrados aun cuando es alimentado con dietas deficientes en este acido
graso, pero que contienen 18:3n-3 (EM), confirma los trabajos previos en larvas
alimentadas con rotifero o Artemia enriquecidos con 18:3n-3 y con muy bajo DHA
(Valencia-Betancourt et al., 2004; Monroy-Mendoza, 2006) en los que también se
encontraron niveles similares de DHA en madsculo. Aun cuando los niveles de DHA en
higado y musculo del pez blanco encontrados en el presente trabajo sean menores a los
reportados anteriormente en reproductores (Palacios et al.,, 2007), en diversos
experimentos con esta especie se registraron mayores cantidades de DHA que de EPA, lo
que hasta la fecha ha sido una caracteristica constante del perfil de &cidos grasos de la
especie, y que se conserva en todos los tratamientos a los que ha sido sometida (Valencia-
Betancourt et al., 2004; Martinez-Palacios et al., 2006; Monroy-Mendoza, 2006; Palacios
et al., 2007; Salgado, 2009). Los autores consideraron la posibilidad de la actividad
biosintética de DHA, a través de la desaturacion y elongacion de su precursor 18:3n-3 0

directamente a partir de EPA (Palacios et al., 2007).

Tambien se ha reportado que en otros peces la actividad biosintética se encuentra
regulada por la alimentacion a la que esté sujeta el organismo (CITa). A este respecto, aun
cuando son pocos los trabajos referentes a este tema con esta especie, indirectamente se ha
observado que existe esa regulacion también en M. estor. Recientemente se observo que
una dieta con 4% y 7% de ARA para reproductores de pez blanco estimulé una mayor
utilizacion de 18:3n-3 para sintetizar EPA y DHA (Salgado, 2009).
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Sin duda los resultados encontrados en el presente trabajo son de gran interés, ya
que se ha descrito que el pez blanco de Patzcuaro (M. estor) una especie con ancestros
marinos que actualmente se encuentra en un cuerpo de agua de agua dulce (Martinez-
Palacios et al., 2006, Martinez-Palacios et al., 2008). Las especies de peces dulceacuicolas,
en general, son capaces de sintetizar &cidos grasos de 20 y 22 carbonos (EPA y DHA) a
partir de su precursor (18:3n-3); por el contrario, las especies marinas no son capaces de
llevar a cabo la mencionada biosintesis ya que obtienen los acidos grasos HUFA,

necesarios para ellos, del alimento en su ambiente natural. (Sargent et al., 1995b).

La investigacion para corroborar la existencia de la capacidad de biosintesis de
HUFAS en esta especie eurihalina esta llevandose a cabo, pero se sabe que los peces de
agua dulce son capaces de mantener un cierto grado de actividad de las enzimas A5 y A6
desaturasas Yy la elongasa para producir EPA y DHA si su precursor (18:3n-3) esta presente
en la dieta (Sargent et al., 1995a; Tocher et al., 2002;).
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos mayoritarios de mdsculo de juveniles de pez blanco M. estor iniciales y después de haber sido alimentados con
nauplio de Artemia enriquecida con las las emulsiones EM (aceite de maiz), E100-4 de emulsion ICES 30/4 con 30% de HUFAS totales
y una proporcion DHA/EPA =4, E100-0.6 de emulsi6n ICES 30/0.6 con 30% de HUFAS totales y una proporcion DHA/EPA=0.6,
E50-4 emulsion con 50% de EM y 50% de E100-4, y finalmente E50-0.6 emulsion con 50% de EM y 50% de E100-0.6.

Acidos Graso Iniciales EM E 100-4 E100-0.6 E50-4 E50-06

140 0.90:0.09% 0.39+0.01 0.38£0.02 0.440.04 0.40:0.04 04140.01 NS
160 21.1540.65 2270084 22144085 21.9440.14 22914033 22134064 NS
180 9.09+0.18 8.96£0.26 9.13+0.06 9.0240.27 9.08£0.49 9.1540.15 NS
2010 0.22+0.01 0.1740.05 0.1240.00 0.1140.00 0.14£0.03 0.1440.04 NS
20 0.43+0.05 0.5440.11 0.5440.08 0.4340.05 053£0.11 0.4440.12 NS
Total Saturados 31.79:0.70 3276062 32.3240.90 31.94:0.21 33.050.88 32274047 NS
16:1n-9 0.64+0.04 0.4540.18 0.3640.04 0.3540.04 0.3740.03 0.38£0.02 NS
16:1n-7 14240.09* 1044005 1.1540.08 12140.02 116+0.13 117+0.05 NS
18:1n-9 15.84:0.37 14344046 14624087 14.63:0.19 14.2540.64 15.14£0.40 NS
18:1n-7 4.42:0.11* 5311016° 578017 5.80£0.26" 5.4540.29® 576:007°  <0.05
Total Monoinsaturados 22.33+0.56* 20.154030° 209241040 2208:032°  2123#099°  2244+050°  <0.05
18:2n-6 11.53+0.79* 77740.01° 5.1240.16° 5.130.19° 5.76+0.21° 6.00£0.33"  <0.001
18306 0.90+0.05 0.8240.08 0.70:0.10 0.7240.05 0.83£0.15 0.7440.03 NS
18:3n-3 5.79+0.40* 8.9040.89 9.7540.39 9.1740.59 9.1740.86 9.8740.11 NS
18:4n-3 0.75+0.08* 1624009  1.70£0.06™ 19440.10° 1.7740,09% 186007 <001
20:3n-6 0.61+0.08* 0.3640.02° 0.28:0.0° 0.3040.0° 0.3240.03° 0311002 <001
20:3n-3 1.11+0.06 1.08£0.08 1154021 1.01£0.08 1.0340.14 11240.20 NS
20:4n-6 2.39+0.27* 333049 3421022 3.2040.16 3.3440.30 3.19:0.30 NS
20:4n-3 0.8140.09* 1.7040.22 1.60£0.20 16140.05 1.6140.24 1.7540.09 NS
20:5n-3 1.38+0.08 2.00+0.36° 2.4440.29° 3.08:0.16° 219:0.17° 2401029 <0.001
22:50-3 21340.13* 1.76£0.14 1811014 1.93+0.06 1.73:0.10 1.8840.25 NS
22:6n-3 13574050 1203087 12514045 12.8540.36 12.9341.74 11.3540.65 NS
-6 PUFA 15.4340.59* 12.28052° 95240.27° 9.3640.17° 10.25:012° 10244061 <001
1-3 PUFA 25.55+0.85* 29.19:0.70 30.96:042 3150047 30.44£2.14 30.2440.94 NS
HUFA Total 2201088 236:055° 232240440 2398:050° 23164229  2200:0.70°  <0.05
DHA/EPA 9.8240.28* 5.93+1.51 5.1840.64 4194030 5.9040.46 4794072 NS

Se realizo la comparacion de medias por medio de la prueba Tukey a partir de la cual, medias con diferentes
letras son significativamente diferentes entre si. (p<0.05). N.S: No significativo. Por ANOVA seguido de
Tukey: para el musculo inicial y el tratamiento a base de maiz, por lo que medias con (*) son
significativamente diferentes entre si. (p<0.05).
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Tabla 7. Perfil de acidos grasos mayoritarios de higado de juveniles de pez blanco M. estor iniciales y después de haber sido alimentados
con nauplio de Artemia enriquecida con las emulsiones EM (aceite de maiz), E100-4 de emulsion ICES 30/4 con 30% de HUFASs totales
y una proporcion DHA/EPA =4, E100-0.6 de emulsion ICES 30/0.6 con 30% de HUFASs totales y una proporcion DHA/EPA=0.6, E50-4
emulsion con 50% de EM y 50% de E100-4, y finalmente E50-0.6 emulsion con 50% de EM y 50% de E100-0.6.

Acidos grasos EM E 100-4 E 100-0.6 E 50-4 E50-06 p

140 0.74+0.03 0.79+0.06 0.87t0.11 0.76£0.03 0.90+0.08 N.S
16:0 13.95+0.50™ 12.80£0.73*  13.05+0.09 13.63+0.39™ 145040215 <0.001
18:0 5.94+0.30 5.58+0.39 5.71+0.40 5.80+0.07 5.97+0.81 N.S
20:0 0.1240.02 0.12+0.01 0.12+0.03 0.12+0.01 0.11+0.01 N.S
20 0.35£0.02 0.24+0.02 0.23+0.03 0.30£0.05 0.27+0.06 N.S
Total Saturados 21.00+0.81 1954+1.08°  19.98+0.42 20.62+0.45® 21.76£0.9° <0.05
16:1n-9 1.45+0.08 1.40£0.08 1510.10 1.45+0.02 1.570.03 N.S
16:1n-7 2.8940.17 3.26£0.21 3.25+0.27 3.08+0.16 3.27+0.33 N.S
18:1n-9 17.3740.75 17.89+1.40 17.7240.59 17224123 17.86£1.37 N.S
18:1n-7 7.33:0.23 7.72:0.41 7.83:0.17 7.46+0.58 7.59+0.41 N.S
Total Mono 29.04+1.10 30.272.05 30.31+1.06 20.21+1.96 30.29+1.90 N.S
18:2n-6 8.70+1.14 7.3740.35 7.30£0.23 7.5540.45 7.96+1.12 N.S
18:3n-6 1.2740.19 1.25+0.11 1.37+0.14 1.31#0.13 1.35:0.11 N.S
18:3n-3 18.010.44% 20.17t056°  17.67+0.27° 18.26+1.22® 16.80£0.11° <0.05
18:4n-3 3.86+0.46 490+051 5.15+0.09 491062 4.20£0.74 N.S
20:3n-6 0.0240.01 0.03+0.00 0.020.00 0.04+0.02 0.02+0.02 N.S
20:3n-3 2.01+0.16 1.87£0.30 1.500.13 1.71+0.33 1.77£0.19 N.S
20:4n-6 1.3240.18 1.14+0.45 1.27+0.21 1.36£0.32 1.21+0.20 N.S
20:4n-3 2.44+0.06 2.54+0.34 2.33£0.15 1.78+0.70 2.34£0.12 N.S
20:5n-3 091£0.12 0.95£0.29 1.1240.16 1.04+0.24 0.90+0.01 N.S
22:5n-3 1.840.12 1.6740.14 1.9240,03 1.74+0.08 1.80£0.33 N.S
22:6n-3 6.42+0.86 6.59+0.03 6.7540. 7.16+159 6.83+1.29 N.S
n-6 PUFA 113141.21° 9.79+0.48° 9.96+0.19° 10.27+0.13® 10.5441.23%® <0.05
n-3 PUFA 35.49+1.07 38.18+0.84 36.530.56 36.611.71 34.64+0.80 N.S
HUFA Total 14.96£1.17 14.7740.39 15.01£0.85 14.85+2.59 14.87+1.89 N.S
DHA/EPA 7.08£0.32 6.04+0.90 6.06£0.63 6.87+0.47 7.62+1.35 N.S

Se realiz6 la comparacién de medias por medio de la prueba Tukey a partir de la cual, medias con diferentes

letras son significativamente diferentes entre si. (p<0.05). N.S: No significativo.
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V.5. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir:

-No se encontrd una diferencia significativa en la supervivencia por ninguno de los
tratamientos.

- Los peces alimentados con el nauplio de Artemia enriquecido con la emulsién de
maiz (EM), presentaron significativamente un mejor desempefio en términos de
crecimiento, observandose a demas talla mas homogéneas en comparacion con el resto de
los tratamientos, por lo que M. estor no necesita del enriquecimiento con alto contenido de

HUFA ni de una relacion particular DHA/EPA en la dieta para juveniles.

-Con los resultados encontrados, tanto en el analisis de acidos grasos de musculo
como en el de higado, se puede concluir que el alimento ofrecido no afectd la
composicion del pez blanco y este hecho pudiera ser debido a que M estor tiene la
capacidad de convertir acidos grasos de la serie n-3 a otros como EPA y DHA. Si bien
M. estor tiene esta capacidad biosintetica y de acuerdo con los resultados obtenidos en el
presente experimento, se discute acerca de la falta de dependencia de acidos grasos ®-3
(DHA/EPA) en la dieta, y de un requerimiento fundamental de &cido linolénico (18:3n-3)
que, dado los niveles elevados de DHA encontrados en el pez, al parecer, es sintetizado

por ellos mismos.

-Por otro lado de acuerdo a los resultados de los higados y musculos de los peces
alimentados con cualquiera de las 5 emulsiones registraron una relacién de DHA/EPA 7,y
si bien se requieren mas estudios sobre la capacidad de este pescado, para sintetizar el
DHA y en la medida en que se producen HUFA, la alta proporcion de DHA/EPA (7:1) en

la carne, hace de este pescado una especie valiosa para la nutricion humana.
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VI. CONCLUSION GENERAL.

Con los resultados obtenidos en el capitulo de estandarizacion del enriquecimiento

de la Artemia, se encontré que:

- que es posible iniciar el esquema de alimentacion con la Artemia enriquecida por
18h sin reducir su calidad nutricional, lo que permite ahorrar unas horas en el
proceso de enriquecimiento para ajustar de forma préctica los tiempos de
enriquecimiento a los tiempos de alimentacién de los peces en una planta de
produccién de peces.

- que se obtienen mejores resultados con doble enriquecimiento al cabo de 24
horas, aunque depende del tipo de emulsién. Para fines de este trabajo se optd por
un solo enriquecimiento dado que solo se usaron 18 horas de enriquecimiento y
ademas porque simplifico la labor de usuario.

- que es importante la realizacion de un enjuague o lavado de la Artemia antes de
ser depositada en los tanques de cultivo. Aun cuando hay cierta pérdida de DHA,
ésta es minima y serd preferible trabajar con mayor limpieza del agua de cultivo, lo
que finalmente puede traducirse en menor esfuerzo para realizar los recambios de

agua y menor estrés para los peces cultivados.

En el capitulo de alimentacion del pez blanco con Artemia enriquecida se concluy6 que:

- No se encontré ninguna diferencia significativa en la supervivencia de los peces con
ninguno de los tratamientos. Por otro lado se observOd que los peces que fueron
alimentados con el nauplio de Artemia enriquecido con la emulsion de maiz (EM),
presentaron significativamente un mejor desempefio en términos de crecimiento,

observandose tallas mas homogéneas en comparacién con el resto de los tratamientos.

- Juveniles de M. estor no necesitan del enriquecimiento con alto contenido de HUFA ni
de una relacion particular DHA/EPA en la dieta para juveniles, ya que segun los resultados
del perfil de &cidos grasos de higado y musculo, no presentd variaciones importantes con

ninguna de las dietas ofrecidas.

56



- Al parecer M. estor, tiene la capacidad de convertir acidos grasos de 18C de la serie n-3
a otros como EPA y DHA, por lo que puede tener un requerimiento fundamental de &cido
linolénico (18:3n-3).

- La alta relacién de DHA/EPA (7), que esta especie presenta, aun cuando es alimentado
con dietas pobres en estos &cidos grasos, lo hace una especie extraordinariamente valiosa

para el consumo humano.
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ANEXOS

Anexo 1. Perfil de acidos grasos mayoritarios del nauplio de Artemia enriquecida con las
emulsiones E100-4 (DHA/EPA=4) y E100-0-6 (DHA/EPA=0.6), a 18 y 24 de

enriguecimiento.

Acidos Grasos E100-4 (18h) E100-4(24h) E100-0.6 (18h) E100-0.6 (24h)
C14 1+0.05 0.88+0.01 1.93+0.03 1.81+0.02
C16 10.54+0.07 10.54+0.04 10.55+0.19 10.55+0.03
C18 5.56+0.05 6.22+0.13 4.49+0.08 4.65+0.01
Total saturados 17.1+0.12 17.64+0.16 16.97+0.20 17.01+0.05
C16:1n-7 2.67+0.04 2.56+0.00 3.89+0.00 3.77+0.02
C18:1n-9 14.27+0.41 14.49+0.17 15.06+0.32 15.23+0.07
C18:1n-7 5.82+0.08 5.89+0.10 6.36+0.06 6.67+0.11
Total monoinsaturados 23.33+0.45 23.5+0.27 25.98+0.27 26.41+0.20
C18:2n-6 4.69+0.15 4.71+0.04 5.4+0.14 5.34+0.02
C18:3n-3 18.99+1.02 18.97+0.45 23.09+0.80 23.29+0.06
C18:4n-3 3.20+0.07 2.80+0.04 4.68+0.03 4.63+0.02
ARA (20:4n-6) 0.8+0.04 0.79+0.00 0.96+0..02 0.97+0.00
EPA (20:5n-3) 6.74+025 7.56+0.09 6.08+0.01 8.47+0.03
DHA (22:6n-3) 13.99+1.15 12.6+0.69 5.33+0.16 4.85+0.06
Total n-6 PUFA 5.48+0.20 5.50+0.05 6.36+0.13 6.31+0.03
Total n-3 PUFA 42.92+0.31 41.94+0.32 39.19+0.4.45 41.25+0.12
Total HUFA 21.52+1.33 20.96+0.78 12.37+0.51 14.29+0.08
DHA/EPA 2.08+0.10 1.67+0.06 0.88+.07 0.57+0.05

E2: Indica el tratamiento con una relacion DHA/EPA 4.
E3: Indica el tratamiento con una relacion DHA/EPA 0.6..
18 y 24: Tiempo (horas) de enriguecimiento.
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Anexo 2. Perfil de &cidos grasos mayoritarios del nauplio de Artemia enriquecida durante
24 horas con las dos emulsiones E100-4 (DHA/EPA=4) y E100-0.6 (DHA/EPA=0.6) en

relacién a un solo enriquecimiento (0 h) o un doble enriquecimiento (0 y 12 h).

Acidos Grasos E100-4 D E100-4 S E100-0.6 D E100-0.6 S
Cl14 1.12+0.01 0.82+0.00 1.09+0.05 1.79+0.04
Cl6 10.07+0.14 10.36+0.14 10.77+0.04 10.59+0.04
C18 5.49+0.14 6.23+0.07 4.37+0.39 4.63+0.07
Total saturados 16.68+0.13 17.41+0.29 16.23+0.34 17.01+0.17
C16:1n-7 2.74+0.03 2.52+0.00 2.7+0.20 3.74+0.04
C18:1n-9 13.88+0.07 14.92+0.07 18.84+0.17 15.12+0.34
C18:1n-7 5.78+0.12 6.17+0.08 6.26+0.55 6.48+0.13
Total monoinsaturados 22.41+0.14 23.61+0.08 28.47+0.46 26.08+0.42
C18:2n-6 4.47+0.07 4.95+0.08 13.8+1.42 5.36+0.04
C18:3n-3 17.97+0.26 19.77+0.29 22.26+0.31 23.53+0.21
C18:4n-3 3.12+0.04 2.93+0.09 4.38+0.34 4.59+0.13
ARA (20:4n-6) 0.78+0.02 0.83+0.01 0.82+0.05 0.95+0.02
EPA (20:5n-3) 6.54+0.16 7.59 £0.18 4.44+0.14 8.39+0.36
DHA (22:6n-3) 16.19+0.21 11.11+0.085 2.09+0.24 4.85+0.20
Total n-6 PUFA 5.25+0.05 5.78+0.09 14.61+1.36 6.31+0.05
Total n-3 PUFA 43.80+0.44 41.40+0.14 41.36+0.38 41.36+0.47
Total HUFA 43.81+0.38 19.53+0.15 7.34+0.27 14.19+0.52
DHA/EPA 2.48+0.04 1.46+0.03 0.47+0.05 0.58+0.01

E2: Indica el tratamiento con una relacion DHA/EPA 4.
E3: Indica el tratamiento con una relacion DHA/EPA 0.6.
D: Doble enriguecimiento
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Anexo 3. Perfil de acidos grasos mayoritarios del nauplio de Artemia enriquecida con las
emulsiones y E100- 4 (DHA/EPA=4) y E100-0.6 (DHA/EPA=0.6) (después de haberse

aplicado un doble enriquecimiento donde se, evalué ademas el efecto de lavado).

Acidos Grasos E100-4 D E100-4 DS E 100-0.6 D E100-0.6 DS
Cl4 1.12+0.01 1.11+0.00 1.09+0.05 1.12+0.05
C16 10.07+0.08 10.08+0.14 10.77+0.03 10.94+0.15
C18 5.49+0.07 5.36+0.03 4.37+0.39 4.23+0.18
Total saturados 16.68+0.13 16.55+0.08 16.23+0.34 16.29+0.26
C16:1n-7 2.74+0.03 2.74+0.02 2.7+0.02 2.76+0.02
C18:1n-9 13.88+0.08 13.78+0.07 18.84+0.17 18.81+0.23
C18:1n-7 5.78+0.12 5.62+0.13 6.26+0.55 6.06+0.36
Total monoinsaturados 22.41+0.14 22.13+0.17 28.47+0.46 27.63+£0.16
C18:2n-6 4.47+0.07 4.46+0.03 13.8+1.42 13.93+1.91
C18:3n-3 17.97+0.02 18.12+0.03 22.26+0.31 22.61+1.48
C18:4n-3 3.12+0.04 3.04+0.01 4.38+0.34 4.26+0.28
ARA (20:4n-6) 0.78+0.02 0.78+0.05 0.82+0.05 0.79+0.04
EPA (20:5n-3) 6.54+0.16 6.44+0.08 4.44+0.14 4.38+0.28
DHA (20:6n-3) 16.19+0.21 16.52+0.22 2.09+0.24 2.11+0.26
Total n-6 PUFA 5.25+0.05 6.31+0.03 16.61+1.85 14.72+1.87
Total n-3 PUFA 43.81+0.14 44.12+0.18 33.17+0.38 33.16+1.23
Total HUFA 23.51+0.38 23.74+0.19 7.34+0.27 7.28+0.49
DHA/EPA 2.48+0.05% 2.56+0.03 0.47+0.05 0.48+0.03

E2: Indica el tratamiento con una relacion DHA/EPA 4.
E3: Indica el tratamiento con una relacion DHA/EPA 0.6..
D: Doble enriquecimiento

S: Sin enjuagar.
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