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Resumen

Para las proximas décadas, se prevé que la poblacién mundial aumente en
2000 millones de habitantes. Esto, sumado al continuo agotamiento de
recursos, hace plantear nuevas formas de alimentacion sostenibles,
apostando en este caso por el cultivo de especies de peces marinos, que
gracias a sus ventajas productivas y valor nutricional (alto contenido en
proteina digerible y en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga; LC-
PUFA), se plantean como una buena alternativa. La variabilidad recientemente
demostrada en teledsteos para la biosintesis de estos compuestos, indica que
el estudio del metabolismo lipidico es esencial para el futuro de la acuicultura,
seleccionando especies capaces de aportar omega-3 LC-PUFA. En este
trabajo se estudio el efecto de la dieta y salinidad en el tele6steo marino Chelon
labrosus, por su potencial capacidad de generar omega-3 LC-PUFA, a partir
de sus precursores de 18 atomos de carbono. Los individuos se sometieron a
cuatro tratamientos, dos de ellos se alimentaron con una dieta comercial
herbivora para tilapia, con un 4% adicional de aceite de pescado, rico en EPA
y DHA (FO), en los otros dos se suministro la misma dieta de tilapia, en este
caso con la adicion de un 4% de aceite de oliva carente de estos acidos grasos
(VO). Para cada dieta se prepar6 un tanque con una salinidad control (35ppt)
y otro a una salinidad mas baja (20ppt). Los resultados sugieren que a pesar
de que el mejor tratamiento en valores nutricionales es FO y 20ppt, las
diferencias en valores absolutos generadas por la sustitucion de una dieta
vegetal a la misma salinidad, no supone una disminucion en el contenido de
EPA o DHA.

Palabras clave: Chelon labrosus, acuicultura, salinidad, dieta, omega-3 LC-
PUFA, biosintesis.
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Abstract

For the next few decades, the world's population is expected to increase by 2
billion people. This, added to the continuous depletion of resources, raises new
forms of sustainable food, betting in this case on the cultivation of marine fish
species, which with its productive advantages and nutritional value (high
content of digestible protein and polyunsaturated fatty acids long-chain; LC-
PUFA), are considered as an excellent alternative. The recently demonstrated
variability in teleosts for the biosynthesis of these compounds indicates that the
study of lipid metabolism is essential for the future of aquaculture, selecting
species capable of providing omega-3 LC-PUFA. In this work, the effect of diet
and salinity on the marine teleost Chelon labrosus was studied, due to its
potential capacity to generate omega-3 LC-PUFA, from its precursors of 18
carbon atoms. The individuals underwent four treatments, two of them were
fed with a commercial herbivorous diet for tilapia, with an additional 4% of fish
oil, rich in EPA and DHA (FO), in the other two the same diet of tilapia, in this
case with the addition of 4% olive oil devoid of these fatty acids (VO). For each
diet, a tank with a control salinity (35ppt) and another with a lower salinity
(20ppt) was prepared. The results suggest that even though the best treatment
in nutritional values is FO and 20ppt, the differences in absolute values
generated by substituting a vegetable diet at the same salinity do not imply a
decrease in the content of EPA or DHA.

Key words: Chelon labrosus, aquaculture, salinity, diet, omega-3 LC-PUFA,
biosynthesis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Situacion actual de la acuicultura

Se estima que para el afilo 2050, uno de los mayores problemas con los que
se encontrara la poblacibn mundial serd con el de su propio crecimiento,
teniendo que alimentar aproximadamente 9.600 millones de personas que
habitaran el planeta, con la limitacion de los recursos naturales de los que se
disponen (Apromar, 2018). Como consecuencia, ha aumentado la demanda
mundial de alimentos, de manera que actividades como la agricultura y la
ganaderia, y especialmente la acuicultura, han apostado por una busqueda de
nuevas formas de alimentacion. Nuestro pais, se encuentra entre los 20
primeros paises con una mayor produccion acuicola del mundo, siendo el
primero de toda Europa, seguido de Reino Unido y Francia (FAO, 2018).

La acuicultura, juega un papel fundamental en la erradicacién del hambre y la
malnutricion, ofreciendo alimentos de alto contenido proteico, ricos en acidos
grasos omega-3 poliinsaturados de cadena larga (omega-3 long chain
polyunsaturated fatty acids, omega-3 LC-PUFA), tales como el &acido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) o el acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-
3), asi como vitaminas y minerales para un amplio sector de la poblacién
(Apromar, 2018). Sin embargo, debido a que la acuicultura de especies
carnivoras depende del uso de aceites y harinas de pescado procedentes de
algunos pequefios peces pelagicos, el indice FIFO (fish in fish out), que se
define como la cantidad de pescado necesario para alimentar y producir 1kg
de estos peces carnivoros, sigue siendo elevado, empobreciendo la diversidad
marina (Naylor et al, 2009). Por ello, es necesario disminuir dicho indice, para
garantizar una mejor sostenibilidad ambiental y econdmica especialmente en
cuanto a la alimentacidn de peces y otras especies carnivoras marinas.

1.2 Fuentes alternativas sostenibles en las dietas acuicolas

En la acuicultura, la alimentacion es el factor que mas costes ocasiona,
afectando de forma directa a la calidad nutricional del producto, su crecimiento
y reproduccion. Por esto se pretende estudiar las necesidades nutricionales
de cada una de las especies, llevando un control mas especifico de su
bienestar y desarrollo, abaratar los costes de produccién y rebajar al minimo
el impacto ambiental ocasionado. Desde hace afios, se estdn comenzando a
hacer algunos avances, como son el uso de desechos de otros productos de
pesca para elaborar piensos para la acuicultura (Ifarra et al., 2018), asi como
el uso de algunos aceites procedentes de semillas (Apromar, 2018). Sin
embargo, la utilizacion de materias primas de origen principalmente vegetal
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terrestre tiene algunas respuestas negativas con respecto a la composicién de
los 6rganos y tejidos de los animales, volviéendose mas grasos y con menos
cantidad de omega-3 (Izquierdo et al., 2003).

Los aceites procedentes de semillas vegetales aportan gran cantidad acidos
grasos omega-6 de 18C, lo que provoca que la relacion omega-6/omega-3 en
el pescado sea mas elevada (Naylor et al., 2000). Esta relacion de acidos
grasos omega-6/omega-3 en la dieta se ha vinculado con la mayor incidencia
de enfermedades patentes en el mundo occidental, como son los trastornos
cardiovasculares, algunos tipos de cancer, trastornos neurodegenerativos,
entre muchas otras enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios
(Zarate et al., 2017).

Para evitar todo esto, una alternativa es emplear las dietas “a término”, en las
que se intenta devolver al animal su dieta marina original, tras haberle
administrado una dieta vegetal durante un periodo de tiempo determinado, de
forma que se compensan las deficiencias producidas justo antes de su
comercializacion (Diaz Lopez, 2009). Otras alternativas, son ademas de un
mejor uso de los descartes y los subproductos de la pesca y la acuicultura, el
uso de las algas, la produccidn de aceites a partir de plantas transgénicas ricas
en omega-3 LC-PUFA, o la seleccion de nuevas especies acuicolas
alimentadas con dietas mas sostenibles, y capaces de sintetizar omega-3 LC-
PUFA a partir de sus precursores dietarios.

1.3 Importancia omega-3 LC-PUFA.

Los lipidos, son macromoléculas esenciales, que participan en funciones como
la reserva energética, funciones estructurales esenciales en las membranas
celulares, la generacion de derivados eicosanoides y docosanoides, y la
regulacion de la expresion génica, participando como intermediarios
metabolicos en multitud de procesos fisiologicos. Entre estas moléculas
lipidicas, encontramos los acidos grasos, que se clasifican en base a la
longitud del esqueleto hidrocarbonado, el grado de insaturacion de esta
cadena y la posicién en la que se encuentren los dobles enlaces con respecto
al grupo metilo terminal. En funcion de esto los podemos clasificar en tres
grupos o series principales; omega-3, omega-6 y omega-9 (Rodriguez et al.,
2012).

La mayoria de los animales son incapaces de sintetizar los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), especialmente el acido linoleico (LA; 18:2n-6) y el
linolénico (LNA; 18:3n-3), que se consideran, por lo tanto, acidos grasos
esenciales, y que estan incluidos en la cadena trofica gracias a los productores
primarios, plantas terrestres y algas. Los PUFA, que presentan 20 o0 mas

2

FACULTAD

BIOLOGIA | peciencia

2



L

Seccion de Biologia
Universidad de La Laguna

SECCION DE

atomos de carbono, y 2 o més dobles enlaces, se denominan acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA). Los LC-PUFA, presentan
funciones fisiolégicas esenciales y a nivel estructural, forman parte de los
fosfolipidos de las membranas celulares garantizando su integridad y
regulando su funcionalidad (Rodriguez et al.,, 2012). Los LC-PUFA
biol6gicamente mas activos son EPA, DHA y ARA (20:4-n6). Los dos primeros
se encuentran entre los acidos grasos omega-3 mientras que el Ultimo se trata
de un omega-6, el mas importante conocido y principal precursor de
eicosanoides de alta actividad biol6gica y eminentemente proinflamatoria
(Sanz et al., 2009).

En peces marinos, y en el medio marino en general, el EPA y el DHA se
presentan a elevadas concentraciones en los tejidos, siendo las algas marinas
los Unicos organismos capaces de sintetizarlos de novo. Estos acidos grasos
junto con el colesterol ayudan al animal frente a los cambios ambientales. Al
variar el numero de insaturaciones de los PUFA, asi como su longitud, es
posible modificar la fluidez de las membranas, ayudando a la adaptacion frente
a los cambios de salinidad, temperatura y presion del ambiente en el que se
encuentran los organismos. Sin embargo, esta capacidad para modificar la
longitud y grado de insaturacion de los acidos grasos de las membranas, en
funcién de los cambios ambientales o de la dieta, no es universal y esta
bastante limitada, especialmente en los teledsteos marinos (Rodriguez et al.,
2012). Es por ello que conocer la capacidad de sintetizar omega-3 LC-PUFA
de las especies marinas de interés acuicola, y el efecto de la dieta y el
ambiente en su modulacién, se ha convertido en una prioridad en la
diversificacion acuicola.

1.4 Biosintesis de LC-PUFA

Las enzimas responsables de la sintesis de LC-PUFA a partir de sus
precursores de 18 carbonos (C18PUFA; 18:2n-6; LA 0 18:3n-3; LNA) son las
mismas desaturasas y elongasas, actuando sobre uno u otro acido graso ya
existente en el tejido o recientemente incorporado en la dieta. Las desaturasas,
afiaden dobles enlaces mientras que las elongasas afladen 2 atomos de
carbono al esqueleto hidrocarbonado mediante una reaccion de condensacion
(Tocher, 2003). La capacidad de biosintesis de ARA, EPA y DHA de cada
especie, dependera principalmente de su dotacion genética, que codifica para
las elongasas (Elolv) y desaturasas (Fads), pudiendo verse afectada también
por factores ambientales y los habitos alimenticios (Castro et al., 2016).

Todos los vertebrados tienen la capacidad de sintetizar acido oleico (OA;
18:1n-9), aunque solo las plantas y microorganismos son capaces de
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desaturar este acido graso hasta LA y LNA, mientras que los vertebrados
tienen esta ruta bloqueada, al carecer de las desaturasas A12 y A15 (Tocher,
2003).

A partir del acido linoleico, es posible formar el acido 20:3n-6 mediante dos
rutas alternativas: una desaturacion por la enzima A6, y una elongacion; o bien
una elongacién seguida de una desaturacion por la enzima A8. Este precursor
(20:3-n6) experimenta una desaturacion por A5, dando lugar al ARA. Por otro
lado, partiendo del acido linolénico es posible sintetizar EPA por medio de las
mismas enzimas que en la sintesis de ARA, lo que refleja la importancia del
equilibrio en la dieta de los acidos grasos precursores, asegurando el balance
entre los omega-3 LC-PUFA y los omega-6 LC-PUFA.

Por otro lado, la sintesis de DHA, se produce comunmente a través de la “via
de Sprecher”, siendo el resultado de dos elongaciones mas, una desaturacién
por parte de la enzima A6, asi como un acortamiento de la cadena
hidrocarbonada de 24C por una B-oxidacion en los peroxisomas (Castro et al.,
2016) (Figura 1).

) el S [
Thing V&
20:3n-6 20:4n-3

20:4n-6 20:5n-3
& ------------- Elovl l
22:5n-6 «——2%  22:4n-6 22:5n-3 — 24 5 22:6n-3
B-oxT l ””””””” Elovl --oooeee l TB-ox
24:5n-6 « 2% 24:4n-6 24:5n-3 — 86 5 24:6n-3

Figura 1. Ruta de biosintesis de los LC-PUFA a partir del LAy el LNA (Lee et
al., 2016).

1.5 Salinidad, osmorregulacion vy lipidos.

La capacidad de sintetizar LC-PUFA puede verse alterada por factores
ambientales como son la dieta o la salinidad. Recientes estudios han mostrado
gue ciertas disminuciones en la salinidad ambiental provocan un aumento en
la sintesis de LC-PUFA en algunas especies marinas. De manera similar, el
aumento de la salinidad favorece también el grado de produccion de EPA y
DHA a partir de LNA, en determinadas especies dulceacuicolas. Por ello se
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propone que una salinidad ambiental mas proxima a la osmolaridad del medio
interno podria aumentar la expresion de los genes que codifican para las
desaturasas, incrementando consecuentemente la biosintesis de LC-PUFA
(Xie et al., 2014).

Los animales acuéticos se enfrentan a problemas de regulacion del equilibrio
osmotico, respondiendo con dos estrategias diferentes, el osmoconformismo,
propio de organismos que se encuentran en equilibrio osmaético con el medio
en el que viven; y la osmorregulacion, presente en especies que mantienen un
equilibrio osmoético con el entorno, en este caso suponiendo un coste
energético extra que varia en funcion de mdaltiples factores, entre los cuales
destaca la permeabilidad de su piel (Garrido, 2007).

De los peces marinos osmorreguladores, podemos destacar a los eurihalinos
gue son capaces de sobrevivir frente a grandes variaciones en la salinidad
ambiental, sorteando las tensiones osmoticas con adaptaciones morfologicas
y bioguimicas que tienen lugar principalmente en sus branquias y en otros
epitelios osmorreguladores como el intestinal (Evans et al., 2005). Los peces
teledsteos a su vez pueden ser parcialmente eurihalinos, solo capaces de
tolerar ciertos rangos de salinidad (Martos-Sitcha et al., 2015). Entre los peces
eurihalinos podemos incluir a nuestra especie de estudio, Chelon labrosus.

Los peces marinos, experimentan una continua entrada de iones del medio,
en especial de ClI', a la vez que van sufriendo procesos de deshidratacion por
pérdida pasiva de agua. Por todo esto, cuentan con mecanismos especificos
para la secrecion de iones desde el medio interno (por medio de estructuras
como branquias e, intestino, entre otras), asi como para evitar la
deshidratacion, produciendo orina muy concentrada en sales e ingiriendo agua
salada. Esto supone un gasto energético que ird en aumento cuanto mayor
sea el desbalance iénico entre los medios interno y externo (Martos-Sitcha et
al., 2015) (Figura 2).

Las branquias y el tracto intestinal son los principales érganos encargados de
la osmorregulacion en peces. El tracto intestinal, se encarga de la absorcion
de agua, y por consiguiente de iones Na* y ClI (Dépido, 2006). Las branquias
por otra parte invierten gran cantidad de energia durante la osmorregulacién
por diferentes mecanismos de transporte de iones, como los
cotransportadores, canales conductores de iones o proteinas de transporte de
iones que necesitan de ATP para funcionar (Sangiao-Alvarellos et al., 2003).
La entrada y salida de iones en las células de las branquias se encuentra
regulada por el complejo Na*K*-ATPasa, que encontramos en los extremos de
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estas células. Esta actividad se encuentra directamente relacionada con el
flujo de Na*y ClI- al exterior del animal en medios hiperténicos (Marshall, 2002).

Agua dulce Agua de mar

Difusién a través Captacion Difusién a través Secrecion
de la piel activa de la piel activa

Difusion a través : Orina concentrada Difusion a través

Orina diluida de las branquias de las branquias

| weem [Ones wwww Agua weew Comida l

Figura 2. Esquema general de los principales problemas y estrategias llevadas
a cabo por teledsteos osmorreguladores para mantener el equilibrio hidrico e
ionico frente a diferentes salinidades ambientales (Martos-Sitcha et al., 2015).

En teledsteos marinos, la accion coordinada de branquias y epitelio intestinal
es responsable del movimiento de agua de mar hacia los lechos vasculares
submucosos y la expulsion del NaCl en exceso proveniente del agua de mar
ingerida, provocando un balance neto en la toma de agua. La cantidad de sal
ingerida por la ingesta de agua debe ser expulsada mediante las branquias, a
través de un grupo de células especializadas que conocemos como células de
cloruro, dispuestas en el epitelio branquial. Se ha descrito que el epitelio
branquial presenta altos niveles de acidos grasos libres (FFA),
monoacilglicéridos (MAG) vy triacilglicéridos (TAG), estrechamente
relacionados con la gran densidad de mitocondrias presentes y sus altas tasas
metabdlicas en las células de cloruro (Evans et al., 2005). Estas células, son
energéticamente muy activas al secretar ClI- en contra de gradiente
electroquimico, requiriendo de una mayor disposicion de acidos grasos de los
gue obtener energia con rapidez a través de la beta oxidacién. Ademas de
estas clases lipidicas, las células branquiales también presentan un alto
contenido de fosfolipidos ricos en LC-PUFA, incluyendo DHA, EPA 'y ARA, y
de colesterol para regular su funcionalidad, fluidez y permeabilidad, asi como
monoenos de los que obtiene energia en primera instancia (Tocher, 2003).

El contenido lipidico de las membranas celulares de peces eurihalinos se
encuentra sujeto a variaciones en su composicion durante los procesos de
aclimatacién a factores ambientales, como son la temperatura, el pH o la
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salinidad. Estos cambios buscan el mantenimiento del estado homeoviscoso
de las membranas celulares. Para ello, se producen variaciones en la longitud
de las cadenas, en la composicion del grupo polar presente en los fosfolipidos
y en la presencia o ausencia de colesterol, (Hazel y Prosser, 1985).

Asi, se sugiere que los componentes de la dieta, y mas especificamente los
lipidos, juegan un importante papel como reserva energética, como fuente de
moléculas lipidicas que acaban formando parte de las membranas celulares y
como moléculas de sefializacion celular, que se encuentran asociadas a
procesos fisioldgicos relacionados con la osmorregulacién e ionorregulacion
(Diaz et al., 2016).

Por todos estos motivos, es fundamental indagar en los procesos que afectan
a la biosintesis de los LC-PUFA, conocer sus funciones y su capacidad de
sintesis en las diferentes especies, asi como su regulacion a través de la dieta
y otros factores como la salinidad o la temperatura ambientales. De esta forma
se podran optimizar las condiciones de cultivo y seleccionar las especies mas
aptas para mejorar las dietas haciéndolas mas sostenibles sin que afecten al
bienestar, desarrollo y calidad nutricional del pescado, reduciendo a su vez, el
indice FIFO.

1.6 Chelon labrosus, especie objeto de estudio.

Chelon labrosus, comunmente conocida como lisa, es un teledsteo marino de
la familia Mugilidae, frecuente en zonas costeras y estuarios. Se trata de una
especie anfidroma, es decir, que migra a aguas salobres para buscar alimento
(McDowall, 1988). Se reproduce en zonas alejadas de la costa, presentandose
como especie dominante dentro de las comunidades icticas, y constituyendo
un elemento clave en el funcionamiento del ecosistema y como recurso
pesquero (Pujante, 2013).

Se trata de una especie euriterma y eurihalina, capaz de soportar amplios
rangos de temperatura y salinidad. Su alimentacion temprana se basa en el
consumo de zooplancton, al ser filtradores y detritivoros. Al igual que el resto
de mugilidos, sufre modificaciones en su régimen alimenticio al aumentar de
talla, pasando de ser zooplantéfagos en sus estadios tempranos para ser
fitobentdnicos en sus estadios adultos (Koutrakis, 2005). Todos estos factores
deben tenerse en cuenta a la hora de desarrollar una dieta para el desarrollo
acuicola de C. labrosus.

Los mugilidos representan un grupo importante dentro de la pesca comercial,
pudiéndose encontrar en cualquier ambiente costero. Su cultivo se ha
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practicado durante siglos de forma tradicional (Pujante, 2013). De entre las 70
especies conocidas de mugilidos, cabe destacar la especie Chelon labrosus
(Risso, 1827) (comunmente conocida como muble), por ser considerada una
de las mas facilmente cultivables (Boglione et al.,1992; Kemish et al., 2006,
2013). Ejemplo de ello son los cultivos extensivos y tradicionales basados en
la captura de alevines salvajes en el sureste de la Peninsula Ibérica, aunque
su produccién es local y con poca representatividad a nivel nacional (De las
Heras et al., 2012). Esta especie esta ampliamente distribuida por el Mar
Mediterraneo, el Sudeste del Mar Negro, el Atlantico Este y en las costas de
Senegal y Cabo Verde (Turan, 2015; FishBase, 2020), pudiendo encontrarse
tanto en ecosistemas interiores de aguas salobres y dulces como en
ecosistemas costeros predominantemente marinos (Pujante, 2012), uno de los
aspectos que la hace idénea para su cultivo. Se trata de una especie
gonocorica y ovipara, con una época de reproduccion establecida en el
invierno, entre los meses de noviembre y abril, dependiendo de la latitud en la
gue se encuentren, ya que un aumento de temperatura en el agua adelanta
los procesos de maduracion y reproduccion (De las Heras et al., 2012). Los
ejemplares adultos de C. labrosus se alimentan de algas, desechos organicos
y sedimentos. Ademas, disponen de una protuberancia en el labio superior que
les permite raspar sustratos duros, ricos en organismos incrustados (Boglione
et al., 2006). El hecho de que la lisa modifique sus habitos alimenticios es otro
punto a favor para su cultivo, puesto que asi asimilan mejor las dietas
vegetales, sustituyendo de forma parcial o total el uso de harinas de pescado
por harinas de origen vegetal, reduciéndose asi su indice FIFO. Dadas sus
cualidades, la estrategia alimenticia de C. labrosus puede variar en funcion de
la proporcién y disponibilidad de alimento (Freyhof y Kottelat, 2008;
Sarasquete et al., 2014). Estas caracteristicas y su capacidad de adaptacion
a condiciones ambientales cambiantes hacen que el cultivo de esta especie
sea, a priori, factible econémicamente en lo que se refiere a su alimentacion e
infraestructura y tecnologia acuicola.
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2. OBJETIVOS

Dentro del contexto general del proyecto PROPUFA omega-3 (AGL2018-
70994-R) “Caracterizaciéon y modulacion de la biosintesis de omega-3 LC-
PUFA en peces: una cuestion de sostenibilidad para la futura diversificacién
de la acuicultura”, se analiza la modificacion del perfil de acidos grasos y la
capacidad potencial de biosintesis de omega-3 LC-PUFA y su regulacién
dietaria y ambiental en nuevas especies de peces.

En este contexto, se abordaré el estudio del efecto modulador de los lipidos
de la dietay de la salinidad ambiental sobre la composicion lipidica del musculo
y la sintesis potencial de omega-3 LC-PUFA, a través de las muestras
obtenidas en un experimento de modulacion salina y dietaria en la especie
Chelon labrosus.

Para la consecucion del trabajo se abordaran los siguientes objetivos
especificos:

- Comparar la composicion de acidos grasos del musculo de 20 ejemplares
de Chelon labrosus en funcion del perfil de acidos grasos de la dieta: dieta
mas (FO) o menos (VO) rica en omega-3 LC-PUFA.

- Comparar la composicion de acidos grasos en el musculo de estos 20
ejemplares de Chelon labrosus en funcion de la salinidad ambiental (35%o
0 20%0).

- Evaluar cual de los cuatro tratamientos podria ser mas favorable para la
biosintesis de omega-3 LC-PUFA y el cultivo de la especie Chelon
labrosus.

En el contexto general del proyecto anteriormente mencionado, estos objetivos
especificos persiguen disminuir el indice FIFO vy, por lo tanto, potenciar la
sostenibilidad ambiental del cultivo de la lisa (C. labrosus), sin afectar
negativamente su metabolismo lipidico y valor nutricional, ni la salud y
bienestar de los ejemplares.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Disefio experimental

Se capturaron 20 ejemplares de Chelon labrosus en la Punta del Hidalgo,
habiéndose obtenido para ello, los permisos pertinentes por parte de la
Consejeria de Pesca del Gobierno de Canarias, y se mantuvieron en las
instalaciones de la Fundacion Neotrépico durante 3 semanas para su
aclimatacion. Para el desarrollo del experimento de modulacion dietaria y
salina, se dividieron los especimenes en 4 tanques de 1000 |. Dos de los
tanques se alimentaron con una dieta comercial de tilapia, con la adicién de
un 4% de aceite Incromega™, rico en EPA y DHA (Fish Oil, FO). Mientras, que
los otros dos tanques se alimentaron con la misma dieta comercial de tilapia,
con la adicion de un 4% de aceite de oliva carente de EPA y DHA (Vegetable
Oil, VO).

Para cada una de las dietas se ensay6 un tanque con salinidad control (35
ppt), y otro a una salinidad mas baja (20 ppt). Para todos los tratamientos el
fotoperiodo fue natural, la temperatura del agua fue de 23,5 = 0,5 °C, y el
oxigeno disuelto por encima de 5ppm.

0 VO + 35ppt

3.2 Extraccion de tejido muscular

Tras finalizar el experimento, los ejemplares se sacrificaron siguiendo métodos
humanitarios segun la normativa vigente (BOE n° 34, 08/02/2013) y la
reglamentacion y autorizacion del Comité de Etica de la Universidad de La
Laguna. Los andlisis bioquimicos se llevaron a cabo en el laboratorio del
Departamento de Biologia Animal, Edafologia y Geologia (U.D. Fisiologia
Animal) de la Universidad de La Laguna. Tras ser sacrificados, fueron medidos
y pesados, extrayéndose muestras de musculo y otros tejidos para su analisis.
El proceso se desarrollé en presencia de hielo para evitar la degradacion de
los tejidos (lo que implicaria la modificacidn del perfil de acidos grasos).

Con ayuda de un bisturi, se recogieron las muestras de tejido muscular que
fueron almacenados hasta su analisis en un ultra congelador a - 80°C para asi

10



L

Seccion de Biologia
Universidad de La Laguna

SECCION DE

minimizar el riesgo de oxidacion de los acidos grasos. La actividad realizada
por la autora del presente TFG comienza con el aprendizaje de las técnicas y
la realizacion del andlisis del perfil lipidico de las muestras de musculo de cada
uno de los cuatro tratamientos, recogidos en la fase experimental.

3.3 Extraccion lipidica del tejido muscular.

De cara a expresar el contenido de lipido en peso seco se procedié a
determinar el contenido en humedad de las muestras. Para determinar el %
de humedad del musculo, se usaron 500 mg de muestra por cada pez, que se
introdujeron en la estufa a 110°C hasta alcanzar un peso estable (durante
aproximadamente 24h). El porcentaje de humedad de cada muestra se puede
calcular haciendo uso de la siguiente formula:

[ % Humedad = (Peso fresco — Peso seco/Peso fresco) * 100 ]

La extraccion lipidica se realizd segun el método de Folch - Lee (1957) y
modificaciones descritas por Christie en 2003. Las muestras, (de 100mg cada
una), una vez descongeladas, fueron homogeneizadas con ayuda de un
homogeneizador Virtishear en 10 ml de cloroformo/metanol (2:1) con 0,01%
de BHT (hidroxitolueno butilado), que ayuda a la correcta preservacion de las
muestras frente a la peroxidacion lipidica. El resultado de esta
homogeneizacion fue filtrado y recuperado en un nuevo tubo. Tras esto, se
afiadieron 2,5 ml de KCl y se centrifugaron los tubos para separar los lipidos
en la fase inferior. Una vez recuperada dicha fase, se evaporo el solvente bajo
atmosfera de nitrogeno, tras lo que fue trasvasado el contenido a pequefios
viales de cristal previamente pesados. Una vez que se evapord el nuevo
solvente de estos tubos pequenos, fueron dispuestos en un desecador durante
toda la noche, ayudando a que se termine de evaporar los ultimos restos de
humedad. Se pesaron los viales para asi calcular la cantidad de lipido total
gravimétricamente. Tras esto se suspendieron los extractos lipidicos de las
muestras a una concentraciéon de 10mg/ml, de nuevo en CL:MET con 0,01%
de BHT, sellando con atmésfera de nitrogeno evitando asi, en lo posible la
oxidacion de los lipidos, almacenados a -20°C hasta sus posteriores analisis.

El porcentaje de lipido en peso fresco y en peso seco fue calculado de la
siguiente manera:

% Lipido peso fresco = (lipido total/peso fresco) * 100
% Lipido peso seco = (%lipido en peso fresco/(100 - %Humedad)) * 100

11
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3.4 Determinacion del perfil de acidos grasos

Se realizé la transmetilacion de 1 mg del extracto de lipido de cada muestra
de manera que se rompan los enlaces éster entre los acidos grasos y los
esqueletos hidrocarbonados, permitiendo la unién de un grupo metilo (- CHz)
a los acidos grasos libres, formando asi ésteres metilicos de acidos grasos
(FAMEs; Fatty acid methyl ester) pudiendo ser analizados mediante
cromatografia de gases (Christie, 2003).

Para cuantificar la cantidad de acidos grasos en valor absoluto, se afiadio a
las muestras un 5% de un &cido graso conocido y que no esta contenido en la
muestra, el estandar interno (19:0). Se dejaron reaccionar las muestras con
tolueno y acido sulfarico al 1% en metanol en una manta calefactora a 50°C y
oscuridad durante toda la noche (unas 16h).

Transcurrido dicho tiempo, se realizaron lavados con hexano/éter (1:1) y
KHCOs3, para finalmente, evaporar el solvente en atmdsfera de nitrogeno y
proceder a su purificacion.

La purificacion de la mezcla de FAMESs y esqueletos hidrocarbonados, se llevo
a cabo por cromatografia en capa fina, haciendo uso de un estandar conocido,
de manera que se pueda identificar la banda en la que se ubican los FAMEs
de las muestras analizadas. Tanto el estandar como las muestras se pincharon
en placas de TLC (20 cm x 20 cm x 0,25 mm), utilizando como fase movil, una
mezcla de hexano, éter y acético (90:10:1 ml). Una vez corrida la cromatografia
y seca la placa se tifid con iodina al 1% por la banda lateral (en la zona
correspondiente solo al estandar) y por la banda superior (correspondiente al
BHT), para asi poder identificar los FAMES, inmediatamente por debajo del
BHT. Se raspo la silice de las placas de TLC y se transfirieron los FAMESs a un
nuevo tubo de ensayo, donde se afadié hexano/éter (1:1), y se evaporo
totalmente el solvente bajo atmdsfera de nitrégeno. Por uUltimo, se determina
el perfil de acidos grasos de cada una de las muestras diluidas en hexano por
cromatografia de gases. Para ello, se utilizé un cromatégrafo de gases
(Thermo Scientific TRACE-GC Ultra, Milan, Italia), con inyeccién en columna y
detector de ionizacion de llama FID (Flame ionitation Detector), en una
columna de silice fundida, y empleando helio como gas portador.

La identificacion de cada uno de los acidos grasos se realiz6 con ayuda de un
patron compuesto por una mezcla de aceite de pescado y varios
multiestdndares comerciales, con composiciones y tiempos de retencién
conocidos.
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3.5 Extraccién lipidicade los piensos vy determinacion del perfil de acidos
Qqrasos.

La extraccion lipidica se realiz6 siguiendo el método anteriormente explicado
de Folch - Lee (1957) con modificaciones, descrito por Christie en 2003, tras
haber hidratado los piensos con una pequefia cantidad de agua destilada,
durante toda la noche previa a la extraccion. Igualmente, la obtencion y
determinacién del perfil de &cidos grasos del pienso, se realizé siguiendo los
protocolos anteriormente descritos.

Tabla 1. Composicion proximal y de acidos grasos de los piensos FO y VO:
Contenido en cenizas, proteinas y lipido total (% en peso seco) y perfil de
acidos grasos (% del total de acidos grasos).

Piensos Piensos
FO VO
X + DE X + DE
Cenizas 5,8 + 04 59 + 0,3
Proteina| 40,4 + 0,7 40,4 + 0,7
TL (p.s)'| 12,08 =+ 0,44 12,34 + 0,06
Los resultados se presentan como
wol 197+ 0 | 175 s o | "o
16:0) 1323 + 026 1501+ 0,12 minoritarios no mostrazos en la
18:0, 4,21 = 0,08 392 + 0,02 tabla.
SFA!'| 20,85 + 0,41 21,80 + 0,21
16:1| 363 + 023 | 357 + 007 b o toral
: ! - ! ! - d FA: Acidos grasos totales.
18:1] 27,29 £ 0,30 4516 = 0,17 SFA: Acidos grasos saturados.
20:1] 1,38 <+ 0,16 058 + 0,50 MUFAs: Acidos grasos
MUFAs!| 33,90 + 0,57 49,87 + 047 monoinsaturados.
PUFAs: Acidos grasos
18:2n-6| 15,73 £ 0,08 16,27 + 0,07 poliinsaturados.
18:3n-6 0,00 = 0,00 0,00 =+ 0,00 LC-PUFAs: acidos grasos
20:4n-6| 1,18 <+ 0,03 057 = 0,01 poliinsaturados de cadena larga.
Total n-6 VO: Dieta Vegetal.
PUFA! 1824 = 016 169 + 0l7 FO: Dieta animal.
18:3-n3| 2,68 £ 0,07 2,67 + 0,06
20:5n-3| 4,92 = 0,05 255 + 011
22:5n-3| 094 = 0,02 034 + 0,01
22:6n-3| 14,81 = 0,39 2,38 + 0,06
TgtS'FrX? 2457 + 063 | 867 + 017
n-3/n-6| 135 £ 0,02 051 += 0,01
LgO;aJFr]Asl 2130 + 048 | 549 + 0,18

13
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3.6 Analisis estadistico

Se realiz6é una ANOVA de dos vias para la determinacion del efecto de la dieta,
la salinidad y la interaccion de estos factores, sobre la composicion de acidos
grasos del musculo. Para ello, se verificaron las hipo6tesis de normalidad y
homocedasticidad de los datos. Para las variables que no cumplian alguna de
estas hipotesis se aplicaron las transformaciones del arcoseno y la inversa.
Las diferencias fueron consideradas significativas para un p-valor inferior a
0,05. El estudio estadistico se llevd a cabo con el programa IBM SPSS
Statistics 25.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Incremento del peso

Al terminar el experimento, se registraron incrementos promedios en peso mas
bien limitados para todos los tratamientos, pero que no mostraron claras
diferencias entre ellos (tabla 2). Los datos de crecimiento nos muestran que,
los cambios inducidos en la dieta 0o en las condiciones ambientales no
afectaron de manera significativa a los ejemplares de lisa y que, por lo tanto,
la osmorregulaciéon en esta especie eurihalina, con elevada capacidad de
adaptacion a los cambios ambientales, no parce generar un coste extra tan
acusado como para afectar visiblemente al crecimiento de la especie. En el
contexto de este mismo proyecto, los ejemplares de lenguado (Solea
senegalensis) sometidos a los mismos tratamientos experimentales,
presentaron un crecimiento significativamente mayor con el tratamiento FO a
20ppt frente a los otros tres tratamientos, indicando un mayor coste energético
asociado a la osmorregulacion, que afecta al crecimiento, y una mayor
eficiencia de una dieta mas carnivora y rica en omega-3 LC-PUFA que la dieta
de componente mas herbivoro (VO) (Marrero et al., 2019; Pérez, 2020). La
tasa de crecimiento obtenida, podria mejorarse probablemente en sistemas de
cultivo diferentes al ensayado en el presente estudio. El mantenimiento de las
condiciones del agua de mar en los circuitos acuapénicos cerrados de la
fundacién Neotropico, fueron complejos, no habiéndose registrado estas
dificultades ni diferencias en la calidad de agua de los circuitos, en los estudios
previos en las que las especies cultivadas eran de agua dulce.

Tabla 2. Incremento de peso (g) de C. labrosus en los cuatro diferentes
tratamientos.
APeso (g)

FO 20ppt FO 35ppt VO 20ppt VO 35ppt
X £SD| X £SD| X £SD| X = SD
10,48 + 6,43|9,21 *+ 5,03|9,33 + 6,87|11,77 + 5,82

Los datos se representan como media + desviacion estandar n = 5.

4.2 Perfil de acidos grasos del tejido muscular de C. labrosus.

En cuanto al contenido de acidos grasos del musculo en los peces de los 4
tratamientos (tabla 3), se observa que los acidos grasos saturados se

encuentran en gran proporcion, siendo el mayoritario el 16:0, que es ademas
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el que se encuentra en mayor cantidad en el pienso. Algo similar ocurre en el
medio natural, donde el 16:0 es particularmente abundante en la dieta, y es
altamente utilizado con fines energéticos como resultado de la 3-oxidacion
(Rodriguez et al.,1997). Se trata ademéas de un &cido graso que los peces
pueden sintetizar de novo, e importante componente estructural que permite
la regulacion de la fluidez y permeabilidad de las membranas (Pérez et al.,
2014). Es por ello por lo que es un acido graso mayoritario también en las
grasas utilizadas en la fabricacion de los piensos para acuicultura,
garantizando asi su aporte nutricional adecuado. El 14:0, es el acido graso
saturado que se encuentra en menor cantidad, lo que se podria explicar debido
a que, junto con los MUFAs (4cidos grasos monoinsaturados), son los que
primero se degradan para la obtencién de energia (Rodriguez et al., 1997),
ademas de ser el SFA que en menor cantidad se encuentra en la dieta.

Se observa que son los MUFAs los que se encuentran en mayor cantidad,
siendo el mas abundante el 18:1, entre los cuales encontramos al isbmero
18:1n-9 o acido oleico, precursor de LA y LNA en plantas y microorganismos,
y componente energético y estructural esencial para los peces en su medio
natural. Un solo doble enlace en su molécula otorga un alto grado de fluidez a
las membranas, hecho especialmente importante en ambientes frios como los
acuaticos, ejerciendo un papel muy importante en los cambios adaptativos
homeoviscosos ante condiciones ambientales cambiantes de salinidad y
temperatura. Segun el analisis ANOVA, el contenido de este acido graso se ve
afectado por la dieta, encontrandola en mayor cantidad en la VO que en la FO,
como cabria esperar, al ser un componente mayoritario del aceite de oliva que
se utilizo en la formulacion de esta dieta.

En cuanto a los acidos grasos de la serie n-6, el que se encuentra en mayor
cantidad es LA, acido graso dietario, precursor del ARA, que se sintetiza por
la accion de elongasas y desaturasas que actlan inespecificamente para
sustratos homélogos omega-6 u omega-3, siendo mas optimizada la reaccion
hacia los omega-3 en el medio marino (Castro et al., 2016). De nuevo dentro
de los n-6, se observa cdmo en ambos piensos el acido graso 18:3n-6 o el
20:3n-6 se encuentran ausentes dentro de la dieta (tabla 1). Sin embargo, la
presencia de estos acidos grasos solo en el musculo de los tratamientos donde
se indujo una menor salinidad o un menor aporte de LC-PUFA (FO20ppt;
VO35ppt y VO20ppt) sugieren que en Chelon labrosus el ambiente menos
salino, y el perfil de acidos grasos de la dieta, esta siendo capaz de modular
su capacidad de sintesis, confirmando que esta especie posee actividad A6
(figura 1), como indican los estudios recientes de Garrido et al. (2019), al ser
capaz de sintetizar 18:3n-6 a partir de 18:2n-6 (LA). La desaturacién del 18:3n-
6 a 20:3n-6 es un paso mas hacia la obtencion del ARA, que también ha sido
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Tabla 3. Contenido de lipido total (% p.f.), cantidad de acidos grasos totales
(mg/100 g peso fresco), y principales acidos grasos (% de acidos grasos
totales) en el tejido muscular de los cuatro tratamientos.

Musculo Musculo Musculo Mdusculo
ANOVA
FO 20ppt FO 35ppt VO 20ppt VO 35ppt DOS
VIAS
X + SD X + SD X + SD X + SD |D S |
TLY| 153 + 026 | 146 + 0,53 1,73 + 0,48 141 + 0,68
FA|1012,61 + 157,5/1129,95 + 460,27|1411,87 + 265,37|1043,22 + 605,64
14:0| 249 + 061 | 284 =+ 042 237 + 0,23 215 + 0,35
16:0| 20,49 + 109 | 2427 + 178 | 2194 + 0,79 | 22,01 =+ 0,77 *
18:0| 4,06 + 041 | 3,89 <+ 0,9 354 + 0,52 385 + 054
SFA!'| 2845 + 160 | 3361 + 257 | 2931 + 084 | 2961 + 0,34
16:1| 547 + 019]| 695 <+ 0,05 719 + 0,80 566 + 058 |* * *
18:1| 2421 + 186 | 2346 + 051 | 3243 + 196 | 3155 + 383 |*
20:1| 065 + 0,38 | 096 + 0,32 095 + 0,20 1,09 + 0,12
MUFAs!| 30,64 + 219| 3190 + 057 | 4057 + 232 | 3830 + 433 | *
18:2n-6| 1050 + 101| 749 + 139 | 1137 + 0,77 | 1088 + 037 | * * *
18:3n-6| 0,31 + 0,06 | 0,00 + 0,00 0,32 + 0,03 033 + 0,09 | * * *
20:3n-6| 0,23 + 0,13 | 0,00 <+ 0,00 0,28 + 0,06 033 + 011 | * =* *
20:4n-6| 2,67 + 058 | 3,12 + 0,59 210 + 0,85 224 + 1,02
Total n-6
PUFAL 15,14 + 093 | 1166 + 129 | 1509 + 103 | 1494 + 109 |* * *
18:3-n3| 3,28 + 066 | 243 + 0,28 241 + 0,36 3,13 + 105 * ook
20:5n-3| 466 + 059 | 440 <+ 0,50 363 + 0,74 344 <+ 0,75 | *
22:5n-3| 151 + 019 | 086 <+ 0,74 1,19 + 0,23 128 + 0,20 *
22:6n-3| 11,25 + 157 | 6,40 <+ 0,40 353 + 0,83 431 + 068 | * * *
Total n-3 . o %
PUFAL 2183 + 1,78 | 16,07 + 125 | 11,73 + 167 | 1339 + 250
n-3/n-6| 144 + 013 ] 1,39 + 0,13 0,78 <+ 0,10 089 + 011 | *
Total n-3 LC-
PUFAL 17,74 + 205 | 1197 + 0,33 849 + 181 93 + 159 |* * *

Los datos se representan como media + desviacion estandar n = 5.

*Indica diferencias significativas (p>0.05). TL: Lipido total. FA: Acidos grasos totales. SFA: Acidos
grasos saturados. MUFAs: Acidos grasos monoinsaturados. PUFAs: Acidos grasos poliinsaturados.
LC-PUFAs: acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. D: Dieta. S: Salinidad. I: Interaccion.

17



L

Seccion de Biologia
Universidad de La Laguna

SECCION DE

confirmada en estos estudios. De manera similar, el ARA, a pesar de que en
el pienso de dieta animal (1,18+0,03) se encuentre en cantidades que duplican
la de la vegetal (0,57+0,01), en el misculo no se aprecian diferencias entre
tratamientos, lo que da a entender la capacidad de bioacumulacion y retencién
del pez para este acido graso tan importante fisiolégicamente, o una vez mas,
la capacidad de sintesis de este acido graso, a partir de 20:3n-6 por la actividad
A5, especialmente cuando se induce cierta deficiencia dietaria o disminucion
de la salinidad hacia un rango mas acorde con la salinidad en el medio, como
se demostro para Siganus canaliculatus y Chirostoma estor (Fonseca-Madrigal
et al., 2012; Xie et al., 2014).

Esta actividad enzimética global, concuerda también con la descrita para esta
misma especie por Galindo et al., (2020), siendo también posible la obtencién
de 20:3n-6 a partir de 20:2n-6 por la actividad A8 también reportada por
Garrido et al., (2019).

Por ultimo, en cuanto a los acidos grasos de la serie n-3, se ven diferencias
importantes en el mudsculo de los ejemplares de los distintos tratamientos,
siendo el tratamiento que sigue una dieta con un mayor grado de incorporacion
de componentes de origen animal (FO) y que se encuentra a una salinidad
menor (20ppm), el que mas n-3 PUFAs contiene, asi como LC-PUFAs en
general, a nivel muscular. El hecho de que el tratamiento FO35ppt recibiera la
misma dieta y presente sin embargo, menos DHA, induce de nuevo a pensar
gue la disminucion en la salinidad esta favoreciendo una mayor sintesis de
DHA a partir de sus precursores dietarios principales 18:3n-3 y/0 20:5n-3. De
manera similar, a pesar de que en la dieta VO las proporciones de EPA
presentes en los piensos son muy diferentes, llegando a encontrar en la FO
(4,92+0,05) cerca del doble que VO (2,55+0,11), las cantidades encontradas
posteriormente en el musculo de los ejemplares VO35ppt y VO20ppr no son
tan diferentes a los tratamientos FO, pudiendo explicarse este hecho no solo
por la posible bioacumulacion y retencidn selectiva de este esencial precursor
de eicosanoides antiinflamatorios, sino también a cierta sintesis del
compuesto, inducida por su disminucion dietaria y que en este caso, conlleva
la accidon secuencial nuevamente de la A6, A5, a partir del LNA, (Galindo et al.,
2020). De la misma manera ocurre con el 22:5n-3, que en el pienso animal se
encuentra en proporciones 3 veces superiores a las del vegetal, aunque en el
musculo las diferencias no sean destacables. Este acido graso se trata de uno
de los precursores de DHA en la “via de Sprecher” (Castro et al., 2016), si bien,
la accidn de la A4, cuya presencia 0 ausencia aun se desconoce en esta
especie podria conducir a la produccion de DHA (Galindo et al., 2020). En
cuanto al DHA en el musculo de los ejemplares, se observa que cuando este
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es suministrado en la dieta en altas cantidades (como es en el caso de FO,
14,81+0,39), el pez mantiene unas proporciones similares a las que posee
cuando se le suministra una proporciéon muy inferior (como es en la VO,
2,38+0,06). Una vez mas, parece tener lugar un importante efecto modulatorio
de la dieta a la hora de inducir un incremento compensatorio en la capacidad
de sintesis de omega-3 LC-PUFA en C. labrosus.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto con la Organizacion para la
Agricultura y la alimentacién (FAO) y las Autoridades Europeas de Seguridad
Alimentaria (AESA), recomiendan una ingesta diaria de al menos 250mg de
EPA y DHA en conjunto (Zarate et al., 2017). En nuestro caso, por cada 100g
de pescado del tratamiento de FO a una salinidad de 20ppt obtenemos
1012,61+157,5mg de acidos grasos totales, de los cuales el 11,25% sera DHA
(Tabla 3), es decir, unos 114mg, y otros 50mg de EPA. De manera similar, en
el otro tratamiento con la misma dieta FO pero a una salinidad mayor, se
obtuvo un total de 1129,95+460,27mg de acidos grasos totales por cada 100g
de pescado, de los que unos 70mg son de DHA y 50mg de EPA. En los
tratamientos con una dieta vegetal, los peces que se encontraban a salinidad
baja obtuvieron un total de 1411,87+265,37mg de acidos grasos, de los que
unos 50mg eran de DHA, y otros 50mg de EPA. Por ultimo, en el tratamiento
de dieta vegetal a una salinidad de 35ppt, se obtuvo un total de
1043,22+605,64mg de acidos grasos, de los que habria unos 45mg de DHA 'y
35mg de EPA.

En definitiva, el tratamiento con la menor salinidad y una dieta mas marina es
en el que los niveles de &acidos grasos de interés aumentan de forma
considerable, si bien en términos absolutos, la sustitucion por la dieta VO mas
sostenible y a 20ppt no supone una disminucién tan drastica en el contenido
de éstos omega-3 LC-PUFA con respecto al tratamiento FO 20ppt.
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5. CONCLUSIONES

El cultivo de la especie C. labrosus a una salindad de 20pp o con una dieta
parcialmente sustituida por aceites vegetales con un menor aporte de EPA
y DHA, no afecta negativamente a su crecimiento, lo que confirma la
capacidad adaptativa de la especie a la salinidad cambiante y su menor
requerimiento nutricional de omega-3 LC-PUFA frente a otras especies de
habitos mas omnivoros y carnivoros.

El cultivo de la especie C. labrosus a una salinidad de 20ppt, inferior a la
marina, alimentando los ejemplares con una dieta rica en EPA y DHA,
favorece su contenido de omega-3 LC-PUFA frente al obtenido en los
ejemplares alimentados con la misma dieta pero a 35ppt. Ello indica la
existencia en esta especie, de un efecto modulador de la salinidad en la
capacidad de biosintesis de LC-PUFA a partir de sus precursores dietarios,
gue podria resultar ventajosa de cara a su cultivo.

Si bien los tratamientos con una dieta formulada con aceite de pescado
(FO) proporcionan mayor cantidad de LC-PUFA, la sustitucion parcial de
estos componentes marinos, por otros de origen vegetal (VO) no merman
el aporte de EPA ni sustancialmente el de DHA del musculo de los
ejemplares en términos absolutos. Ello indica la existencia en esta especie,
de un efecto modulador de la dieta en la capacidad de biosintesis de LC-
PUFA a partir de sus precursores dietarios, pudiéndose mejorar la
sostenibilidad ambiental y economica de Ila dieta sin afectar
significativamente la calidad nutricional del producto final.

El efecto modulador de la salinidad ambiental y del perfil lipidico de la dieta,
sobre la capacidad de sintesis de omega-3 LC-PUFA de C. labrosus son
aspectos atractivos que deberian tenerse en cuenta el cultivo de esta
nueva especie de interés para la diversificacién acuicola.

CONCLUSIONS

The culture of C. labrosus at 20ppt salinity or with a diet partially substituted
by vegetable oils with lower levels of EPA and DHA, does not affect its
growth perfomance, which confirms the ability to adapt to different salinities
and its lower nutritional requirement of omega-3 LC-PUFA compared to
other species with more omnivorous and carnivorous habits.
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- The culture of C. labrosus at 20ppt salinity, lower than the marine one,
feeding the specimens with a diet with high levels of EPA and DHA,
improves the amount of omega-3 LC-PUFA compared to that obtained in
specimens fed with the same diet at 35ppt. This result indicates the
presence of a modulating effect of salinity in the biosynthesis capacity of
LC-PUFA from its dietary precursors, which could be advantageous for its
cultivation.

- Although fish oil treatments (FO) provide a higher amount of LC-PUFA, the
partial substitution of these marine components with vegetable oils (VO)
does not reduce the contribution of EPA or significantly DHA from the
muscle of the specimens in absolute terms. This result indicates a dietary
effect on the biosynthesis capacity of LC-PUFA, being able to improve the
environmental and economic sustainability of the diet with not significantly
effects in the nutritional quality of the final product.

- The modulating effect of the environmental salinity and the lipid profile of
the diet, on the biosynthesis capacity of omega-3 LC-PUFA of C. labrosus
are attractive features that should be considered for the culture of this new
species of interest for aguaculture diversification.
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	1. INTRODUCCIÓN
	1.1 Situación actual de la acuicultura
	Se estima que para el año 2050, uno de los mayores problemas con los que se encontrará la población mundial será con el de su propio crecimiento, teniendo que alimentar aproximadamente 9.600 millones de personas que habitarán el planeta, con la limita...
	La acuicultura, juega un papel fundamental en la erradicación del hambre y la malnutrición, ofreciendo alimentos de alto contenido proteico, ricos en ácidos grasos omega-3 poliinsaturados de cadena larga (omega-3 long chain polyunsaturated fatty acids...
	1.2 Fuentes alternativas sostenibles en las dietas acuícolas
	En la acuicultura, la alimentación es el factor que más costes ocasiona, afectando de forma directa a la calidad nutricional del producto, su crecimiento y reproducción. Por esto se pretende estudiar las necesidades nutricionales de cada una de las es...
	Los aceites procedentes de semillas vegetales aportan gran cantidad ácidos grasos omega-6 de 18C, lo que provoca que la relación omega-6/omega-3 en el pescado sea más elevada (Naylor et al., 2000). Esta relación de ácidos grasos omega-6/omega-3 en la ...
	Para evitar todo esto, una alternativa es emplear las dietas “a término”, en las que se intenta devolver al animal su dieta marina original, tras haberle administrado una dieta vegetal durante un periodo de tiempo determinado, de forma que se compensa...
	1.3 Importancia omega-3 LC-PUFA.
	Los lípidos, son macromoléculas esenciales, que participan en funciones como la reserva energética, funciones estructurales esenciales en las membranas celulares, la generación de derivados eicosanoides y docosanoides, y la regulación de la expresión ...
	La mayoría de los animales son incapaces de sintetizar los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), especialmente el ácido linoleico (LA; 18:2n-6) y el linolénico (LNA; 18:3n-3), que se consideran, por lo tanto, ácidos grasos esenciales, y que están incl...
	En peces marinos, y en el medio marino en general, el EPA y el DHA se presentan a elevadas concentraciones en los tejidos, siendo las algas marinas los únicos organismos capaces de sintetizarlos de novo. Estos ácidos grasos junto con el colesterol ayu...
	1.4 Biosíntesis de LC-PUFA
	Las enzimas responsables de la síntesis de LC-PUFA a partir de sus precursores de 18 carbonos (C18PUFA; 18:2n-6; LA o 18:3n-3; LNA) son las mismas desaturasas y elongasas, actuando sobre uno u otro ácido graso ya existente en el tejido o recientemente...
	Todos los vertebrados tienen la capacidad de sintetizar ácido oleico (OA; 18:1n-9), aunque solo las plantas y microorganismos son capaces de desaturar este ácido graso hasta LA y LNA, mientras que los vertebrados tienen esta ruta bloqueada, al carecer...
	A partir del ácido linoleico, es posible formar el ácido 20:3n-6 mediante dos rutas alternativas: una desaturación por la enzima Δ6, y una elongación; o bien una elongación seguida de una desaturación por la enzima Δ8. Este precursor (20:3-n6) experim...
	Por otro lado, la síntesis de DHA, se produce comúnmente a través de la “vía de Sprecher”, siendo el resultado de dos elongaciones más, una desaturación por parte de la enzima Δ6, así como un acortamiento de la cadena hidrocarbonada de 24C por una β-o...
	Figura 1. Ruta de biosíntesis de los LC-PUFA a partir del LA y el LNA (Lee et al., 2016).
	1.5 Salinidad, osmorregulación y lípidos.
	La capacidad de sintetizar LC-PUFA puede verse alterada por factores ambientales como son la dieta o la salinidad. Recientes estudios han mostrado que ciertas disminuciones en la salinidad ambiental provocan un aumento en la síntesis de LC-PUFA en alg...
	Los animales acuáticos se enfrentan a problemas de regulación del equilibrio osmótico, respondiendo con dos estrategias diferentes, el osmoconformismo, propio de organismos que se encuentran en equilibrio osmótico con el medio en el que viven; y la os...
	De los peces marinos osmorreguladores, podemos destacar a los eurihalinos que son capaces de sobrevivir frente a grandes variaciones en la salinidad ambiental, sorteando las tensiones osmóticas con adaptaciones morfológicas y bioquímicas que tienen lu...
	Los peces marinos, experimentan una continua entrada de iones del medio, en especial de Cl-, a la vez que van sufriendo procesos de deshidratación por pérdida pasiva de agua. Por todo esto, cuentan con mecanismos específicos para la secreción de iones...
	Las branquias y el tracto intestinal son los principales órganos encargados de la osmorregulación en peces. El tracto intestinal, se encarga de la absorción de agua, y por consiguiente de iones Na+ y Cl- (Dópido, 2006). Las branquias por otra parte in...
	Figura 2. Esquema general de los principales problemas y estrategias llevadas a cabo por teleósteos osmorreguladores para mantener el equilibrio hídrico e iónico frente a diferentes salinidades ambientales (Martos-Sitcha et al., 2015).
	En teleósteos marinos, la acción coordinada de branquias y epitelio intestinal es responsable del movimiento de agua de mar hacia los lechos vasculares submucosos y la expulsión del NaCl en exceso proveniente del agua de mar ingerida, provocando un ba...
	El contenido lipídico de las membranas celulares de peces eurihalinos se encuentra sujeto a variaciones en su composición durante los procesos de aclimatación a factores ambientales, como son la temperatura, el pH o la salinidad. Estos cambios buscan ...
	Así, se sugiere que los componentes de la dieta, y más específicamente los lípidos, juegan un importante papel como reserva energética, como fuente de moléculas lipídicas que acaban formando parte de las membranas celulares y como moléculas de señaliz...
	Por todos estos motivos, es fundamental indagar en los procesos que afectan a la biosíntesis de los LC-PUFA, conocer sus funciones y su capacidad de síntesis en las diferentes especies, así como su regulación a través de la dieta y otros factores como...
	1.6 Chelon labrosus, especie objeto de estudio.
	Chelon labrosus, comúnmente conocida como lisa, es un teleósteo marino de la familia Mugilidae, frecuente en zonas costeras y estuarios. Se trata de una especie anfídroma, es decir, que migra a aguas salobres para buscar alimento (McDowall, 1988). Se ...
	Se trata de una especie euriterma y eurihalina, capaz de soportar amplios rangos de temperatura y salinidad. Su alimentación temprana se basa en el consumo de zooplancton, al ser filtradores y detritívoros. Al igual que el resto de mugílidos, sufre mo...
	Los mugílidos representan un grupo importante dentro de la pesca comercial, pudiéndose encontrar en cualquier ambiente costero. Su cultivo se ha practicado durante siglos de forma tradicional (Pujante, 2013). De entre las 70 especies conocidas de mugí...
	2. OBJETIVOS
	Dentro del contexto general del proyecto PROPUFA omega-3 (AGL2018-70994-R) “Caracterización y modulación de la biosíntesis de omega-3 LC-PUFA en peces: una cuestión de sostenibilidad para la futura diversificación de la acuicultura”, se analiza la mod...
	En este contexto, se abordará el estudio del efecto modulador de los lípidos de la dieta y de la salinidad ambiental sobre la composición lipídica del músculo y la síntesis potencial de omega-3 LC-PUFA, a través de las muestras obtenidas en un experim...
	Para la consecución del trabajo se abordarán los siguientes objetivos específicos:
	- Comparar la composición de ácidos grasos del músculo de 20 ejemplares de Chelon labrosus en función del perfil de ácidos grasos de la dieta: dieta más (FO) o menos (VO) rica en omega-3 LC-PUFA.
	- Comparar la composición de ácidos grasos en el músculo de estos 20 ejemplares de Chelon labrosus en función de la salinidad ambiental (35‰ o 20‰).
	- Evaluar cuál de los cuatro tratamientos podría ser más favorable para la biosíntesis de omega-3 LC-PUFA y el cultivo de la especie Chelon labrosus.
	En el contexto general del proyecto anteriormente mencionado, estos objetivos específicos persiguen disminuir el índice FIFO y, por lo tanto, potenciar la sostenibilidad ambiental del cultivo de la lisa (C. labrosus), sin afectar negativamente su meta...
	3. MATERIAL Y MÉTODOS
	3.1 Diseño experimental
	Se capturaron 20 ejemplares de Chelon labrosus en la Punta del Hidalgo, habiéndose obtenido para ello, los permisos pertinentes por parte de la Consejería de Pesca del Gobierno de Canarias, y se mantuvieron en las instalaciones de la Fundación Neotróp...
	Para cada una de las dietas se ensayó un tanque con salinidad control (35 ppt), y otro a una salinidad más baja (20 ppt). Para todos los tratamientos el fotoperiodo fue natural, la temperatura del agua fue de 23,5 ± 0,5 ºC, y el oxígeno disuelto por e...
	3.2 Extracción de tejido muscular
	Tras finalizar el experimento, los ejemplares se sacrificaron siguiendo métodos humanitarios según la normativa vigente (BOE nº 34, 08/02/2013) y la reglamentación y autorización del Comité de Ética de la Universidad de La Laguna. Los análisis bioquím...
	Con ayuda de un bisturí, se recogieron las muestras de tejido muscular que fueron almacenados hasta su análisis en un ultra congelador a - 80ºC para así minimizar el riesgo de oxidación de los ácidos grasos. La actividad realizada por la autora del pr...
	VO + 35ppt
	FO + 35ppt
	FO + 20ppt
	VO + 20ppt
	3.3 Extracción lipídica del tejido muscular.
	De cara a expresar el contenido de lípido en peso seco se procedió a determinar el contenido en humedad de las muestras. Para determinar el % de humedad del músculo, se usaron 500 mg de muestra por cada pez, que se introdujeron en la estufa a 110ºC ha...
	% Humedad = (Peso fresco – Peso seco/Peso fresco) * 100
	La extracción lipídica se realizó según el método de Folch - Lee (1957) y modificaciones descritas por Christie en 2003. Las muestras, (de 100mg cada una), una vez descongeladas, fueron homogeneizadas con ayuda de un homogeneizador Virtishear en 10 ml...
	El porcentaje de lípido en peso fresco y en peso seco fue calculado de la siguiente manera:
	% Lípido peso fresco = (lípido total/peso fresco) * 100
	% Lípido peso seco = (%lípido en peso fresco/(100 - %Humedad)) * 100
	3.4 Determinación del perfil de ácidos grasos
	Se realizó la transmetilación de 1 mg del extracto de lípido de cada muestra de manera que se rompan los enlaces éster entre los ácidos grasos y los esqueletos hidrocarbonados, permitiendo la unión de un grupo metilo (- CH3) a los ácidos grasos libres...
	Para cuantificar la cantidad de ácidos grasos en valor absoluto, se añadió a las muestras un 5% de un ácido graso conocido y que no está contenido en la muestra, el estándar interno (19:0). Se dejaron reaccionar las muestras con tolueno y ácido sulfúr...
	Transcurrido dicho tiempo, se realizaron lavados con hexano/éter (1:1) y KHCO3, para finalmente, evaporar el solvente en atmósfera de nitrógeno y proceder a su purificación.
	La purificación de la mezcla de FAMEs y esqueletos hidrocarbonados, se llevó a cabo por cromatografía en capa fina, haciendo uso de un estándar conocido, de manera que se pueda identificar la banda en la que se ubican los FAMEs de las muestras analiza...
	La identificación de cada uno de los ácidos grasos se realizó con ayuda de un patrón compuesto por una mezcla de aceite de pescado y varios multiestándares comerciales, con composiciones y tiempos de retención conocidos.
	3.5 Extracción lipídica de los piensos y determinación del perfil de ácidos grasos.
	La extracción lipídica se realizó siguiendo el método anteriormente explicado de Folch - Lee (1957) con modificaciones, descrito por Christie en 2003, tras haber hidratado los piensos con una pequeña cantidad de agua destilada, durante toda la noche p...
	Tabla 1. Composición proximal y de ácidos grasos de los piensos FO y VO: Contenido en cenizas, proteínas y lípido total (% en peso seco) y perfil de ácidos grasos (% del total de ácidos grasos).
	Los resultados se presentan como media ± desviación estándar (n=3).
	1Puede contener componentes minoritarios no mostrados en la tabla.
	TL: Lípido total.
	FA: Ácidos grasos totales.
	SFA: Ácidos grasos saturados. MUFAs: Ácidos grasos monoinsaturados.
	PUFAs: Ácidos grasos poliinsaturados.
	LC-PUFAs: ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga.
	VO: Dieta Vegetal.
	FO: Dieta animal.
	3.6 Análisis estadístico
	Se realizó una ANOVA de dos vías para la determinación del efecto de la dieta, la salinidad y la interacción de estos factores, sobre la composición de ácidos grasos del músculo. Para ello, se verificaron las hipótesis de normalidad y homocedasticidad...
	Las diferencias fueron consideradas significativas para un p-valor inferior a 0,05. El estudio estadístico se llevó a cabo con el programa IBM SPSS Statistics 25.0.
	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN.
	4.1 Incremento del peso
	Al terminar el experimento, se registraron incrementos promedios en peso más bien limitados para todos los tratamientos, pero que no mostraron claras diferencias entre ellos (tabla 2). Los datos de crecimiento nos muestran que, los cambios inducidos e...
	Tabla 2. Incremento de peso (g) de C. labrosus en los cuatro diferentes tratamientos.
	Los datos se representan como media ± desviación estándar n = 5.
	4.2 Perfil de ácidos grasos del tejido muscular de C. labrosus.
	En cuanto al contenido de ácidos grasos del músculo en los peces de los 4 tratamientos (tabla 3), se observa que los ácidos grasos saturados se encuentran en gran proporción, siendo el mayoritario el 16:0, que es además el que se encuentra en mayor ca...
	Se observa que son los MUFAs los que se encuentran en mayor cantidad, siendo el más abundante el 18:1, entre los cuales encontramos al isómero 18:1n-9 o ácido oleico, precursor de LA y LNA en plantas y microorganismos, y componente energético y estruc...
	En cuanto a los ácidos grasos de la serie n-6, el que se encuentra en mayor cantidad es LA, ácido graso dietario, precursor del ARA, que se sintetiza por la acción de elongasas y desaturasas que actúan inespecíficamente para sustratos homólogos omega-...
	Tabla 3. Contenido de lípido total (% p.f.), cantidad de ácidos grasos totales (mg/100 g peso fresco), y principales ácidos grasos (% de ácidos grasos
	totales) en el tejido muscular de los cuatro tratamientos.
	Los datos se representan como media ± desviación estándar n = 5. (1)
	*Indica diferencias significativas (p>0.05). TL: Lípido total. FA: Ácidos grasos totales. SFA: Ácidos grasos saturados. MUFAs: Ácidos grasos monoinsaturados. PUFAs: Ácidos grasos poliinsaturados. LC-PUFAs: ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga...
	confirmada en estos estudios. De manera similar, el ARA, a pesar de que en el pienso de dieta animal (1,18±0,03) se encuentre en cantidades que duplican la de la vegetal (0,57±0,01), en el músculo no se aprecian diferencias entre tratamientos, lo que ...
	Esta actividad enzimática global, concuerda también con la descrita para esta misma especie por Galindo et al., (2020), siendo también posible la obtención de 20:3n-6 a partir de 20:2n-6 por la actividad ∆8 también reportada por Garrido et al., (2019).
	Por último, en cuanto a los ácidos grasos de la serie n-3, se ven diferencias importantes en el músculo de los ejemplares de los distintos tratamientos, siendo el tratamiento que sigue una dieta con un mayor grado de incorporación de componentes de or...
	La Organización Mundial de la Salud (OMS) junto con la Organización para la Agricultura y la alimentación (FAO) y las Autoridades Europeas de Seguridad Alimentaria (AESA), recomiendan una ingesta diaria de al menos 250mg de EPA y DHA en conjunto (Zára...
	En definitiva, el tratamiento con la menor salinidad y una dieta más marina es en el que los niveles de ácidos grasos de interés aumentan de forma considerable, si bien en términos absolutos, la sustitución por la dieta VO más sostenible y a 20ppt no ...
	5. CONCLUSIONES
	- El cultivo de la especie C. labrosus a una salindad de 20pp o con una dieta parcialmente sustituida por aceites vegetales con un menor aporte de EPA y DHA, no afecta negativamente a su crecimiento, lo que confirma la capacidad adaptativa de la espec...
	- El cultivo de la especie C. labrosus a una salinidad de 20ppt, inferior a la marina, alimentando los ejemplares con una dieta rica en EPA y DHA, favorece su contenido de omega-3 LC-PUFA frente al obtenido en los ejemplares alimentados con la misma d...
	- Si bien los tratamientos con una dieta formulada con aceite de pescado (FO) proporcionan mayor cantidad de LC-PUFA, la sustitución parcial de estos componentes marinos, por otros de origen vegetal (VO) no merman el aporte de EPA ni sustancialmente e...
	- El efecto modulador de la salinidad ambiental y del perfil lipídico de la dieta, sobre la capacidad de síntesis de omega-3 LC-PUFA de C. labrosus son aspectos atractivos que deberían tenerse en cuenta el cultivo de esta nueva especie de interés para...
	CONCLUSIONS
	- The culture of C. labrosus at 20ppt salinity or with a diet partially substituted by vegetable oils with lower levels of EPA and DHA, does not affect its growth perfomance, which confirms the ability to adapt to different salinities and its lower nu...
	- The culture of C. labrosus at 20ppt salinity, lower than the marine one, feeding the specimens with a diet with high levels of EPA and DHA, improves the amount of omega-3 LC-PUFA compared to that obtained in specimens fed with the same diet at 35ppt...
	- Although fish oil treatments (FO) provide a higher amount of LC-PUFA, the partial substitution of these marine components with vegetable oils (VO) does not reduce the contribution of EPA or significantly DHA from the muscle of the specimens in absol...
	- The modulating effect of the environmental salinity and the lipid profile of the diet, on the biosynthesis capacity of omega-3 LC-PUFA of C. labrosus are attractive features that should be considered for the culture of this new species of interest f...
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