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Resumen

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una de las especies dulceacuicolas mas cultivadas a
nivel mundial y representa una fuente importante de proteina para consumo humano. Sin
embargo, su filete suele presentar bajas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga de la serie n-3, especialmente acido docosahexaenoico (DHA), en comparacidn con
especies marinas grasas. El presente estudio evalué el efecto de dietas de finalizacion con
inclusion de fracciones neutras y polares de aceite de Schizochytrium sp. sobre la calidad lipidica
del musculo, la composicién de fosfolipidos, la respuesta bioquimica, la histologia hepatica y la
microbiota intestinal de juveniles de tilapia del Nilo. Se formularon cinco dietas experimentales:
control, LN 2.5%, LN 5%, LP 2.5% y LP 5%, las cuales fueron suministradas durante dos semanas.
Se evaluaron parametros zootécnicos (crecimiento y supervivencia), composicion proximal de
dietas, perfil de dcidos grasos del musculo durante la semana 1 y semana 2, separacion de lipidos
neutros y polares, clases de fosfolipidos musculares, proteinas totales, actividad de catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (SOD), peroxidacién lipidica mediante TBARS, cobertura vacuolar hepatica
y composicion de la microbiota intestinal. Los pardmetros zootécnicos no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos, lo que indica que las dietas experimentales no afectaron el
crecimiento ni la supervivencia durante el periodo evaluado. El musculo de los organismos
alimentados con las dietas con lipidos neutros presenté mayor acumulacién de DHA y mayor
relacién (n-3)/(n-6), especialmente en LN 5%, respuesta que fue evidente desde la primera
semana y mas marcada en la segunda. Por otro lado, los tratamientos lipidos polares mostraron
menor enriquecimiento, probablemente debido al bajo contenido total de dacidos grasos
recuperado en la fraccion polar, la cual pudo contener una proporcién importante de compuestos
no fosfolipidicos. El contenido de lipidos totales, proteinas totales, CAT, SOD y TBARS no presento
diferencias significativas, al igual que la cobertura vacuolar hepdtica. La microbiota intestinal
mostrd variaciones descriptivas entre tratamientos, particularmente en familia Lactobacillaceae.
En conclusion, la fraccidn neutra de aceite de Schizochytrium sp., especialmente al 5%, fue la
estrategia mas efectiva para enriquecer el musculo de tilapia con DHA durante un periodo de 2
semanas, sin generar efectos adversos detectables en crecimiento, composicidn proteica, estado
oxidativo o tejido hepatico.
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Summary

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is one of the most widely farmed freshwater fish species
worldwide and represents an important source of protein for human consumption. However, its
fillet usually contains low levels of long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids, especially
docosahexaenoic acid (DHA), compared with fatty marine fish species. This study evaluated the
effect of finishing diets supplemented with neutral and polar lipid fractions from Schizochytrium
sp. oil on muscle lipid quality, phospholipid composition, biochemical response, liver histology,
and intestinal microbiota of juvenile Nile tilapia. Five experimental diets were formulated: control,
LN 2.5%, LN 5%, LP 2.5%, and LP 5%, and were supplied for two weeks. Growth performance, diet
proximate composition, muscle fatty acid profile during week 1 and week 2, neutral and polar lipid
fractions, muscle phospholipid classes, total proteins, catalase activity (CAT), superoxide
dismutase activity (SOD), lipid peroxidation through TBARS, hepatic vacuolar coverage, and
intestinal microbiota composition were evaluated. Growth performance variables showed no
significant differences among treatments, indicating that the experimental diets did not affect
growth or survival during the evaluated period. Muscle from fish fed LN diets showed higher DHA
accumulation and a higher (n-3)/(n-6) ratio, particularly in the LN 5% treatment. This response
was evident after the first week and became more pronounced after the second week of feeding.
In contrast, LP treatments showed lower muscle DHA enrichment, probably due to the low fatty
acid recovery in the polar fraction, which may have contained a considerable proportion of non-
phospholipid polar compounds. Total muscle lipids, total proteins, CAT, SOD, and TBARS did not
show significant differences among treatments. Hepatic vacuolar coverage also showed no
significant differences during week 1 or week 2. The intestinal microbiota showed descriptive
differences among treatments, particularly in the relative abundance of the Lactobacillaceae
family. The neutral lipid fraction from Schizochytrium sp. oil, especially at 5% inclusion, was the
most effective strategy to enrich Nile tilapia muscle with DHA during a short finishing period,
without detectable adverse effects on growth performance, muscle protein composition,
oxidative status, or liver tissue condition.

Keywords: Oreochromis niloticus, Schizochytrium sp., DHA; phospholipids.
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1. INTRODUCCION

La produccidn acuicola y pesquera alcanzé un récord histérico en 2022, con un volumen total de
223.2 millones de toneladas. Ese mismo afo, por primera vez, la produccién acuicola de especies
animales (51%) superd a la pesca extractiva. A nivel global, los alimentos acuaticos de origen
animal destinados al consumo humano aportaron aproximadamente el 15% de las proteinas de
origen animal y el 6% del total de proteinas consumidas por la poblacion mundial en 2021.
Ademas, en ese mismo afio contribuyeron con al menos el 20% del suministro per capita de

proteina de origen animal para 3.2 mil millones de personas (FAO, 2024; FAO FishStat, 2024).

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) destaca como una de las especies mas cultivadas a nivel
mundial, ya que sus cualidades biolégicas le ofrecen grandes ventajas competitivas en
comparacién con otros peces, como su rapido crecimiento corporal, resistencia a ambientes con
cambios en la temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y pH en el agua, asi como su resistencia a
enfermedades, facil reproduccién y adaptabilidad a su manejo y alimentacion en condiciones de
cautiverio (Sarker et al., 2016; dos Santos et al., 2019; Prabu et al., 2019). Sin embargo, a pesar
de su alto valor como fuente proteica, presenta limitaciones nutricionales, particularmente por su
bajo contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) omega-3 de cadena larga, como el EPA
(20:5n-3) y el DHA (22:6n-3). Esta deficiencia representa un desafio para mejorar el perfil
nutricional del filete destinado al consumo humano. Una alternativa, es incorporar aceite de
pescado, rico en EPA y DHA, en el alimento para tilapia, para que incrementar su valor nutricio
para el humano. Esto enfrenta otro problema: la harina y el aceite de pescado son los ingredientes
mas utilizados (FAO, 2024) para la mayor parte de la acuicultura, pero son costosos y su uso eleve
el costo entre el 30 y 70 % de los costos de produccién (Hodar et al., 2020). Se requiere una
mejora en la produccién sostenible de punto de vista econdmico y ambiental de sus ingredientes

resulta esencial para el desarrollo sustentable del sector.

Una alternativa al aceite de pescado es Schizochytrium sp. es un protista marino heterotrofico del
grupo Labyrinthulomycota, utilizado ampliamente por su gran capacidad de sintetizar altas
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (HUFA), especialmente DHA
(Wang et al., 2021). A diferencia de las microalgas fotosintéticas, Schizochytrium puede cultivarse

en sistemas fermentativos sin necesidad de luz, facilitando su produccidn a gran escala bajo



condiciones controladas (Sarker et al., 2016; Jorge et al., 2021). Estas caracteristicas lo sefalan
como una fuente sostenible de lipidos funcionales con aplicaciones prometedoras en la nutriciéon

animal.

La inclusién de este microorganismo en dietas para peces ha mostrado efectos positivos en el
perfil lipidico del filete, aumentando la concentracion de HUFA omega-3, especialmente DHA, sin
comprometer el crecimiento ni el rendimiento productivo de los organismos cultivados (dos
Santos et al., 2019). Asimismo, el uso de este ingrediente en la formulacién de piensos acuicolas
contribuye a la mejora nutricional del filete destinado al consumo humano y se alinea con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) 12 y 14 de la Agenda 2030, relacionados con la
produccién responsable y la conservacion de los ecosistemas marinos (APROMAR, 2021; Durdn et

al., 2025).

Ademas del origen de la fuente lipidica, la forma quimica en la que se suministra el DHA puede
influir en su digestidén, absorcién, transporte y deposicidon en los tejidos. Los lipidos neutros,
principalmente triacilglicéridos, funcionan como moléculas de reserva energética y pueden ser
depositados con mayor facilidad en tejidos de almacenamiento, mientras que los lipidos polares,
como los fosfolipidos, forman parte de las membranas celulares y participan en procesos de
emulsificacion, absorcion intestinal y transporte lipidico (Tocher, 2003; Tocher et al., 2008). Por
ello, el DHA suministrado en forma de lipidos neutros o lipidos polares podria presentar
diferencias en su eficiencia de incorporacién al musculo y en su distribucion dentro de las
fracciones lipidicas del tejido. Asimismo, los fosfolipidos dietarios pueden influir en procesos
intestinales y en la composicién de la microbiota, por lo que resulta relevante evaluar si estas
fracciones generan respuestas distintas en juveniles de tilapia del Nilo (Tocher et al., 2008;

Murota, 2020; Wang et al., 2022).

Por lo anterior, el presente estudio plantea evaluar la inclusion de fracciones lipidicas neutras y
polares de aceite de Schizochytrium sp. en dietas de finalizacién para juveniles de tilapia del Nilo
(O. niloticus), con el propdsito de determinar su efecto sobre la acumulacién de DHA en el
musculo, el perfil de acidos grasos del filete, la composicion de clases de fosfolipidos y posibles

cambios asociados en la microbiota intestinal. Con ello, se busca contribuir al desarrollo de



estrategias alimentarias sostenibles que permitan mejorar la calidad nutricional del filete de

tilapia destinado al consumo humano.



2. ANTECEDENTES
2.1 Importancia de la tilapia del Nilo (O. niloticus)

La tilapia del Nilo es la especie de peces dulceacuicola mas cultivada, encontrdndose en mas de
130 paises alrededor del mundo, seguido de la carpa (Cyprinus spp.) (Fig. 1) (FAO, 2024). Algunos
de los paises con mayor produccién de tilapia son: China, Egipto, Indonesia, Filipinas, Brasil y
México; siendo estos dos ultimos los mayores productores de América (Paredes-Trujillo y
Mendoza-Carranza, 2022). La produccion global de tilapia producida ha experimentado un
crecimiento constante, casi de manera exponencial, desde 1993 con 485 toneladas métricas hasta
2021 con 7021 toneladas métricas. Destacando que la gran mayoria de esta produccién proviene

de la acuacultura (FAQ, 2024).

Figura 1. Distribucién geografica mundial de la tilapia del Nilo (O. niloticus). Tomado de El-Sayed
y Fitzsimmons (2023).

La tilapia comprende un grupo diverso de especies de ciclidos originarios del continente africano,
las cuales han sido introducidas y establecidas en numerosas regiones tropicales y subtropicales
del mundo, incluyendo América Central, parte de Norteamérica, Sudamérica, el sudeste asiatico,
el Medio Oriente y otras zonas de Africa (Trujillo y Carranza, 2022). Estas especies presentan
caracteristicas bioldgicas sobresalientes, como altas tasas de crecimiento, facilidad reproductiva,

amplia plasticidad alimentaria y capacidad para desarrollarse en condiciones de alta densidad



poblacional, lo que ha favorecido su adopcion extensiva en sistemas acuicolas (Russell et al.,

2012).

Adicionalmente, la tilapia se distingue por su tolerancia a condiciones ambientales adversas,
incluyendo bajos niveles de oxigeno disuelto, concentraciones elevadas de amonio y la exposiciéon
a diversos contaminantes, asi como por su capacidad para soportar cargas considerables de
parasitos (Tan et al., 2019; Salem et al., 2021). De acuerdo con Tan y colaboradores (2019), estas
cualidades le permiten adaptarse a una amplia variedad de sistemas de produccién acuicola, que
abarcan desde esquemas familiares y rurales hasta instalaciones de cardcter industrial. En este
contexto, la tilapia se consolida como una fuente relevante de proteina de alta calidad para el

consumo humano, caracterizada por su accesibilidad y costo relativamente bajo.

2.2 Cultivo de tilapia en México

En el afio 1964, la tilapia fue introducida por primera vez en México con el propdsito de ser
cultivada (Zavala-Leal y Ortega, 2021). Como es comun en la introduccidn de especies, este evento
resulté en su escape y colonizacién de practicamente todos los cuerpos de agua dulce en la regién
tropical de México y Centroamérica, como indicé El-Sayed (2019). En 2018, la produccién total de
tilapia en México alcanzd las 168,359 toneladas, de las cuales el 31.3% provino de sistemas
controlados de acuicultura, mientras que el resto se generé mediante actividades pesqueras
(Sotomayor et al., 2022). En los ultimos 10 afios, la tasa promedio de crecimiento anual de la
produccioén de tilapia en México fue del 9.1%. En términos de volumen y valor, la produccién de
tilapia ocupd el tercer lugar en la produccién pesquera nacional seglin datos de Conapesca (2018).
Con el paso del tiempo, la tilapia se ha convertido en una nueva fuente accesible de proteinas y
generacion de ingresos a través de la pesca. Asimismo, la abundancia de las poblaciones de tilapia
se ha estabilizado, adquiriendo una importancia permanente tanto en el ambito pesquero como
cultural. La tilapia ha alcanzado tal relevancia en México que, segun la FAO (2021), se registraron
en todo el pais un total de 4,634 criaderos de tilapia, con una produccidon anual estimada de
117,806 toneladas (FAO, 2020). Aunque los estados con mayor produccion son: Jalisco, Chiapas,
Sinaloa, Nayarit, Michoacdn, Veracruz, Tabasco, Guerrero, Hidalgo y Estado de México, su cultivo

se extiende practicamente a todos los estados de México. En Baja California Sur, se reporta el



cultivo para autoconsumo (Conapesca, 2018), de tal forma que, la tilapia producida en México

abastece tanto al mercado local como nacional e internacional (Trujillo y Carranza, 2022).

2.3 Generalidades de tilapia del Nilo (O. niloticus)

La tilapia es un pez de agua dulce originario de Africa y perteneciente a la familia Cichlidae (Fig.
2). Su distribucidn abarca toda Africa, a excepcion de la regidn norte de las montafias del Atlas y
el suroeste del continente. En la cuenca africana del Nilo, se han identificado aproximadamente
700 especies de ciclidos, de las cuales se han descrito 76 especies de tilapia alrededor de toda

Africa (Dunz y Schiliewen, 2013).

Aleta dorsal

Linea lateral superior
Linea lateral inferior
Aleta caudal

Aleta anal Aleta pectoral Opérculo
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Figura 2. Morfologia externa de la tilapia del Nilo (O. niloticus). Adaptado de Parra Gorriaran
(2023).

2.3.1 Habitat y biologia

La tilapia del Nilo es una especie de pez dulceacuicola tropical que prefiere habitats someros,
experimenta temperaturas letales por debajo de 11-12 °Cy por encima de 42 °C, con temperaturas
Optimas oscilando entre 31 y 36 °C. Asimismo, es un pez omnivoro se alimenta de fitoplancton,

perifiton, plantas acudticas, pequefios invertebrados, fauna béntica, entre otros. Su método de



alimentacién incluye la filtracion de particulas suspendidas, como fitoplancton y bacterias, que

qguedan atrapadas en las mucosas de la cavidad bucal (Hasan y Tamam, 2019).

En estanques, la tilapia del Nilo alcanza la madurez sexual a los 5-6 meses bajo condiciones ideales
de cultivo, aunque bajo condiciones de bajo estrés puede presentar madurez precoz. El desove se
inicia a una temperatura cercana a 24 °C. Durante la reproduccién, el macho establece un
territorio y, dependiendo de las condiciones del cultivo, puede excavar una pequefia depresion en
el sustrato o desovar sin la formacién de un nido claramente definido. Tras la fertilizacién, la
hembra recoge los huevos en su boca para incubarlos. La incubacién y el cuidado de las crias, bajo
la proteccion materna, se completan en aproximadamente 1 a 2 semanas, dependiendo de la

temperatura (Syed et al., 2022). (Syed et al., 2022).

2.3.2 Habitos alimenticios

La alimentacién de la tilapia abarca un aproximado del 50-70% de costos de produccién,
dependiendo del tipo de formulacidn y la intensidad del cultivo. Las harinas como alimento para
tilapia en acuacultura pueden ser obtenidas de diversas fuentes, en su mayoria, suelen ser
preparadas a partir de ingredientes que aportan nutrientes esenciales para el crecimiento y
desarrollo de los peces, como la proteina, que es uno de los mayores componentes organicos,
constituyendo del 45-75% del total del cuerpo con base en la materia seca y suele ser, debido a
su alto valor en el mercado, la primera limitante para poder formular dietas con un balance entre
costo y efectividad (Fimbres, 2019). De acuerdo con Fimbres (2019), la eleccién de las harinas y
su proporcién en la dieta dependera de diversos factores, como el costo, la disponibilidad local, la
sostenibilidad y los objetivos especificos de la produccién acuicola. La investigacion y el desarrollo
continuo en la formulacién de dietas son aspectos clave para mejorar la eficiencia y la
sostenibilidad de la acuicultura (Fimbres, 2019). Cada vez mas, se sustituyen las harinas de
pescado por harinas de origen vegetal, que también son una importante fuente de proteina. Las
harinas de granos como la de soya son una alternativa vegetal a las harinas de pescado vy
proporcionan una cantidad significativa de proteinas, con excepcién de algunos aminoacidos
como la metionina que se puede agregar al alimento. Pero, las harinas de granos en general no

aportan EPA, DHA y ARA (20:4n-6).



2.4 Importancia de los acidos grasos poliinsaturados en la salud humana

Los lipidos son grupos de moléculas organicas compuestos principalmente por atomos de
carbono, hidrégeno y oxigeno (en menor proporcién), junto con otros elementos como nitrégeno,
fésforo y azufre. Los acidos grasos (AG) son los lipidos mds bdasicos y, a su vez, constituyen
componentes de lipidos mas complejos. Los acidos grasos son compuestos organicos que incluyen
un grupo carboxilo hidréfilo unido a una cadena de hidrocarburos que varia en longitud, los mas
comunes siendo de seis atomos de carbono a 32, y poseen un grupo metilo terminal adicional

(Kapoor et al., 2021).

Los AG pueden ser saturados o insaturados, dependiendo de la existencia de dobles enlaces. Los
acidos grasos insaturados se clasifican en monoinsaturados (MUFA) y PUFA en funcion del nimero
de dobles enlaces. Entre los PUFA, los 4cidos grasos omega 3 (n-3) y omega (n-6) son reconocidos
como acidos grasos esenciales (Zarate et al., 2017) ya que ninguno puede ser producidos por
animales (excepto las planarias), pero los PUFA de 18 carbonos, como el acido a-linolénico (18:3n-
3, ALA) y el acido linoleico (18:2n-6, LA), si se sintetizan por plantas. Los PUFA de 18 carbonos en
las plantas requieren ser incluidos en la dieta de animales (Garcia-Esquinas et al., 2019). Algunos
organismos, como la tilapia, si pueden sintetizar EPA y DHA a partir de 18:3n-3 de la dieta, pero
otros peces, particularmente los marinos, no pueden y requieren EPA y DHA en la dieta, por lo
gue estos también se consideran esenciales. Por otro lado, el 18:2n-6 y ARA se encuentran en
aceite de maiz o cacahuate (Fimbres, 2019) y son esenciales en animales, con excepcion del ARA

en organismos que si o pueden sintetizar a partir de 18:2n-6, como lo es la tilapia (EI-Sayed, 2022).



Comparacion de la capacidad biosintética de LC-PUFA en peces marinos y dulceacuicolas
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Figura 3. Comparacion de la capacidad biosintética de HUFA en peces marinos y dulceacuicolas.
(Creado en Canva, basado en Tocher (2010), Monroig et al. (2017) y Li et al. (2021).

Los acidos grasos tienen actividades bioldgicas que influyen en la funcidn y la respuesta de las
membranas celulares y el metabolismo de los tejidos a las sefiales hormonales y de otro tipo
(Toyes et al., 2017). Estas actividades bioldgicas pueden agruparse en regulacion de la estructura
y funcion de las membranas, regulacion de las vias de sefializacién intracelular, actividad de los
factores de transcripcidn y expresion génica ademads de regular la produccion de mediadores
lipidicos bioactivos. A través de estas acciones, los AG afectan a la salud, el bienestar y el riesgo
de desarrollar enfermedades (Kapoor et al., 2021). Cada acido graso tiene funciones especificas,
por ejemplo, el DHA se acumula en cerebro, ojos y nervios, mientras que el EPA y el ARA tienen
funciones de regulacidn de sistema inmune. Por eso es importante tener una adecuada cantidad

de cada uno.

2.5 Importancia nutricional de EPA y DHA en el consumo humano

Como se ha mencionado anteriormente, los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (HUFA)
de la serie n-3, como EPA y DHA, son componentes lipidicos de importancia nutricional debido a
su participacion en procesos fisioldgicos asociados con la estructura de membranas celulares,

sefalizacion lipidica, regulacidn de la inflamacidn y funcionamiento cardiovascular y neurolégico



10

(FAO/WHO, 2010; Swanson et al., 2012; Calder, 2015). El DHA es particularmente relevante en
tejidos con alta actividad de membrana, como retina y sistema nervioso central, donde contribuye
a la fluidez de membranas, la funcién sinaptica y el desarrollo visual y cognitivo (Swanson et al.,
2012; Dighriri et al., 2022). El EPA, por su parte, participa junto con el DHA en la formacion de
mediadores lipidicos derivados de omega-3, los cuales intervienen en la modulacién de procesos

inflamatorios y cardiovasculares (Calder, 2015; Khan et al., 2021).

La FAO/WHO (2010) recomienda una ingesta minima aproximada de 250 mg dia™" de EPA + DHA
en adultos, principalmente por su relacidn con beneficios cardiovasculares. No obstante, la ingesta
de estos dacidos grasos depende en gran medida del consumo de pescados y mariscos,
especialmente especies marinas grasas, que representan las principales fuentes dietéticas
directas de EPA y DHA (FAO/WHO, 2010; Swanson et al., 2012). En México, la ingesta de HUFA de
la serie n-3 ha sido reportada como baja en distintos grupos de la poblacidn, lo cual se relaciona
con un consumo limitado de alimentos ricos en estos compuestos (Ramirez-Silva et al., 2011;
Landa-Gémez et al., 2024). Esta situacion resalta la importancia de disponer de alimentos

accesibles y de consumo frecuente que puedan aportar mayores cantidades de EPA y DHA.

La tilapia del Nilo (O. niloticus) es una especie de amplia importancia acuicola y comercial, pero
su filete suele presentar concentraciones relativamente bajas de EPA y DHA en comparaciéon con
especies marinas grasas (Sarker et al., 2016a; Stoneham et al., 2018; Pérez-Veldzquez et al., 2024).
Esta caracteristica reduce su potencial como fuente directa de acidos grasos omega-3 de cadena
larga, aun cuando constituye una fuente importante de proteina para consumo humano
(Stoneham et al., 2018; Pérez-Velazquez et al., 2024). Por ello, el enriquecimiento del filete de
tilapia mediante estrategias nutricionales representa una alternativa para mejorar su valor
funcional, especialmente si se logra incrementar el contenido de DHA y EPA sin afectar
negativamente el crecimiento, la supervivencia o la calidad del producto (Sarker et al., 2016;

Stoneham et al., 2018; Jorge et al., 2022).

2.6 Dietas de finalizacion para el enriquecimiento lipidico del filete de peces

Las dietas de finalizacidn, también descritas en algunos estudios como dietas de restauracién o

wash-out diets, consisten en suministrar una dieta especifica durante la fase previa a la cosecha
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con el propdsito de modificar la composicidn del tejido comestible, particularmente el perfil de
acidos grasos del filete o los pigmentos (Bell et al., 2003; Turchini et al., 2009; Benedito-Palos et
al., 2009) y asi mismo reducir costos de operacién durante toda la fase de crecimiento. Esta
estrategia se ha utilizado principalmente después de periodos de alimentacion con aceites
vegetales o ingredientes alternativos bajos en EPA y DHA, con el objetivo de restaurar o
incrementar la proporcién de HUFA de la serie n-3 en el musculo (Bell et al., 2003; Izquierdo et al.,
2005; Benedito-Palos et al., 2009). La base fisiolégica de esta estrategia se relaciona con la
capacidad de los peces para modificar la composicién lipidica de sus tejidos en respuesta a la
composicion de la dieta, mediante procesos de digestion, absorcion, transporte lipoproteico,
oxidacién, elongacidn, desaturacién y deposicion diferencial en lipidos neutros y polares (Tocher,

2003; Tocher, 2010).

En salmon del Atlantico (Salmo salar), se ha demostrado que la sustitucidén de aceite de pescado
por aceites vegetales reduce los niveles de EPA y DHA en el tejido, pero que la alimentacién
posterior con una dieta rica en aceite de pescado permitioé restaurar parcialmente estos acidos
grasos en el filete. En dorada (Sparus aurata), 1zquierdo et al. (2005) observaron que la sustitucion
de aceite de pescado por aceites vegetales modificd el perfil de acidos grasos del musculo, y que
el suministro posterior de aceite de pescado permitié recuperar parcialmente los contenidos de
DHA y ARA en el filete. En dorada y lubina europea (Dicentrarchus labrax), Benedito-Palos et al.
(2009) describieron el comportamiento temporal del proceso de restauracidon de acidos grasos
mediante dietas de finalizaciéon, destacando que el perfil de acidos grasos del filete puede
modificarse durante el periodo previo a la cosecha. Asimismo, en salmén Atlantico (Salmo salar),
Codabaccus et al. (2012) evaluaron el uso de una dieta de finalizacion con aceite de pescado para
restaurar HUFA n-3 en el filete, sefialando que la reduccidn previa del contenido lipidico corporal
puede favorecer la recuperacién de EPA y DHA. En jurel mediterraneo (Seriola dumerili),
Bordignon et al. (2020) reportaron que un periodo de wash-out con aceite de pescado incrementdé
los contenidos de ARA, EPA y DHA en musculo blanco y mejoré parcialmente el perfil de acidos

grasos después de dietas con aceites vegetales.

En tilapia del Nilo, las dietas de finalizacidn son de interés debido a que esta especie puede crecer

adecuadamente aun con dietas bajas en EPA y DHA, pero su filete puede enriquecerse mediante
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el suministro previo a la cosecha de fuentes lipidicas ricas en omega-3 de cadena larga (Stoneham
et al., 2018; Pérez-Veldzquez et al., 2024). Stoneham et al. (2018) evaluaron el uso de aceite de
pescado y harina de alga como fuentes de acidos grasos n-3 en tilapia, reportando un incremento
del valor nutricional del filete y de otros tejidos sin efectos negativos significativos en crecimiento,
supervivencia, conversidon alimenticia, rendimiento de filete o indices somaticos. Por su parte,
Pérez-Velazquez et al. (2024) realizaron un bioensayo de ocho semanas con juveniles de O.
niloticus de 3.11 £ 0.00 g de peso inicial, cultivados en un sistema de recirculacién compuesto por
24 tanques circulares de 250 L, con una densidad de 15 peces por tanque (100 peces m~3) y bajo
condiciones controladas de calidad del agua. Los peces recibieron dietas formuladas con aceite
de pescado o aceite de soya, asi como dos tratamientos de finalizacién en los que la fuente lipidica
se sustituyd a la mitad del ensayo (FO/SO y SO/FO). Los autores demostraron que el perfil de
acidos grasos del filete respondié rapidamente al cambio de la fuente lipidica y estimaron que,
bajo las condiciones experimentales del estudio, fue posible alcanzar la concentracién
recomendada de 250 mg de DHA + EPA por cada 100 g de filete en aproximadamente 10 dias tras
cambiar de una dieta con aceite de soya a una con aceite de pescado, sin afectar el crecimiento,
la supervivencia, la eficiencia alimenticia ni la composicion proximal del filete (Pérez-Velazquez et

al., 2024).

Las fuentes de DHA derivadas de microorganismos marinos han adquirido relevancia en la
formulacion de dietas de finalizacién, debido a la necesidad de reducir la dependencia del aceite
de pescado sin perder el aporte de HUFA n-3 (Turchini et al., 2009; Sarker et al., 2016a; Wang et
al., 2021). En tilapia del Nilo, Sarker et al. (2016a) demostraron que la sustitucién completa del
aceite de pescado por biomasa de Schizochytrium sp. incrementd la deposiciéon de HUFA n-3 en el
filete. De igual manera, dos Santos et al. (2019) reportaron que la inclusion de Schizochytrium sp.
puede mejorar el perfil de dcidos grasos de tilapia, mientras que Jorge et al. (2022) seialaron que
el tiempo de suplementacién con harina de Schizochytrium sp. influye en la calidad de la carne y

en la composicién de acidos grasos.

La forma lipidica en la que se suministran los acidos grasos también puede influir en su digestion,
absorcién y deposicidén tisular. Los lipidos neutros, principalmente triacilglicéridos, cumplen

funciones de reserva energética, mientras que los lipidos polares, como los fosfolipidos, participan
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en la estructura de membranas y en procesos de transporte lipidico (Tocher, 2003; Tocher et al.,
2008). En peces, los acidos grasos unidos a fosfolipidos dietarios son mejor absorbidos en el tracto
digestivo, y producen mejores resultados en el crecimiento, desarrollo, transporte de acidos
grasos y composicion de membranas, aunque su efecto depende de la especie, etapa de

desarrollo y clase fosfolipidica (Geurden et al., 1998; Tocher et al., 2008).

2.7 Fosfolipidos

Los fosfolipidos (PL) constituyen una de las principales clases de lipidos estructurales en células
eucariotas y representan componentes esenciales de las membranas bioldgicas. Su arquitectura
molecular se basa en un esqueleto de glicerol esterificado a dos cadenas acilicas (que determinan
propiedades fisicoquimicas como fluidez y empaquetamiento) y a un grupo fosfato unido a un
sustituyente polar (cabeza) que confiere identidad quimica y funcionalidad a cada especie
fosfolipidica (Fig. 4). Esta organizacion hace que los PL sean moléculas anfipaticas, capaces de
autoensamblarse en bicapas en presencia de agua, formar microdominios y participar en la
compartimentalizacion subcelular y la regulacidon selectiva del transporte de solutos y
macromoléculas. En este sentido, la composicidn y distribucién de fosfolipidos en la membrana
se relaciona con procesos celulares como sefalizacién, trafico vesicular, comunicacién intercelular

y mantenimiento de la integridad estructural (Ali y Szabé, 2023).
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Figura 4. Estructura general de un fosfolipido y organizacién de la bicapa fosfolipidica. Adaptado
de Chen et al. (2022).
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Ademas, los fosfolipidos participan en la dindmica de membranas mediante mecanismos de
remodelacidn asi como la reacilacién y cambios en saturacion/longitud de cadenas de sus acidos
grasos y mediante su interconversién metabdlica, procesos que ajustan propiedades mecdanicas y
funcionales de la bicapa. La homeostasis fosfolipidica implica rutas de sintesis de novo,
remodelacién enzimatica y conversiones entre clases, las cuales pueden repercutir en la
composicion de membranas y en la disponibilidad de lipidos con funciones regulatorias (Korbecki

et al., 2024).

2.7.1 Principales clases de fosfolipidos

La fosfatidilcolina (PC) suele ser una de las clases mas abundantes en membranas eucariotas y
contribuye de manera significativa a la estabilidad de la bicapa y a la regulacién de propiedades
como fluidez y organizacién lipidica. Desde el punto de vista metabdlico, PC se integra en redes
de interconversién con otras clases, particularmente con fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfatidilserina (PS), mediante enzimas que sostienen el balance entre clases fosfolipidicas y, por
ende, el mantenimiento de la composicion de membranas (Korbecki et al., 2024). Por otro lado,
PE es una clase de PL ampliamente distribuida que participa en la arquitectura de membranas y
tiene un papel ante cambios de salinidad. Ademas, la PE tiene un rol particularmente relevante
en autofagia por su participacién en la conjugacion de proteinas tipo LC3 con PE (LC3—PE), un paso
clave en la biogénesis y expansién de membranas autofagicas, lo cual resalta su importancia
funcional mds allad del soporte estructural (Ye et al., 2023). En el caso de fosfatidilinositol (PI) es
precursor de fosfoinositidos (PIP), que corresponden a derivados fosforilados con funciones
regulatorias. Aunque representan una fraccion minoritaria del total lipidico, los PIP participan en
la organizacién de microambientes de membrana y en eventos de sefializacién y trafico,
incluyendo su distribucion en compartimentos subcelulares especificos y su participacién en
interfaces de contacto entre organelos. Su relevancia se refleja en que variaciones en su
metabolismo se asocian con cambios en rutas celulares dependientes de sefializacidn lipidica
(Balla, 2013). Finalmente, PS es un fosfolipido anidnico cuya distribuciéon y metabolismo son
relevantes para la organizacion de membranas y para procesos regulados por la asimetria de la
bicapa, en particular en la iniciacion de la apoptosis. En literatura reciente se discuten sus fuentes,

funciones y aplicaciones, asi como aspectos de su obtencién y uso en contextos biotecnolégicos y
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nutracéuticos (Chen et al., 2022). De igual manera, las rutas de interconversién entre PS, PE y PC
forman parte del marco bioguimico que sostiene la homeostasis fosfolipidica celular (Korbecki et

al.,, 2024).

Ademas de su papel estructural y regulador en las membranas, la clase de fosfolipido con la que
se suministra un acido graso puede modificar su destino digestivo y metabdlico. En el intestino,
los glicerofosfolipidos no se hidrolizan ni se absorben de manera idéntica, ya que su
procesamiento depende de la clase fosfolipidica y de las enzimas implicadas en su digestién y
reacilacidn; en particular, la PC ha sido sefialada como un vehiculo importante para el transporte
de colina, lo que sugiere que la administracion de DHA esterificado en una clase fosfolipidica
especifica podria favorecer su absorcién y posterior incorporaciéon tisular (Murota, 2020). En
peces, esta diferencia entre clases de PL también se ha relacionado con respuestas fisioldgicas
distintas. Por ejemplo, en rodaballo recién destetado, las diferentes clases de fosfolipidos dietarios
modificaron la absorcién de lipidos neutros y el desempefio de los organismos, observandose un
efecto particularmente relevante de la PC sobre la absorcién intestinal lipidica (Geurden et al.,
1998). De manera mas amplia, en teledsteos se ha documentado que los fosfolipidos dietarios
pueden influir en crecimiento, supervivencia, desarrollo, resistencia al estrés, transporte lipidico
y composicién de membranas, e incluso que ciertas clases pueden ser mas importantes que otras
segun la respuesta bioldgica evaluada, como ocurre con PC en crecimiento y Pl en procesos de

desarrollo (Tocher et al., 2008).

2.7.2 Lipidos polares y absorcion intestinal de acidos grasos en peces

Los lipidos dietarios pueden suministrarse en diferentes formas moleculares, entre ellas
triacilglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos libres y ésteres. Estas formas no tienen el mismo
comportamiento digestivo ni metabdlico, ya que difieren en su emulsificacién, hidrdlisis
enzimatica, absorcion intestinal, transporte lipoproteico y destino tisular (Tocher, 2003; Tocher,
2010). Los triacilglicéridos constituyen una de las principales formas de almacenamiento
energético y, durante la digestion, son hidrolizados principalmente a acidos grasos libres y
monoacilglicéridos, los cuales son absorbidos por los enterocitos y reesterificados para su
transporte posterior a tejidos que requieren energia (Tocher, 2003). En cambio, los fosfolipidos

forman parte de los lipidos polares y cumplen funciones estructurales en membranas celulares,
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ademas de participar en procesos de emulsificacion, absorcién y transporte de lipidos (Tocher et
al., 2008; Cahu et al., 2009). Una ventaja de los fosfolipidos sobre los triacilglicéridos se relaciona
con su naturaleza anfipatica. Debido a que poseen una region hidrofilica y una regién hidrofdbica,
los fosfolipidos pueden contribuir a la emulsificacidn de lipidos en el lumen intestinal y facilitar la
formacidn de estructuras micelares necesarias para la absorcién de acidos grasos (Tocher et al.,
2008; Murota, 2020). Ademads, los productos de digestion de los fosfolipidos, como
lisofosfolipidos y acidos grasos libres, pueden ser absorbidos por los enterocitos y posteriormente
reacilados para formar nuevos fosfolipidos o incorporarse a lipoproteinas (Murota, 2020). Este
proceso es relevante porque el transporte de lipidos desde el intestino hacia tejidos periféricos
depende, en parte, del ensamblaje de lipoproteinas, proceso en el cual los fosfolipidos

desempeiian un papel estructural importante (Tocher et al., 2008; Hussain, 2014).

Murota (2020) sefialé que los glicerofosfolipidos dietarios pueden funcionar como moléculas
transportadoras de colina y acidos grasos n-3, incluidos EPA y DHA, aunque su digestién vy
absorcidon dependen de la clase fosfolipidica, la posicidon del acido graso en la molécula y los
procesos de hidrélisis y reacilacion intestinal. En este sentido, el DHA esterificado en fosfolipidos
puede tener un destino metabdlico distinto al DHA esterificado en triacilglicéridos, ya que los
fosfolipidos participan directamente en la formacién de membranas y en el transporte
lipoproteico (Tocher et al., 2008; Murota, 2020). No obstante, la eficiencia de absorcién y
deposiciéon de DHA no depende Unicamente de la forma lipidica, sino también de la cantidad total
de DHA aportada, del balance de la dieta, de la etapa fisioldgica del pez y de la capacidad

metabdlica de la especie (Tocher, 2010; Murota, 2020).

El papel de los fosfolipidos dietarios en la absorcion de lipidos ha sido documentado en peces.
Geurden y colaboradores (1998) evaluaron distintas clases de fosfolipidos en turbot recién
destetado (Scophthalmus maximus) y reportaron que la clase fosfolipidica de la dieta influyé en la
absorcion de lipidos neutros, destacando la importancia de la fosfatidilcolina en procesos
intestinales de absorcién lipidica. De manera similar, Tocher et al. (2008) sefialaron que los
fosfolipidos dietarios pueden favorecer el transporte de lipidos en peces al participar en la
formacién de lipoproteinas, ademas de contribuir al crecimiento y desarrollo de tejidos. Cahu y

colaboradores (2009) también indicaron que los fosfolipidos pueden mejorar la ontogenia
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digestiva y la utilizacién de lipidos en larvas de peces, lo cual se ha relacionado con un mejor

funcionamiento del intestino y del transporte lipidico.

Por ultimo, en etapas tempranas de desarrollo de peces, el sistema digestivo y la capacidad de
transporte lipidico pueden no estar completamente desarrollados, por lo que la inclusidon de
fosfolipidos en la dieta puede favorecer la absorcién de lipidos y reducir la acumulacién anormal

de gotas lipidicas en enterocitos (Fontagné et al., 1998; Cahu et al., 2009).

2.8 Proteinas musculares

Las proteinas constituyen uno de los principales componentes organicos del tejido muscular de
los peces y estan directamente relacionadas con el crecimiento, la deposicidon de tejido magro y
el estado nutricional del organismo (Mommsen, 2001). En peces teledsteos, el crecimiento
muscular depende del balance entre sintesis y degradacién proteica, por lo que la concentracién
de proteinas en musculo puede emplearse como un indicador general de la condicién bioquimica
del tejido (Mommsen, 2001). La fraccion miofibrilar representa una parte importante de la
actividad de sintesis proteica en musculo, por lo que los cambios en proteina muscular pueden
reflejar modificaciones en crecimiento, utilizacidon de nutrientes o respuesta fisioldgica a la dieta

(Mommesen, 2001).

En estudios de nutricidn acuicola, la determinacién de proteinas totales permite evaluar si una
dieta modifica la composicién bioquimica del tejido mas alla de los cambios en lipidos o acidos
grasos (Mommsen, 2001; Tocher, 2003). Esto es relevante en dietas de finalizacidn, ya que estas
pueden modificar rdpidamente el perfil lipidico del musculo sin necesariamente alterar el
contenido proteico o el crecimiento corporal durante periodos cortos de alimentacién (Tocher,
2003). Por ello, cuando se incorporan fuentes lipidicas ricas en acidos grasos poliinsaturados,
como DHA, la evaluacién de proteinas totales ayuda a distinguir si la dieta generd un cambio
especifico en la calidad lipidica o si también afectd la composicion general del tejido muscular

(Tocher, 2003).

La cuantificacion de proteinas totales suele realizarse mediante métodos colorimétricos, entre

ellos el método de Bradford, basado en la unién del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 a
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las proteinas y en la medicion espectrofotométrica del cambio de absorbancia (Bradford, 1976).
Este método es ampliamente utilizado por su rapidez, sensibilidad y reproducibilidad para estimar

concentraciones de proteina en muestras biolégicas (Bradford, 1976).

2.8.1 Enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica

Los peces, al igual que otros organismos aerdbicos, producen especies reactivas de oxigeno
durante el metabolismo normal, y esta produccidon puede incrementarse por factores como la
dieta, la calidad del agua, la exposicién a contaminantes, el nivel de lipidos dietarios o condiciones
de estrés fisioldgico (Martinez-Alvarez et al., 2005; Welker et al., 2012). Cuando la generacién de
especies reactivas de oxigeno supera la capacidad antioxidante del organismo, se produce estrés
oxidativo, el cual puede afectar lipidos, proteinas, ADN y membranas celulares (Martinez-Alvarez
et al., 2005; Hamed et al., 2020). En tilapia del Nilo, se ha demostrado que distintos factores de
estrés pueden modificar la actividad de enzimas antioxidantes y aumentar marcadores de dafio
oxidativo, por lo que estas variables se utilizan como indicadores bioquimicos del estado

fisiolégico del pez (Meng et al., 2014; Hamed et al., 2020).

Entre las principales enzimas antioxidantes se encuentran la superdxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT), las cuales participan en la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno
(Martinez-Alvarez et al., 2005). La SOD cataliza la conversién del radical superéxido en peréxido
de hidrégeno, mientras que la CAT degrada el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno,
reduciendo asi su acumulacién celular (Martinez-Alvarez et al., 2005; Welker et al., 2012). En
tilapia del Nilo, Welker et al. (2012) observaron que la catalasa participa en la respuesta frente al
estrés por hipoxia y reoxigenacién, mientras que Meng et al. (2014) reportaron cambios en SOD
y CAT hepaticas en tilapia expuesta a metomilo, lo que confirma la sensibilidad de estas enzimas

ante condiciones de estrés.

La actividad antioxidante también puede responder a la composicidn de la dieta. En tilapia, Jiang
et al. (2020) evaluaron dietas con diferentes niveles de lipidos y vitamina E, observando que la
suplementacion con vitamina E incrementé la actividad de SOD y CAT, y redujo el contenido de
malondialdehido, lo que evidencia la relaciéon entre nutricidn lipidica, antioxidantes dietarios y

defensa oxidativa. Asimismo, estudios con dietas altas en grasa en tilapia han mostrado que el
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exceso de lipidos puede inducir acumulacion hepatica de grasa, alterar el metabolismo lipidico y
modificar la capacidad antioxidante, reflejada en cambios de SOD, CAT y malondialdehido (Jia et
al., 2020; Xiong et al., 2018). Por ello, actualmente se tiene un gran interés en el analisis de
enzimas antioxidantes en dietas enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados, ya que estos
compuestos, especialmente los de cadena larga y alto grado de insaturacion como DHA, son mas

susceptibles a procesos de oxidacién (Tocher, 2003; Martinez-Alvarez et al., 2005).

La peroxidacidn lipidica es uno de los principales efectos del estrés oxidativo sobre los lipidos de
membrana y puede evaluarse mediante TBARS, un método que estima productos secundarios de
oxidacidn, principalmente malondialdehido (Buege y Aust, 1978; Ohkawa et al., 1979). En tilapia,
el malondialdehido se ha utilizado como indicador de dafio oxidativo en musculo, sangre e higado
bajo distintos tipos de estrés, incluyendo exposicién a microplasticos, nanoparticulas y dietas altas
en lipidos (Alkaladi et al., 2018; Hamed et al., 2020; Xiong et al., 2018). Por lo cual, en estudios
donde se busca enriquecer el musculo con DHA, la evaluacién conjunta de SOD, CAT y TBARS
permite determinar si la mejora del perfil lipidico ocurre sin inducir una respuesta oxidativa

detectable en el tejido (Tocher, 2003; Jiang et al., 2020).

2.9 Histologia hepatica en peces

La histologia hepdtica es una herramienta Util para evaluar el estado fisioldgico y nutricional de
los peces, debido a que el higado participa en procesos centrales como metabolismo de lipidos,
metabolismo de carbohidratos, detoxificaciéon, almacenamiento energético y sintesis de
moléculas asociadas al transporte lipidico (Wolf y Wolfe, 2005; Tocher, 2003). En estudios de
nutricién acuicola, el higado es un érgano clave porque responde a cambios en el nivel y tipo de
lipidos dietarios, asi como a desequilibrios energéticos o exposicidon a ingredientes oxidados
(Caballero et al., 2004; Tahir y Kop, 2022). Por esta razén, el andlisis histoldgico hepatico permite
complementar los resultados de crecimiento, composicion bioquimica y perfil de acidos grasos

del musculo (Wolf y Wolfe, 2005; Wolf et al., 2015).

Uno de los cambios histoldgicos mas frecuentes en higado de peces cultivados es la vacuolizacién
hepatocelular, la cual puede asociarse con acumulacién de lipidos, glucdgeno o ambos dentro del

citoplasma de los hepatocitos (Wolf y Wolfe, 2005; Wolf et al., 2015). Sin embargo, la
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interpretacién de esta vacuolizacion debe realizarse con cuidado cuando se emplea tincién
hematoxilina-eosina, ya que esta técnica permite observar la morfologia general del tejido, pero
no distingue de forma especifica entre vacuolas lipidicas y depdsitos de glucégeno (Wolf et al.,
2015). Por lo cual, la presencia de vacuolas no siempre debe interpretarse como lesién patoldgica,
ya que en peces puede representar una condicion fisioldgica asociada al almacenamiento
energético, especialmente bajo condiciones de cultivo y alimentacién continua (Wolf y Wolfe,

2005; Wolf et al., 2015).

El nivel de lipidos en la dieta puede influir directamente sobre la morfologia hepatica, ya que un
exceso de grasa dietaria puede favorecer acumulacién lipidica en hepatocitos y alterar el
metabolismo energético del higado (Jia et al., 2020). En tilapia del Nilo, dietas altas en grasa han
sido relacionadas con esteatosis hepatica, estrés del reticulo endopldsmico y alteraciones en
procesos de autofagia, lo que evidencia la sensibilidad del higado ante cambios prolongados en la
carga lipidica dietaria (Jia et al., 2020). De igual manera, en otras especies acuicolas se ha
observado que la sustitucion de fuentes lipidicas puede modificar la morfologia hepatica, aunque
algunos cambios pueden ser reversibles cuando se restablece una dieta equilibrada (Caballero et

al., 2004).

La calidad del aceite utilizado en la dieta también es relevante, ya que los aceites oxidados pueden
inducir alteraciones hepadticas y afectar indicadores sanguineos o histoldgicos en tilapia del Nilo
(Tahir y Kop, 2022). Esto se relaciona con la susceptibilidad de los dcidos grasos poliinsaturados a
la oxidacidn, debido a que su alto nimero de dobles enlaces los hace mds vulnerables a procesos

de peroxidacion lipidica (Tocher, 2003; Martinez-Alvarez et al., 2005).

2.10 Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp. es una forma de microorganismo marino con estructura unicelular y esférica
gue pertenece al reino Chromista, subreino Harosa, filo Stramenopiles, clase
Labyrinthulomycetes, orden Thraustochytriales, familia Thraustochytriaceae (Morabito et al.,
2019). El contenido de aceite en Schizochytrium sp. puede superar el 50% del peso seco, mientras
que el contenido de DHA puede representar hasta el 70% de los acidos grasos totales (Wang et

al.,, 2021).
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A diferencia de las microalgas autodtrofas, este organismo no depende de la fotosintesis para
crecer, sino que utiliza fuentes organicas de carbono, lo que ha favorecido su aprovechamiento
biotecnolégico para la produccién de lipidos, particularmente DHA. Ademads, los
thraustochytridos, incluido Schizochytrium sp., son reconocidos por su elevada capacidad de
acumulacién lipidica y por su papel como productores de HUFA en ambientes marinos, lo que

explica su relevancia como fuente alternativa de DHA (Marchan et al., 2018; Wang et al., 2024).

En afos recientes, Schizochytrium sp. ha despertado especial interés como alternativa sostenible
al aceite de pescado, tanto en alimentos para acuicultura como en productos destinados al
consumo humano, debido a su alto contenido de DHA y a la posibilidad de producirlo mediante
fermentacidn controlada. En acuicultura, su uso ha sido evaluado como reemplazo parcial o total
del aceite de pescado en distintas especies; por ejemplo, en salmdn del Atlantico se observé que
una harina algal rica en DHA derivada de Schizochytrium sp. pudo sustituir aceite de pescado sin
afectar el crecimiento ni la calidad del filete, manteniendo ademas niveles elevados de DHA en el
tejido comestible (Sprague et al., 2015). De manera similar, en trucha arcoiris se reporté que la
sustitucion parcial del aceite de pescado con Schizochytrium sp. fue bien digerida y permitid
reemplazar hasta 80% del aceite de pescado sin efectos negativos sobre el crecimiento y la
respuesta inmune (Lee et al., 2022), mientras que el uso de aceite de Schizochytrium sp. T18
también mostré viabilidad como fuente lipidica alternativa en dietas para esta especie (Osmond
et al., 2021). No obstante, el uso de harinas derivadas de Schizochytrium sp. en la acuacultura
aun enfrenta retos importantes para su adopcion comercial, entre los que destacan los altos
costos de produccién, la necesidad de optimizar los niveles de inclusidn segln la especie y etapa
de cultivo, asi como el desarrollo de procesos de produccién estandarizados que garanticen una

calidad constante de la biomasa y permitan su aplicacidn a gran escala (Zhang et al., 2023).

2.11 Microbiota intestinal

La microbiota se define como el conjunto de microorganismos, incluyendo bacterias, arqueas,
hongos, virus y bacteriéfagos, que colonizan diversos nichos del organismo. En particular, la
microbiota intestinal se localiza en el tracto digestivo y desempena un papel fundamental en la
digestion, el metabolismo, la absorcién de nutrientes, la respuesta inmunitaria y la proteccién

frente a patégenos, influyendo directamente en el crecimiento, la salud y la susceptibilidad a
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enfermedades del hospedero (Egerton et al., 2018; Kanika et al., 2025). Bajo ciertas condiciones
y dependiendo de la composicién y el equilibrio de la comunidad microbiana, la microbiota
intestinal puede contribuir al aprovechamiento eficiente de los nutrientes, favorecer la renovacion
del epitelio intestinal y la angiogénesis, estimular el desarrollo y la maduracién del sistema
inmunolégico y actuar como una barrera protectora frente a patégenos invasores mediante la
competencia por nutrientes o la producciéon de sustancias antimicrobianas (Nayak, 2010;

Llewellyn et al., 2014; Ghanbari et al., 2015).

Por ello, el establecimiento de un equilibrio y una relacion mutualista entre la microbiota
intestinal, la barrera epitelial y el sistema inmunitario resulta fundamental para optimizar
procesos como la reproduccion, el crecimiento y el metabolismo, asi como para favorecer una
respuesta fisioldgica e inmunoldgica adecuada en la tilapia, permitiendo el mantenimiento de la

homeostasis intestinal en esta especie (Tarnecki, 2017).

La composicidn lipidica de la dieta puede influir en la estructura, diversidad y riqueza de la
microbiota intestinal y, en consecuencia, modificar variables relacionadas con el desempefio del
hospedero, como el crecimiento, la salud intestinal y la respuesta al estrés (Talwar et al., 2018; Ou
etal., 2024). Entilapia se ha sefialado que la evaluacion de los lipidos dietarios no deberia basarse
Unicamente en el crecimiento, ya que la fuente, la calidad y el nivel de los macronutrientes
influyen directamente en la estructura y el equilibrio microecolégico de la microbiota intestinal.
Una combinacion adecuada de estos nutrientes favorece la homeostasis intestinal, mientras que
niveles o fuentes inadecuadas pueden reducir la diversidad microbiana, disminuir la abundancia
de microorganismos benéficos y favorecer la proliferacién de microorganismos potencialmente
patégenos, promoviendo un estado de disbiosis e incrementando la susceptibilidad a

enfermedades (Ou et al., 2024; Parata et al., 2020).

De manera especifica, en O. niloticus se ha observado que el reemplazo del aceite dietario con
aceite de Schizochytrium sp. modificd la composicién del microbioma intestinal sin los efectos
desfavorables asociados a algunas sustituciones con aceites vegetales. En ese estudio, las dietas
ricas en aceite vegetal se asociaron con una disminucion de Peptostreptococcaceae y un

incremento de Aeromonadaceae, familia que incluye bacterias oportunistas frecuentemente
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relacionadas con procesos inflamatorios intestinales. Por otro lado, la sustitucion total por aceite
de Schizochytrium sp. promovié un aumento en la abundancia de Mycobacteriaceae y evité el
incremento de Aeromonadaceae, manteniendo una comunidad microbiana compatible con la
homeostasis intestinal. Asimismo, el microbioma de los peces alimentados con esta fuente lipidica
estuvo dominado por familias caracteristicas del microbioma intestinal de peces, como
Fusobacteriaceae, Peptostreptococcaceae y Enterobacteriaceae, al tiempo que se observé un
mayor crecimiento y un incremento en el contenido de acidos grasos omega-3 del filete (Trevi et
al., 2024). Asimismo, en peces se ha documentado que los fosfolipidos dietarios también pueden
influir en la estructura de la comunidad microbiana intestinal. Por ejemplo, en larvas de lobina
negra (Micropterus salmoides), Wang et al. (2022) observaron que la microbiota estuvo dominada
principalmente por los filos Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteriota, los cuales
representaron la mayor proporcion de la comunidad bacteriana independientemente del
tratamiento. Aunque la suplementacién con fosfolipidos no modificé significativamente la
estructura general de la comunidad a nivel de filo, si produjo cambios importantes a nivel de
género, disminuyendo la abundancia relativa de Klebsiella, un microorganismo potencialmente
patégeno asociado con procesos inflamatorios e infecciones oportunistas. Estos cambios en la
composicion bacteriana se acompanaron de un incremento en la actividad de enzimas digestivas,
un mejor desarrollo de la estructura intestinal y una mayor expresion de genes relacionados con
la respuesta inmunitaria, lo que sugiere que los fosfolipidos favorecieron el establecimiento de
una microbiota intestinal mas estable y funcional, contribuyendo al mejor estado fisioldgico de

las larvas (Wang et al., 2022).

2.11.1 Bacterias benéficas

Como parte de la microbiota intestinal de la tilapia existen microorganismos que, cuando forman
parte de una comunidad microbiana equilibrada, contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
intestinal y al adecuado funcionamiento fisiolégico del hospedero (Hemarajata y Versalovic,
2013). Estos microorganismos participan en el mantenimiento de la integridad de la barrera
intestinal, la produccién de compuestos antimicrobianos, la modulacién de la respuesta
inmunitaria y la exclusién competitiva de microorganismos potencialmente patogenos (Xia et al.,

2020). En acuicultura, diversos géneros bacterianos se utilizan como probidticos con el propdsito
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de favorecer el equilibrio de la microbiota intestinal, entre los que destacan Bacillus, Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus y Enterococcus (Ringg et al., 2020). El género Bacillus es un grupo de
organismos Gram positivos, con forma de baston y formadores de endosporas, encontrados
comunmente en la microbiota intestinal de las tilapias (Sookchaiyaporn, 2020). La mayoria de
especies de este género tienen potencial probidtico dentro de la industria acuicola, por las
propiedades benéficas que poseen, ya que participan mejorando el sistema inmune, produccién

de sustancias antibacterianas y la exclusién competitiva (Knipe et al., 2020).

Por su parte, el género Lactobacillus son organismos Gram positivos, con forma de bastén y no
generan endosporas (Goyal et al.,, 2012). Este grupo ha sido ampliamente estudiado para su
aplicacion biotecnoldgica y comercializacion como probidticos, ya que evitan el dafio oxidativo en
los peces y poseen la capacidad de producir agentes antibacterianos como el acido lactico, el

perdxido de hidrégeno y el diacetilo (Lee et al., 2017).

2.11.2 Bacterias patégenas

Las bacterias patdégenas son microorganismos capaces de causar enfermedades en los organismos
acuaticos y su incidencia se ha incrementado como consecuencia de la intensificacion de los
sistemas de produccién acuicola. Entre los principales géneros bacterianos asociados a patologias

en peces cultivados se encuentran Aeromonas y Pseudomonas (Yong-Rojas, 2021).

El género Aeromonas comprende bacterias Gram negativas, con morfologia de bacilo vy
metabolismo aerobio facultativo, las cuales son comiunmente aisladas de los intestinos de la
tilapia. La patogenicidad de este género se ha asociado principalmente con la presencia de genes
de virulencia como la aerolisina y la enterotoxina citotodxica, los cuales pueden ejercer efectos
citotoxicos, enterotdxicos y hemoliticos (Varshney et al., 2017; Pakingking et al., 2020; El-Bahar et
al., 2019), dependiendo del tipo de cepa y su concentracién. En tilapias, las infecciones causadas
por Aeromonas se han relacionado con la aparicion de lesiones externas, tales como ulceras

hemorragicas en la piel, edema, despigmentacién y descamacion (Grajales-Hahn et al., 2018).

Por su parte, el género Pseudomonas estd conformado por bacterias Gram negativas, con forma

de bacilo, aerobias obligatorias, no formadoras de esporas y con capacidad de motilidad (Liu et
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al., 2021). Aunque su presencia en el tracto digestivo de la tilapia ha sido reportada con baja
prevalencia, este género ha sido asociado a diversas afecciones patoldgicas (Alcaraz, 2010). Las
infecciones por Pseudomonas en tilapias se han vinculado con signos clinicos como pérdida de
escamas, hemorragias, formacién de ulceras y ascitis (Derwa et al., 2017; Ismail y El Lamei, 2017).
Este grupo es cosmopolita de los sistemas dulceacuicolas y su presencia estd muy determinada

por las condiciones de cultivo, asi como el manejo pre y probidtico.
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3. JUSTIFICACION

En México, la ingesta de acidos grasos omega-3, particularmente DHA, se encuentra por debajo
de los niveles recomendados para la poblacion, lo que limita los beneficios nutricionales de la
dieta y aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares y afectaciones cognitivas. La tilapia
del Nilo, aunque es una de las especies de mayor consumo a nivel nacional, presenta un contenido
naturalmente bajo de DHA en su musculo, lo que reduce su potencial como fuente de este

nutriente esencial.

Ante esta limitacion, es deseable desarrollar estrategias de alimentacion que incrementen el
contenido de DHA en el filete de tilapia, sin depender de fuentes tradicionales como el aceite de
pescado, cuya disponibilidad es limitada y su produccién genera impactos ambientales. La
inclusién de Schizochytrium sp. en dietas de finalizacidn, constituye una alternativa sostenible
para mejorar el perfil lipidico del musculo de tilapia. Asimismo, la forma de suministro del DHA
como fosfolipidos o triglicéridos puede influir en la eficiencia de acumulacién en musculoy en la

modificacion de la microbiota intestinal.
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4. HIPOTESIS

Se plantea que la inclusion de DHA derivado de Schizochytrium sp., suministrado en forma de
fosfolipidos durante un periodo de finalizacién de dieta de una a dos semanas, favorecera una
mayor acumulacidon de DHA en el tejido muscular de tilapia del Nilo, en comparacién con su

administracién en forma de triglicéridos.

Se espera ademas que la utilizacion de DHA en forma de fosfolipidos modifiqgue de manera
significativa la composicidn y diversidad de la microbiota intestinal, lo que podria contribuir

potencialmente en mejoras en la digestidén y en pardmetros metabdlicos de los peces.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la incorporacidn de Schizochytrium sp. en el alimento de finalizacién de tilapia

(O. niloticus) y los cambios estructurales en la comunidad bacteriana del tracto digestivo de tilapia.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de la inclusidn de lipidos neutros y polares de Schizochytrium sp. en
una dieta de finalizacidn sobre el contenido de DHA en musculo de O. niloticus.

2. Evaluar los cambios en la composicion de fosfolipidos, la distribucion de acidos grasos y la
respuesta fisiolégica asociada al estado oxidativo e histolégico de juveniles de de O.
niloticus bajo dietas suplementadas con Schizochytrium sp.

3. Analizar las diferencias en la estructura de la comunidad bacteriana intestinal de O.

niloticus expuesta a dietas suplementadas con Schizochytrium sp. frente a un control.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Elaboracion de dietas

Se evaluaron cinco dietas experimentales con inclusidn de la fraccion neutra y la fraccidn polar de
aceite de Schizochytrium sp. durante un periodo de dos semanas. Los tratamientos
experimentales se presentan en la Tabla 1 y consistieron en una dieta control, una dieta con 2.5%
de fraccidon neutra (LN 2.5%), una dieta con 2.5% de fraccion polar (LP 2.5%), una dieta con 5% de
fraccion neutra (LN 5%) y una dieta con 5% de fraccion polar (LP 5%). Cada tratamiento conté con
tres réplicas, para un total de 15 tanques experimentales. Todos los tratamientos fueron
isolipidicos, con 5% de aceite de coco para el control y 2.5% para los alimentos con aceite de

Schizochytrium sp.

La harina de Schizochytrium sp. fue proporcionada por la Dra. Paola Magallén Servin (CIBNOR) y
posteriormente fue trasladada al Laboratorio de Metabolismo de Lipidos. Para la extracciéon
lipidica, se trabajé con 573.43 g de harina, la cual fue previamente hidratada y homogenizada con
90 mL de agua destilada (H,Od) hasta obtener una pasta uniforme. La muestra hidratada se
transfirid a frascos de vidrio ambar (capacidad aproximada de 1 L), empleando embudos con papel
filtro para facilitar la transferencia. Posteriormente, se adicionaron 5 L de solucidon
cloroformo:metanol (2:1 v/v), siguiendo el método descrito por Folch et al. 1957, manteniendo
una proporcién aproximada muestra:solvente adecuada para la extraccion de lipidos. Asimismo,
se agregaron 100 puL de BHT (butilhidroxitolueno) directamente a la mezcla como agente
antioxidante, con el fin de prevenir la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados. El sistema se
mantuvo en extraccidén a -20°C durante aproximadamente 48 h. Durante este periodo, la muestra
fue sometida a sonicacién en bafio con hielo en al menos una ocasién (15 min), con el objetivo de
favorecer la liberacion de lipidos. Finalizado el tiempo de extraccion, los frascos se llevaron a
temperatura ambiente hasta eliminar la condensacidn. Posteriormente, el extracto se sometid a
un proceso de filtracion mediante embudos de vidrio con papel filtro, recuperando la fase liquida
en recipientes de vidrio dmbar protegidos de la luz (cubiertos con aluminio) para minimizar la
oxidacién. El extracto lipidico obtenido fue concentrado mediante evaporacion del solvente
utilizando nitrégeno gaseoso de alta pureza, proceso que se realizd de manera progresiva en

varios periodos hasta obtener el aceite. Durante este procedimiento, las muestras se mantuvieron
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protegidas de la luz y se almacenaron a -20 °C entre etapas para evitar su degradaciéon. Una vez
obtenido el extracto lipidico total, este se separd en sus fracciones de lipidos neutros y lipidos
polares, para su posterior analisis. Finalmente, las fracciones obtenidas se almacenaron en

recipientes ambar a -20 °C hasta su uso.

Figura 5. Proceso de evaporacion del solvente bajo flujo de nitrégeno (N;) para la obtencidon del
extracto lipidico, realizada en el Laboratorio de Metabolismo de Lipidos.
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Tabla 1. Composicion porcentual de las dietas experimentales con la inclusion de Schizochytrium
sp. (g/100 g).

Ingredientes

Alimento Alimento Alimento Alimento Alimento

control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
Aceite de coco 5.0 2.5 - 2.5 -
I:N aceltt.e de i 25 5 i i
Schizochytrium sp.
I:P aceltt? de i i i 55 5
Schizochytrium sp.
Harina subproducto, . 12.50 12.50 12.50 12.50
deres
Harina subproducto , . 12.50 12.50 12.50 12.50
de ave
Pasta de soya 34 34 34 34 34
Gluten de trigo 10.40 10.40 10.40 10.40 10.40
Harina de trigo 17.89 17.89 17.89 17.89 17.89
Lecitina de soya 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Acido alginico 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Premezcla 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
vitaminas
Premezcla 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
minerales
Cloruro de colina 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C
(ROVIMIX STAY-C35) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Fosfato dibasico de
calcio (CaHPO4) 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Betaina 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Antioxidante BHT 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Total 100 100 100 100 100

Las dietas experimentales se elaboraron con base en la composicién porcentual mostrada en la
Tabla 1. En primer lugar, se prepard una premezcla basal mediante la homogenizacion de los
ingredientes secos. Posteriormente, cada tratamiento fue ajustado mediante la inclusién de la
fuente lipidica correspondiente, de acuerdo con la formulacidn experimental establecida. Una vez
incorporados los aceites, la mezcla total se homogenizd y se adicion6 agua hasta obtener una
consistencia adecuada para su procesamiento. La masa resultante se pelletizd utilizando un
molino de carne, obteniéndose pellets de aproximadamente 1.5 mm de didmetro. Finalmente, los

pellets se secaron en horno a 45 °C durante 16 h y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacién.
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6.2 Analisis Quimico Proximal

El andlisis quimico proximal de las dietas experimentales se realizé por triplicado en el Laboratorio
de Andlisis Quimico Proximal en CIBNOR, de acuerdo con los métodos oficiales de la AOAC
International (2005). Las variables determinadas fueron humedad, proteina cruda, extracto
etéreo, cenizas y fibra cruda. El contenido de humedad se determiné por diferencia de peso,
mediante el secado de las muestras en una estufa de desecado (Terlab, Jalisco, México) a 105 °C
durante 4 h. El contenido de cenizas se cuantificd por calcinacion en mufla (Modelo F600,
Thermolyne, lowa, USA) a 600 °C durante 6 h. La proteina cruda se determiné mediante el método
de combustién directa de Dumas, utilizando un horno de combustion (Modelo FP-528, LECO
Corporation, Michigan, USA). El extracto etéreo se cuantificd con un sistema Soxtec Avanti
Modelo 2050 (Foss Tecator, Hoganas, Suiza), empleando éter de petréleo como solvente de
extraccion. El contenido de fibra cruda se determind por hidrdlisis sucesiva acida y basica,
utilizando acido sulfurico e hidréxido de sodio en un digestor Fibertec Modelo M6 (Foss Tecator,
Hoganas, Suiza). Finalmente, el extracto libre de nitrégeno (ELN) se calculé por diferencia,
restando de 100 la suma de los porcentajes correspondientes a humedad, proteina cruda, extracto

etéreo, cenizas y fibra cruda.

6.3 Peces

Para este estudio se utilizaron 135 alevines de tilapia del Nilo con un peso inicial promedio de 1.81
1+ 0.19 g. Los peces fueron provenientes de la unidad UNCIBNOR, Nayarit, México, proporcionados
por la Dra. Paola Magallén Servin de CIBNOR y permanecieron en tanques circulares de fibra de
vidrio con una capacidad maxima de 1000 L para verificar que se encontraran libres de patégenos
para el bioensayo. Durante este periodo se proporciond alimento control (Tabla 1), la temperatura
del agua se mantuvo en 27.7° £ 0.11 °C, oxigeno disuelto 8.10 + 0.45 mg L-1, salinidad del agua de

0.73 £ 0.01 ppt y cubiertos con malla sombra.
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AR _
Figura 6. Tanques circulares de fibra de vi
niloticus) durante la etapa de cuarentena.

Figura 7. Sistema experimental del Laboratorio de Nutricion Acuicola durante la etapa de
aclimatacién de alevines de tilapia del Nilo (O. niloticus).

6.4 Diseno experimental

Los organismos se transportaron al Laboratorio de Nutricion Acuicola en CIBNOR en 15 tanques
circulares de fibra de vidrio con una capacidad maxima de 120 L. Donde una vez al dia (8:00 am)
se registré la temperatura, oxigeno disuelto (OD), pH y salinidad con un equipo multiparametro

de campo (YS! Incorporated, Mod. 556 MPS, Ohio, USA).
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Los organismos fueron distribuidos aleatoriamente a una densidad de nueve peces por tanque,
para un total de 135 juveniles de tilapia del Nilo en el bioensayo. Los peces fueron alimentados
con las dietas experimentales a una tasa diaria equivalente al 4% de la biomasa correspondiente

en cada tanque, dividida en tres raciones suministradas a las 9:00, 13:00y 17:00 h.

—

LN 5% Control

Figura 8. Esquema del disefio experimental utilizado en el bioensayo con alevines de tilapia del
Nilo. Se evaluaron cinco tratamientos dietarios: Control, LN 2.5%, LP 2.5%, LN 5% y LP 5%, cada
uno con tres réplicas, para un total de 15 tanques experimentales. En cada tanque se
distribuyeron aleatoriamente nueve organismos.

El sistema de cultivo estuvo abastecido con agua dulce filtrada mediante filtros de arena,
cartuchos de 10, 5 y 1 um, vy luz ultravioleta. Cada tanque estuvo equipado con piedras de
aireacion conectadas a mangueras de silicon alimentadas por un soplador de 5 HP, con el fin de
mantener una adecuada oxigenacién del agua. Ademas, los tanques fueron cubiertos con bolsas
de plastico, utilizadas como barrera fisica para prevenir la pérdida de organismos. La temperatura
del agua se regulé mediante calentadores sumergibles de 150 W con precision de + 0.5 °C,
mientras que el fotoperiodo se establecid en 12 h luz:12 h oscuridad, utilizando lamparas de nedn

controladas por temporizador a partir de las 6:00 h.

Los parametros fisicoquimicos del agua, incluyendo temperatura, oxigeno disuelto, pH, potencial

oxido-reduccién vy salinidad se registraron diariamente como se indica en el apartado 6.1.
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Asimismo, las concentraciones de nitritos, nitratos y amoniaco se determinaron con un kit
comercial (APl Freshwater Master Test Kit). La limpieza de los tanques se realizé diariamente por
la maifana, antes de la primera alimentacién, mediante sifoneo para eliminar heces y restos de
alimento; adicionalmente, las paredes se limpiaron cuidadosamente con fibra o esponja para
minimizar el estrés de los organismos, y se efectuaron recambios del 50% del volumen total de

agua.

En el caso de muerte de algin organismo los primeros dos dias, este se sustituyé con otros del
lote original y peso similar. Después del segundo dia, ya no hubo sustitucién para evaluar
mortalidad por la dieta. El bioensayo duré dos semanas, dado que el objetivo era evaluar el efecto
de los alimentos como dietas de finalizacidn. Se realizaron dos muestreos, uno a la semanay otro

a las dos semanas (final) de iniciado el bioensayo.

6.5 Biometria y muestreo

En cada biometria se seleccionaron al menos cinco organismos por tratamiento, los cuales fueron
colocados en contenedores pldsticos con 40 L de agua dulce y sedados con eugenol a una
concentracion de 0.2 mL L™. Una vez sedados, los peces fueron extraidos con una red y secados
cuidadosamente sobre toallas absorbentes para eliminar el exceso de humedad. Posteriormente,
se registrd el peso corporal mediante una balanza con precisién de + 0.1 g, asi como la longitud
total y la longitud parcial utilizando un ictiometro convencional. A partir de los registros obtenidos
durante el periodo experimental, se determinaron los parametros zootécnicos de ganancia de
peso (Ec. 1), tasa de crecimiento (Ec. 2) y supervivencia (Ec. 3). Durante el muestreo, se
recolectaron muestras de musculo para los andlisis de lipidos totales, perfil de acidos grasos y
separacion de fosfolipidos, las cuales se colocaron en tubos de vidrio de 6 ml con solucidn Folch
(cloroformo:metanol, 2:1) y se almacenaron a —20 °C hasta su procesamiento. Para el andlisis
metagendmico, se recolecto el tracto gastrointestinal, el cual se colocd en tubos Eppendorf con
etanol y se almacend a 4 °C. Las muestras de musculo destinadas al andlisis de proteinas se
depositaron en tubos Eppendorf y se conservaron a —80 °C hasta su analisis. Adicionalmente, para
el analisis histoldgico se realizé un corte transversal en la regidon media del pez, a partir del cual se
obtuvieron muestras de musculo, higado, branquias y tejido nervioso; dichas muestras se

colocaron en casetes y se fijaron en solucion Davidson para su posterior procesamiento.



Parametros zootécnicos calculados:

Ganancia en peso (GP):

GP = Pesopromedio final (g) — Peso promedio inicial (g) (1)

Tasa de crecimiento (TC):

TC =

Numero de dias

Supervivencia (%):

S =

Numero de organismos inicial

1.Analisis quimico proximal 1.Analisis FAME
2.Analisis FAME 2.Analisis histolégico
3.Analisis de LT 30 dias 3.Biometrias
Obtencion de DIETA CONTROL DIETAS EXPERIMENTALES
organismos Aclimatacién Semana 2
: AL O oo\ U of o \m
Elaboracién de Cuarentena
dietas DIETA CONTROL DIETA qE)\F F 'u!E'wIT.!LES
U"ﬁdﬁg gﬂ%a”t 7 dias 1.Biometrias  5.Analisis histolégico

3.Anélisis de LT 7.Analisis de proteinas
4.Analisis genémico

Peso promedio final — Peso promedio inicial
P ! P x 100 2)

Numero de organismos final
g el 100 (3)
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2.Analisis FAME 6.Analisis de fosfolipidos

Figura 9. Esquema cronoldégico del disefio experimental del bioensayo con juveniles de tilapia del
Nilo (O. niloticus) alimentados con dietas experimentales con inclusidon de fracciones neutras y
polares de aceite de Schizochytrium sp. Se muestran las etapas de elaboracién de dietas,
obtencién de organismos, cuarentena, aclimatacién, periodo de alimentacién experimental y

muestreos realizados durante la semana 1y semana 2.
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Figura 10. Muestreo y diseccidn de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) durante la obtencion
de muestras bioldgicas.

6.6 Extraccion de lipidos

Se realizd la extraccidn de lipidos utilizando el método de Folch (1957), modificado por Arjona et
al. (2008) en el laboratorio de metabolismo de lipidos del CIBNOR. Para ello, se procesaron un
total de 41 muestras, de las cuales 30 correspondieron a musculo de juveniles de tilapia del Nilo,
distribuidas en 15 muestras de la semana 1 y 15 muestras de la semana 2. Adicionalmente, se
analizaron 3 muestras de harina de Schizochytrium sp., 3 muestras de aceite de Schizochytrium

sp. y 5 muestras correspondientes a las dietas experimentales.

Para las muestras de musculo, se pesaron aproximadamente 100 mg de tejido muscular en una
balanza analitica (Mod. MS105DU, Mettler Toledo, OH, USA). Las muestras fueron colocadas
individualmente en viales de 8 mL. A cada muestra se le adicionaron 6 mL de solucién Folch
cloroformo:metanol (2:1, v/v), y posteriormente fueron almacenadas a —20 °C durante 24 h para

permitir una extraccion inicial de los lipidos.

Posteriormente, se incorporaron 10 pl de butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante y 10 pl de
estandar interno (acido tricosanoico, 23:0) a cada muestra. La disrupcion celular se llevé a cabo
utilizando un homogeneizador de tejidos Potter-Elvehjem mediante movimientos circulares hasta
obtener una suspension homogénea. Para optimizar la extraccidon lipidica, las muestras
homogeneizadas se sometieron a sonicacion en un bano frio (Branson Ultrasonic™) durante 10

minutos.
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6.7 Anadlisis de acidos grasos metil-esterificados

Para el andlisis de acidos grasos totales, se tomd una alicuota de 1 mL del extracto lipidico total
de cada muestra. Esta alicuota fue utilizada para la derivatizaciéon de los acidos grasos a ésteres

metilicos de acidos grasos.

Las muestras fueron derivatizadas mediante la adicion de 1 mL de BFs-metanol. Posteriormente,
se sometieron a calentamiento a 95 °C durante 15 min para favorecer la reaccién de metilacién.
Una vez completada la derivatizacion, se afiadié 1 mL de hexano para extraer los acidos grasos
metil-esterificados. La separacion de fases se llevd a cabo mediante lavado con agua destilada y
centrifugacion a 2000 rpm durante 5 minutos, obteniéndose la fase organica (hexano) que
contenia los FAME. Transcurridas 24 horas, la fase de hexano se recuperd en viales dmbar de 2 ml

y se concentré a 500 ul bajo un flujo de nitrégeno para su posterior analisis.

Los acidos grasos metil-esterificados fueron cuantificados mediante cromatografia de gases
acoplada a detector de ionizacion de llama (GC-FID). La identificacidn y cuantificacion de los
acidos grasos se realizo utilizando el acido graso 23:0 como estandar interno, comparando los

tiempos de retencion de las muestras con los estandares de referencia.

6.8 Separacion de lipidos neutros y polares

La separacidn de lipidos neutros y lipidos polares se realizé a partir de una segunda alicuota de 1
mL del extracto lipidico total. Este procedimiento se aplicd a las 15 muestras de musculo de
juveniles de tilapia del Nilo, correspondientes a la semana 2, asi como a las 6 muestras

correspondientes a harina y aceite de Schizochytrium sp.

Previo a la separacion, las muestras fueron evaporadas hasta un volumen aproximado de 0.5 mL
bajo flujo de nitrégeno gaseoso. Posteriormente, la separacion de lipidos neutros y lipidos polares
se llevé a cabo mediante microcolumnas de silice. Los lipidos neutros fueron eluidos con 10 mL
de cloroformo:metanol (98:2, v/v), mientras que los lipidos polares fueron eluidos posteriormente
con 15 mL de metanol. Ambas fracciones fueron colectadas por separado en viales
independientes. A la fraccion polar se le anadieron 10 uL de BHT como antioxidante y 10 uL de

estandar interno, correspondiente a acido tricosanoico (23:0).
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Las fracciones separadas fueron evaporadas hasta un volumen final de 1 mL utilizando un
evaporador de solventes Jouan RC 10.09, Saint-Herblain, Francia. Posteriormente, las fracciones
de lipidos neutros y lipidos polares fueron derivatizadas a ésteres metilicos de acidos grasos
siguiendo el procedimiento descrito para el analisis de dcidos grasos totales. A cada fraccién se le
adiciond 1 mL de BFs-metanol y las muestras fueron sometidas a calentamiento a 95 °C durante
15 min para favorecer la reaccidon de metilacion. Una vez finalizada la derivatizacién, se afiadié 1

mL de hexano para la extraccion de los FAME.

La separacion de fases se realizé mediante lavado con agua destilada y centrifugacion a 2000 rpm
durante 5 min. La fase organica fue recuperada en viales dmbar de 2 mL y concentrada bajo flujo
de nitrégeno hasta un volumen final de 500 pL para su posterior andlisis mediante cromatografia

de gases.

Los acidos grasos metil-esterificados obtenidos del extracto lipidico total y de las fracciones de
lipidos neutros y lipidos polares fueron cuantificados mediante cromatografia de gases acoplada
a detector de ionizacién de llama (GC-FID). La identificacién de los acidos grasos se realizo
mediante la comparacidon de los tiempos de retencidn de las muestras con estandares de
referencia. La cuantificacion se efectud utilizando dacido tricosanoico (23:0) como estandar
interno. Los resultados fueron expresados como porcentaje del total de Aacidos grasos

identificados en cada muestra.

6.9 Determinacion de lipidos totales

El contenido de lipidos totales se determind mediante el método gravimétrico, a partir de los
extractos lipidicos obtenidos previamente. Para este analisis se procesaron un total de 26
muestras, de las cuales 15 correspondieron a musculo de juveniles de tilapia del Nilo de la semana
2, 3 aharina de Schizochytrium sp., 3 a aceite de Schizochytrium sp. y 5 a las dietas experimentales.
Para ello, se tomd una alicuota de 1 mL de cada extracto lipidico, la cual se concentré por
evaporacién con nitrégeno gaseoso hasta un volumen aproximado de 0.5 mL. Posteriormente, el
extracto se filtré a través de una microcolumna con 1.5 cm de silice, adicionando 10 mL de
solucién Folch para favorecer la recuperacién de la fraccion lipidica. El volumen recuperado se

concentrd nuevamente por evaporacion hasta aproximadamente 1 mL. De manera previa, tubos
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de borosilicato de 10 mL fueron colocados en un horno con temperatura controlada a 80 °C
durante 24 h, hasta alcanzar peso constante. Después, los tubos se enfriaron en un desecador
durante 1 hy se pesaron en una balanza analitica (Mod. MS105DU, Mettler Toledo, OH, USA). Una
vez obtenidos los tubos a peso constante, el extracto lipidico filtrado y concentrado se transfirié a
dichos tubos y se evapord a sequedad con nitrégeno gaseoso. Posteriormente, los tubos se
colocaron nuevamente en el horno a 30 °C durante 24 h. Al término de este periodo, se enfriaron
en un desecador durante 1 h y se pesaron nuevamente para obtener el peso del tubo con la
fraccidn lipidica libre de solvente. El contenido de lipidos totales se calculé por gravimetria,

mediante la diferencia de peso entre el tubo vacio y el tubo con la fraccidn lipidica.

6.10 Analisis de la composicion de lipidos polares por cromatografia en capa fina de alta
resolucion (HPTLC)

El andlisis de la composicidon de clases de lipidos mediante cromatografia en capa fina de alta
resolucion (HPTLC) se realizé en Brest, Francia, en el Laboratorio de Ciencias del Medio Ambiente
Marino (LEMAR) bajo la asesoria del Dr. Edouard Kraffe. Las muestras correspondientes a la

semana 2 fueron transportadas en viales de 2 mL para su procesamiento.

6.11 Andlisis de acidos grasos de lipidos polares por raspado de placa

6.11.1 Preparacion de placas y aplicacion de muestras y estandares

Se utilizaron placas de silica gel 60 F254 (Merck) con soporte de aluminio de 20 x 20 cm, las cuales
fueron cortadas cuidadosamente con un cuter hasta alcanzar dimensiones de 10 x 20 cm,

adecuadas para la corrida cromatografica.

Las placas fueron sometidas a una etapa de preelucién (pre-run) con el sistema de solventes LP9%
(Tabla 2), permitiendo una migracion de 8 cm. Posteriormente, las placas fueron activadas

térmicamente a 120 °C durante 20 minutos en el TLC Plate Heater.

Tabla 2. Composicion de la fase movil LP 9% utilizada para la separacion de lipidos polares.

Fase Acetato Isobrobanol Cloroformo Metanol SzLulilcoln Proporcion
mévil  demetilo P OP (CHCl)  (MeOH)  ° o final
. (1]

LP9% 10 ml 10 ml 10 ml 4 ml 3.6 ml 10:10:10:4:3.6
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Sobre cada placa activada se aplicaron tanto el estandar como las muestras lipidicas. Para la
identificacion de las clases de lipidos polares se utilizé el estdndar interno Std HPTLC 2 LP,
preparado de acuerdo con el protocolo técnico del laboratorio. Este estandar fue suplementado
con 162 pL de una solucidn de fosfatidilinositol (Pl) y diluido en 1500 pL de cloroformo:metanol
2:1 (v/v). La aplicacién del estandar fue de 10 pL, mientras que las muestras lipidicas se aplicaron

en volumenes de 20 pL.

6.11.2 Desarrollo cromatografico

El desarrollo de las placas se realizd con la mezcla de solventes LP9. Las placas se colocaron en
cubetas saturadas, permitiendo que el frente del solvente migrara 8 cm desde la linea de
aplicacién. Tras el desarrollo, las placas se retiraron, se secaron cuidadosamente al aire y se

procedio a su fraccionamiento para las etapas de revelado y raspado.

6.11.3 Revelado de placa

Con el objetivo de visualizar la posicion de las distintas clases lipidicas, se dividié cada placa en
dos secciones mediante una marca a lapiz antes del desarrollo. La seccién izquierda donde se
depositd una mezcla de estdndares y 2 muestras como referencias fue destinada al revelado
guimico, mientras que el resto de la placa se reservd para el raspado y extraccién de las bandas,

conservandose en oscuridad para evitar oxidacion.

La seccién destinada al revelado se sumergié en una solucién de HzPO4,—CuSQ, (acido fosforico—
sulfato de cobre) y posteriormente se calenté a 180 °C durante 10 minutos. Este proceso permitié
la aparicién de bandas coloreadas correspondientes a las diferentes clases de lipidos polares,

posibilitando su identificacién visual para el raspado de las fracciones lipidicas.
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Figura 11. Revelado quimico parcial de placa cromatografica con HsPO,—CuSQO, para la localizacion
de bandas de lipidos polares.

6.11.4 Raspado y extraccion de las fracciones lipidicas

Las posiciones de las bandas en la seccién revelada fueron utilizadas como guia para delimitar y
raspar las franjas equivalentes en la seccién no revelada de la placa. El raspado se realizd
cuidadosamente utilizando espdtulas de acero inoxidable, recolectando la silica correspondiente
a cada banda en viales de 7 mL. Ademds, se obtuvo una fracciéon “blanco” a partir de la silica
situada mas alld del frente de migracién, con el propdsito de evaluar posibles interferencias del

soporte cromatografico.

A cada vial conteniendo silica raspada se le afiadieron 1.5 mL de mezcla cloroformo/metanol (2:1,
v/v). Las muestras fueron sometidas a sonicacién durante 10 minutos para favorecer la extraccion
de los lipidos adsorbidos, seguidos de un flushing con nitréogeno para eliminar el oxigeno disuelto
y prevenir la oxidacidon. Posteriormente, los viales se mantuvieron a -20 °C durante

aproximadamente 20 horas, permitiendo una extraccion mas completa.

Tras este periodo, las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 1 minuto, recuperando la
fase organica en viales de 7 mL, los cuales fueron evaporados bajo corriente de nitrégeno hasta

sequedad. Para asegurar una extraccion total, el procedimiento de adicidn de solvente, sonicacion
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y centrifugacion se repitié dos veces sobre el mismo residuo de silica, omitiendo la evaporacion

tras la ultima extraccion.

Los extractos obtenidos, representativos de cada clase de lipidos polares, se conservaron a baja
temperatura hasta su posterior derivatizacion para andlisis de acidos grasos por cromatografia de

gases (GC-FID).

Figura 12. Delimitacion de bandas en la seccidon no revelada de la placa cromatografica para la
recuperacién de fracciones lipidicas.

6.11.5 Derivatizacion para analisis por GC-FID

A cada vial con el extracto lipidico se afiadieron 20 uL del estandar interno acido tricosanoico
(C23:0). Los viales se evaporaron hasta sequedad bajo una corriente suave de nitrégeno con el
fin de eliminar los solventes residuales antes del tratamiento quimico. Se afiadié 1 mL de KOH en
metanol a cada muestra para promover la hidrdlisis de los ésteres lipidicos. Los viales se incubaron
en un bloque térmico a 80 °C durante 30 minutos, asegurando la completa liberacién de los acidos

grasos esterificados a las diferentes clases de fosfolipidos separadas.

Posteriormente, se adicionaron 1600 pL de metanol acidificado con H,SO4 (MeOH/H,S04, 1-2 %
v/v) siguiendo el protocolo adaptado de Kraffe et al. (2002) para la obtencidn de ésteres metilicos

de 4acidos grasos (FAME). Las muestras se mantuvieron a 100 °C durante 10 minutos en el
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termobloque para completar la reaccion de esterificacidn. Tras el enfriamiento, se afiadieron 0.8
mL de hexano y 1.5 mL de agua destilada para inducir la separacién de fases. Los viales se
centrifugaron a 1000 rpm durante 1 minuto, observdandose una fase organica superior
correspondiente al hexano, donde se encontraban los FAME, y una fase acuosa inferior. Para el
lavado de la muestra, se retiré cuidadosamente la fase acuosa inferior y se descartd, conservando
la fase organica superior en el vial. Posteriormente, se agregd nuevamente agua destilada, se
centrifugd bajo las mismas condiciones y se elimind otra vez la fase acuosa inferior. Este

procedimiento de lavado se repitié hasta retirar residuos acidos y sales remanentes de la reaccién.

6.11.6 Conservacion y preparaciéon para GC-FID

La fase orgdnica superior se conservo a —20 °C durante 24 horas para favorecer la separacion
residual de fases y posteriormente fue recuperada para su transferencia a viales de 2 mL y andlisis
por GC-FID para la cuantificacion de los FAME, empleando el estandar C23:0 como referencia

interna.

6.12 Determinacion de proteinas totales, enzimas antioxidantes y peroxidacion lipidica

Para la evaluacién bioquimica del tejido, se procesaron 30 muestras de juveniles de tilapia del Nilo
(O. niloticus) con un peso aproximado de 100 mg de tejido por muestra, correspondientes a los
tratamientos experimentales. Las muestras fueron mantenidas en condiciones frias durante su
manipulacién para evitar la degradacion de proteinas y enzimas. Posteriormente, el tejido fue
homogenizado en un volumen adecuado de solucion amortiguadora fria, hasta obtener una
suspension uniforme. Los homogenizados fueron centrifugados para separar restos celulares y
material insoluble, y el sobrenadante recuperado se utilizdé para la determinacién de proteinas
totales, actividad de superdxido dismutasa, catalasa y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.
La concentracion de proteinas totales se determind mediante el método de Bradford (1976). Para
ello, se tomd una alicuota del sobrenadante de cada muestra y se mezclé con el reactivo de
Bradford, el cual contiene el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250. De manera paralela, se
prepard una curva estandar utilizando albumina sérica bovina a concentraciones conocidas. Las
muestras y estandares fueron incubados durante el tiempo establecido por el método, vy

posteriormente se realizd la lectura espectrofotométrica. La concentracion de proteina de cada
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muestra se calculod a partir de la curva estandar y los resultados fueron expresados como mg de

proteina por g de tejido humedo.

La actividad de superodxido dismutasa (SOD) se determind de acuerdo con el método descrito por
Suzuki (2000). Para este analisis, se utilizaron alicuotas del sobrenadante obtenido de los
homogenizados tisulares. La reaccidn se baso en la capacidad de la SOD presente en la muestra
para inhibir la reduccién de un sustrato indicador por el anién superdxido. Se prepararon las
mezclas de reaccién correspondientes, incluyendo blancos y muestras, y posteriormente se
incubaron bajo las condiciones establecidas por el método. La absorbancia fue determinada por
espectrofotometria y la actividad enzimatica fue calculada con base en el porcentaje de inhibicidn
de la reaccidn. Los resultados fueron normalizados con respecto a la concentracion de proteina

total y expresados como U/mg de proteina.

La actividad de catalasa (CAT) se determind siguiendo el método de Aebi (1984). Para ello, se
prepard una mezcla de reaccién que contenia perdxido de hidrégeno como sustrato y una alicuota
del sobrenadante de cada muestra. La reaccion se inicié al afiadir la muestra al medio de reaccion
y se registré la disminucién de la absorbancia asociada a la descomposicion del perdxido de
hidrogeno. La actividad de catalasa se calculd a partir de la velocidad de degradacion del sustrato
y posteriormente se normalizd con la concentracidn de proteina total de cada muestra. Los

resultados fueron expresados como U/mg de proteina.

La peroxidacion lipidica se evalué mediante la determinacién de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS), de acuerdo con los métodos descritos por Buege y Aust (1978) y Ohkawa
et al., (1979). Para este andlisis, se tomd una alicuota del homogenizado o sobrenadante de cada
muestra y se mezcld con el reactivo de acido tiobarbiturico bajo condiciones acidas. Las muestras
fueron sometidas a calentamiento para favorecer la reaccién entre el acido tiobarbiturico y los
productos secundarios de la peroxidacién lipidica, principalmente malondialdehido.
Posteriormente, las muestras fueron enfriadas y centrifugadas para eliminar precipitados. La
absorbancia del sobrenadante fue medida por espectrofotometria y los valores obtenidos se
utilizaron para calcular la concentracién de TBARS. Los resultados fueron expresados como nmol/g

de tejido.
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6.13 Andlisis histologico

El analisis histoldgico se realizé en el Laboratorio de Histologia e Histoquimica, bajo la asesoria de
la Dra. Carmen Jaramillo. Para este analisis se realizd una tincién con hematoxilina-eosina,
siguiendo procedimientos histoldgicos descritos previamente por Rodriguez-Jaramillo y
colaboradores (2022). Se procesaron un total de 30 organismos, de los cuales 15 correspondieron
alasemana 1y 15 a la semana 2. De cada juvenil de tilapia se realizé un corte transversal en la
region media del cuerpo, con el fin de observar el higado en las secciones histoldgicas obtenidas.
Los cortes se colocaron en casetes de plastico debidamente etiquetados y se fijaron en solucién
Davidson. Posteriormente, las muestras se deshidrataron mediante una serie ascendente de
etanol (70 a 100%) y se aclararon con xilol absoluto. A continuacidn, se llevd a cabo la infiltracion
en parafina liquida a 60 °C y la inclusion individual de las muestras en bloques de parafina
utilizando un centro de inclusion (LEICA EG1150H y EG1150C®); posteriormente, los moldes se

enfriaron en una placa friaa -5 °C.

Los tejidos obtenidos se cortaron a un espesor de 4 um mediante un microtomo de rotacion (LEICA
RM2155®). Los cortes histoldgicos se extendieron en un bano de flotacidon con agua y grenetina
al 1% durante 5 min a 43 °Cy se recuperaron en portaobjetos previamente etiquetados, los cuales
se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente, los tejidos se tifieron con
hematoxilina-eosina mediante un tefiidor automatico (LEICA ST5020®) y se montaron con resina
sintética y cubreobjetos. Las laminillas preparadas se dejaron secar durante 24 h y finalmente se
observaron mediante microscopia de luz en un microscopio éptico compuesto (OLYMPUS BX41°).
Las microfotografias de los tejidos se obtuvieron con objetivos de 4X, 10X, 20X y 40X, y fueron
analizadas digitalmente con el software Image Pro Premier version 9.0 (Olympus-Media

Cybernetics®).

6.14 Analisis bioinformatico

6.14.1 Extraccion y cuantificacion de ADN bacteriano

La extraccidén y cuantificacion de ADN bacteriano se realizd en el Laboratorio de Gendmica y
Bioinformatica bajo la asesoria del Dr. Eduardo Quiroz y la M.C. Gabriela Mendoza. Para ello, el

ADN gendmico bacteriano se extrajo a partir del intestino de tilapia utilizando el kit “Microbial”
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de Qiagen, con ligeras modificaciones al protocolo del fabricante para optimizar la lisis celular, la
purificacién del ADN y los pasos de elucidn, siguiendo las recomendaciones de Giatsis et al. (2014).
Para el procedimiento, se colocaron 300 uL de solucién Power Bead y 50 L de solucién SL en un
tubo con perlas (Power Bead Tube). A continuacidn, se afadié aproximadamente 2 cm de tejido
intestinal de las muestras pertenecientes a la semana 2, se mezclé mediante vortex durante 10
minutos (Abbott Laboratories) y se sometié a homogenizacién utilizando el equipo FastPrep-24
para favorecer la disrupcion celular. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 30

segundos a 13,523 rpm a 4 °C (Centrifuge 5420).

Del sobrenadante resultante se tomaron 300 pL y se afiadieron 100 uL de solucién IRS, mezclando
nuevamente en vortex y dejando incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. A continuacion,
se tomaron 350 pL del sobrenadante y se adicionaron 700 pL de solucion SB 250 ml,
centrifugando nuevamente a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El pellet formado se lavé dos
veces con 250 uL de etanol al 70 % y se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos a 4 °C en cada
lavado. Tras decantar el sobrenadante, el pellet se dejo secar durante 30 minutos y finalmente se

resuspendid en 30 plL de agua Milli-Q.

La concentracion y pureza del ADN extraido se evaluaron mediante espectrofotometria utilizando
un NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific). El ADN purificado se almacend a -20 °C hasta su uso

en analisis posteriores de caracterizacién gendmica.

6.14.2 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los extractos de ADN se diluyeron en agua destilada y se sometieron a reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR), a partir de las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S rRNA, utilizando los
primers 25F y 1492R. Las reacciones de PCR se llevardn a cabo en 12.5 plL de la mezcla de reaccién,
utilizando un termociclador (BIO RAD, T100 Thermal Cycler) a las siguientes condiciones:
temperatura de desnaturalizacién: 95°C, temperatura de alineamiento: 53°C y temperatura de

extension del ADN: 72°C.
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6.14.3 Electroforesis en gel de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 1 % en tampdn TBE 1X (100 mL) para la separacién de productos
de PCR. A cada pocillo se cargaron 2 uL de marcador de peso molecular Green Leader y 2 plL de
cada muestra de PCR. La electroforesis se realizé a temperatura ambiente, aplicando un voltaje
constante de 80 V durante 30 minutos. Posteriormente, los productos amplificados se visualizaron
utilizando un transiluminador de luz ultravioleta (UV), permitiendo evaluar la presencia y el

tamafio esperado de los fragmentos amplificados.

6.14.4 Preparacion de bibliotecas y secuenciacion

La preparacién de las bibliotecas para secuenciacion metagendmica del gen 16S rRNA se realizd
siguiendo el protocolo de lllumina para analisis de la regién variable V3 (Part #15044223 Rev. B).
La region V3 se amplificd mediante PCR utilizando los cebadores especificos 165-V3_338f (TCG
TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG acy cct acg ggr ggc agc) y 16S-V3_533r (GTC TCG
TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G tta ccg cgg ctg ctg gca), los cuales contenian

adaptadores de lllumina en sus extremos.

Las condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos, y
una extensidn final a 72 °C durante 5 minutos. Los amplicones obtenidos se purificaron utilizando

perlas magnéticas AMPure XP para eliminar reactivos residuales y fragmentos no especificos.

Enseguida, se incorporaron indices de Illumina a cada muestra mediante una segunda PCR, con
un ciclo inicial de 95 °C durante 3 minutos, seguido de 8 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C
por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos, finalizando con una extensiéon a 72 °C durante 5
minutos. Posteriormente, se realizé una segunda purificacién con perlas magnéticas AMPure XP
para obtener las bibliotecas finales, listas para su cuantificacién, normalizacion y secuenciacién

en la plataforma de Illumina.

6.14.5 Anadlisis bioinformatico

Las secuencias en formato Fastq obtenidas de la secuenciacion metagendmica se procesaron

utilizando el software Mothur (The University of Michigan; Ann Arbor, MI, USA) segun lo
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recomendado por Kozich et al (2013) y el pipeline MiSeq SOP

(https://mothur.org/wiki/MiSeqg SOP). Se establecié una carpeta de trabajo y se combinaron las

lecturas mediante el comando make.contigs, generando contigs a partir de las lecturas
emparejadas y extrayendo tanto las secuencias como los datos de puntuacidn de calidad. Durante
este proceso, se construyd el complemento inverso de las lecturas para unirlas y se eliminaron las

bases con calidad Phred inferior a Q25.

Posteriormente, se eliminaron secuencias que contenian bases ambiguas o cuya longitud excedia
275 pb. Las secuencias duplicadas se eliminaron mediante el comando unique.segs, y las
secuencias restantes se agruparon usando pre.cluster para reducir errores de secuenciacion. La
alineacion se realizé con la base de datos SILVA v138 (Yilmaz et al., 2014) del Grupo de
Bioinformatica y Gendmica Microbiana del Instituto Max Planck de Microbiologia Marina,
Alemania. Las secuencias quiméricas se identificaron y eliminaron utilizando el algoritmo

VSEARCH implementado en Mothur mediante el comando chimera.vsearch.

La clasificacién taxondmica de las secuencias se llevd a cabo con el comando classify.segs, y las
secuencias no bacterianas fueron eliminadas mediante el comando remove.lineage. Los OTUs
(Operational Taxonomic Units) se definieron a partir de las secuencias agrupadas usando dist.seqs
y cluster, y posteriormente se asignaron a niveles taxondmicos de filo, clase, orden, familia y

género mediante el comando phylotype.

Para el analisis de diversidad alfa, se utilizé el comando summary.single para calcular los indices
de diversidad de Shannon y de riqgueza de Chao para cada réplica. La diversidad beta se evalué
mediante el estudio de la estructura de las comunidades bacterianas basado en OTUs, aplicando
analisis de coordenadas principales (PCoA) calculadas a partir de la medida de disimilitud de Bray-

Curtis, permitiendo comparar la composicién microbiana entre los distintos tratamientos.

6.15 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en cada analisis fueron organizados por tratamiento y expresados como
media + desviacion estandar. Para evaluar diferencias entre tratamientos se aplicd un analisis de

varianza de una via (ANOVA), considerando como factor principal la dieta experimental. Cuando
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el ANOVA indicé diferencias significativas, se realizd una comparacién multiple de medias
mediante la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de p < 0.05. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el programa Statistica. Este analisis se utilizd para los pardametros
zootécnicos, lipidos totales, perfil de acidos grasos, fracciones de lipidos neutros y polares, clases
de fosfolipidos, proteinas totales, actividad enzimatica antioxidante, peroxidacion lipidica y
cobertura vacuolar hepatica. Los resultados se representaron graficamente como medias + error
estandar, y las diferencias estadisticas entre tratamientos se indicaron mediante letras distintas

sobre las barras.



51
7. RESULTADOS
7.1 Parametros zootécnicos

Tabla 3. Desempeiio zootécnico de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados con
dietas experimentales con inclusién de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium
sp. durante un periodo de dos semanas.
Variables Dietas experimentales
respuesta Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
Peso inicial 1.80£0.03a® 1.80+0.03® 1.80+0.03* 1.81+0.01® 1.8%0.02°
Peso final 2.84+0.13* 2.97+0.43* 2.91+0.38% 2.98+0.48* 2.87+0.31°
GP final (%) 1.04£0.15* 1.17+0.44° 1.11+0.40° 1.16+0.48* 1.07+0.33°
TC final (g dia™) 7.45+1.06° 8.36+3.14® 7.93+2.87° 8.34+3.46% 7.67+2.352
S final (%) 74.07 £23.13® 51.85+6.42% 62.96 £ 6.42° 59.25+ 12.83% 59.25 + 6.42°

- Los valores representan medias + desviacidon estandar de muestras por triplicado.

- Los datos se compararon mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA, P<0.05), n=15.

- Letras iguales en superindice dentro de una misma fila indican que no existen diferencias significativas entre tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p > 0.05).

- GP: ganancia de peso; TC: tasa de crecimiento; S: supervivencia.

- Control: dieta sin inclusion de Schizochytrium sp.; LN 2.5%: dieta con 2.5% de fraccién neutra; LN 5%: dieta con 5% de fraccion
neutra; LP 2.5%: dieta con 2.5% de fraccion polar; LP 5%: dieta con 5% de fraccién polar.

La Tabla 3 presenta los pardmetros zootécnicos obtenidos en juveniles de tilapia del Nilo
alimentados con las dietas experimentales. Para la ganancia de peso, el tratamiento LN 2.5%
mostré el valor promedio mas alto (1.17 + 0.44 g), mientras que el valor menor se registrd en el
tratamiento control (1.04 £ 0.15 g). De manera similar, la tasa de crecimiento fue mayor en LN
2.5% (8.36 + 3.14 g dia™) y menor en el tratamiento control (7.45 + 1.06 g dia™"). En contraste, la
supervivencia alcanzé su mayor valor en el tratamiento control (74.07 + 23.13 %) y el menor en
LN 2.5% (51.85 + 6.42 %). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre

tratamientos para ninguno de los parametros evaluados (ANOVA de una via, p > 0.05).
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7.2 Analisis Quimico Proximal

Tabla 4. Composicidn quimica proximal (%) de las dietas experimentales utilizadas en el bioensayo
con juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus).

Dietas experimentales

Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
Humedad (%) 7.83+0.03 7.75+0.09 7.35+0.05 7.88+0.06 8.73+0.03
Proteina (%) 44.65+0.06 44.94+0.03 44.89+0.03 46.05+0.05 46.05%0.05
Extracto Etéreo (%) 9.10+0.05 9.25+0.05 5.85+0.05 6.73+0.06 4.13+0.06
Fibra Cruda (%) 1.83+0.06 1.63+0.06 1.73+0.06 1.63+0.06 1.53 £0.06
Cenizas (%) 12.60+0.03 12.57+£0.01 12.45+0.03 12.90+0.08 13.33+0.03

ELN (%) 31.81 31.61 35.08 32.69 34.03

-Los valores representan medias + desviaciones estandar de muestras analizadas por triplicado.

-Control: dieta sin inclusidn de Schizochytrium sp.; LN 2.5%: dieta con 2.5% de fraccién neutra; LN 5%: dieta con 5% de fraccién
neutra; LP 2.5%: dieta con 2.5% de fraccion polar; LP 5%: dieta con 5% de fraccién polar.

-ELN: extracto libre de nitrégeno.

Se realizé el andlisis quimico proximal de las dietas experimentales utilizadas en el bioensayo
(Tabla 4). El contenido de humedad presentd un intervalo de 7.35 +0.05a 8.73 £ 0.03%. En cuanto
al contenido de proteina, los valores se ubicaron entre 44.65 + 0.06 y 46.05 + 0.05%. El extracto
etéreo presentdé valores de 4.13 + 0.06 a 9.25 + 0.05%. Para la fibra cruda, los valores oscilaron
entre 1.53 +0.06y 1.83 + 0.06%. En el caso de las cenizas, los porcentajes se ubicaron entre 12.45
1 0.03 y 13.33 £ 0.03%. Finalmente, el extracto libre de nitrégeno (ELN) presenté valores entre

31.61y 35.08%.
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7.3 Harina y aceite de Shizochytrium sp.

7.3.1 Determinacion de DHA
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Figura 13. Contenido porcentual de DHA en la harina y el aceite de Schizochytrium sp. empleados
como materias primas para la elaboracidn de las dietas experimentales; comparacién de medias
mediante ANOVA de una via y prueba de Tukey (p < 0.05).

El aceite presentd el mayor contenido de DHA (77.74 + 0.26%), mientras que la harina mostré un
valor menor (76.60 + 0.27%). El andlisis de varianza indicé diferencias significativas entre ambas

materias primas (ANOVA de una via, F = 9.2, p = 0.0384). Letras distintas sobre las barras indican

diferencias significativas entre medias (p < 0.05).
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7.3.2 Determinacion de DHA en fraccion neutra y polar
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Figura 14. Contenido porcentual de DHA en la fraccion de lipidos neutros de la harina y el aceite
de Schizochytrium sp. empleados como materias primas para la elaboraciéon de las dietas
experimentales; comparaciéon de medias mediante ANOVA de una via y prueba de Tukey (p <

0.05).

El contenido porcentual de DHA en la fraccién de lipidos neutros no presentd diferencias
significativas entre la harina y el aceite de Schizochytrium sp. empleados como materias primas
para la formulaciéon de las dietas experimentales. El aceite mostré un valor promedio de 75.13 +
0.28%, mientras que la harina presenté un promedio de 74.45 + 0.13%. El analisis de varianza no
indico diferencias significativas entre ambas materias primas (ANOVA de una via, F = 4.9; p =
0.091273). La prueba de Tukey agrupd a ambos tratamientos dentro de la misma categoria

estadistica, lo que indica una composicion similar de DHA en la fraccién de lipidos neutros.
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DHA en lipidos polares
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Figura 15. Contenido porcentual de DHA en la fraccién de lipidos polares de la harina y el aceite
de Schizochytrium sp. empleados como materias primas para la elaboraciéon de las dietas
experimentales; comparacién de medias mediante ANOVA de una via y prueba de Tukey (p <

0.05).

En la fraccion de lipidos polares, el porcentaje de DHA fue significativamente diferente entre las
materias primas evaluadas (ANOVA de una via, F=12.6; p =0.023901). El aceite de Schizochytrium
sp. presentd la mayor proporcidn de DHA, con un promedio de 81.56 + 0.14%, mientras que la
harina registro 80.21 * 0.35%. La comparacion multiple de Tukey confirmd la separacién

estadistica entre ambos grupos, evidenciando una mayor concentracién relativa de DHA en los

lipidos polares del aceite.
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7.3.3 Determinacion de lipidos totales en fracciéon neutra y polar
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Figura 16. Distribucién porcentual de lipidos neutros y lipidos polares en el aceite de
Schizochytrium sp. empleado como fuente lipidica para la elaboracién de dietas experimentales
en juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus); comparacién de medias mediante ANOVA de una via
y prueba de Tukey (p < 0.05).

La composicidn lipidica del aceite de Schizochytrium sp. mostré diferencias significativas entre las
fracciones evaluadas (ANOVA de una via, F = 2250.887; p = 0.000001). La fraccion de lipidos
neutros represento la mayor proporcidn del aceite, con un promedio de 95.32 + 1.76%, mientras
gue los lipidos polares constituyeron una fraccion menor, con 11.52 + 0.12%. La prueba de Tukey

separé ambas fracciones en grupos estadisticos distintos, evidenciando el predominio de los

lipidos neutros en el aceite de Schizochytrium sp.
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7.4 Perfil de acidos grasos
7.4.1 Perfil de acidos grasos en dietas experimentales

Tabla 5. Composicion porcentual de acidos grasos de las dietas experimentales utilizadas en el
bioensayo con juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus).

Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
12:0 19.8 9.3 0.1 12.6 0.2
14:0 9.0 4.5 0.6 6.0 0.9
16:0 16.0 17.2 18.4 16.9 18.3
18:0 6.8 5.3 4.3 7.5 8.7

18:1n-9 22.3 16.5 12.8 24.7 28.9
20:1n-9 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3
22:1n-9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
18:2n-6 19.3 16.1 14.1 22.8 28.8
18:3n-6 0.0 0.1 0.1 0.0 0.1
18:3n-3 1.7 1.5 1.4 2.0 2.7
20:3n-3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20:4n-6 0.4 0.4 0.4 0.4 0.6
20:5n-3 0.0 0.2 0.4 0.1 0.1
22:6n-3 0.1 24.2 431 1.3 3.3
Total
SAT. 52.7 37.1 24.4 44.3 29.7
MUFA 25.5 19.3 15.3 28.6 34.2
PUFA 21.8 43.6 60.3 27.1 36.1
(n-6) 20.0 17.4 154 23.6 29.9
(n-3) 1.8 26.5 44.9 34 6.2
(n-3)/(n-6) 0.1 1.5 2.9 0.1 0.2

En la Tabla 5 se presenta la composicidn porcentual de dcidos grasos de las dietas experimentales.
Entre los acidos grasos saturados, el 16:0 fue uno de los mds abundantes en todas las dietas, con
valores entre 16.0 y 18.4%, mientras que el 12:0 destacd principalmente en la dieta control
(19.8%) y en LP 2.5% (12.6%). En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados, el 18:1n-9 fue el
predominante, registrando el mayor valor en LP 5% (28.9%) y el menor en LN 5% (12.8%). Dentro
de los poliinsaturados, el 18:2n-6 fue el principal representante de la serie n-6, con el mayor
contenido en LP 5% (28.8%), mientras que el 22:6n-3 (DHA) mostré una marcada variacion entre

dietas, alcanzando su mayor proporcién en LN 5% (43.1%), seguido de LN 2.5% (24.2%).

Respecto a las sumas totales, SAT. fue mayor en la dieta control (52.7%) y menor en LN 5% (24.4%),

mientras que MUFA. alcanzé su valor mas alto en LP 5% (34.2%). Por su parte, PUFA fue superior
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en LN 5% (60.3%), seguida de LN 2.5% (43.6%). En cuanto a la relacion n-3/n-6, esta fue mayor
en LN 5% (2.9) y LN 2.5% (1.5), lo que indica una mayor proporcién relativa de acidos grasos n-3
en estas dietas; en contraste, las dietas control y LP 2.5% presentaron la relacién mas baja (0.1),

mientras que LP 5% mostrd un valor intermedio (0.2).

7.4.2 Musculo de tilapia del Nilo (O. niloticus)

7.4.2.1 Perfil de acidos grasos en semana 1
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Figura 17. Proporcion de ARA (20:4n-6) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante una semana con dietas experimentales con inclusiéon de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 1; ANOVA de una via y prueba
de Tukey, p < 0.05.

La proporcion de ARA en musculo presentd diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados, de acuerdo con el ANOVA de una via (F = 4.3343; p = 0.00845). Los valores promedio
estuvieron entre 2.16 y 3.63%. La prueba de Tukey indicd que LP 2.5% presenté la mayor
proporcién de ARA, ubicandose en un grupo estadistico superior (b), mientras que LN 2.5% y LN
5% registraron los valores mas bajos y fueron agrupados en la categoria a. El Control y LP 5%
mostraron un comportamiento intermedio (ab), sin diferencias estadisticas con los tratamientos

extremos.
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Figura 18. Proporcién de EPA (20:5n-3) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante una semana con dietas experimentales con inclusiéon de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 1; ANOVA de una via y prueba
de Tukey, p > 0.05.

Durante la semana 1, la proporcion de EPA en musculo no presentd diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados, de acuerdo con el ANOVA de una via (F = 1.24075; p = 0.319254). Los
valores promedio estuvieron entre 0.29 y 0.84%. La prueba de Tukey confirmd la ausencia de

diferencias estadisticas entre medias, agrupando a todos los tratamientos dentro de la misma

categoria (a).
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Figura 19. Proporcion de DHA (22:6n-3) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante una semana con dietas experimentales con inclusiéon de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 1; ANOVA de una via y prueba

de Tukey, p < 0.05.

La proporcién de DHA en musculo (Fig. 19) presentd diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, de acuerdo con el ANOVA de una via (F = 12.2243; p = 0.000012). Los
valores promedio estuvieron entre 7.08 y 20.33%. La prueba de Tukey mostré dos grupos
estadisticos: LN 2.5% y LN 5% presentaron las mayores proporciones de DHA y se ubicaron en la
categoria b, mientras que el Control, LP 2.5% y LP 5% registraron valores menores y fueron

agrupados en la categoria a.
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Figura 20. Relacidon (n-3)/(n-6) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante una semana con dietas experimentales con inclusiéon de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

De acuerdo con el ANOVA de unavia (F=17.0419; p =0.000001). Los valores promedio mostraron
que el tratamiento LN 5% registrd la mayor relacién (1.51 + 0.14), seguido de LN 2.5% (1.08 +
0.11). Los tratamientos Control, LP 2.5% y LP 5% presentaron valores menores, con promedios de
0.62 £ 0.14, 0.57 £ 0.05 y 0.49 + 0.05, respectivamente. La prueba de Tukey indicé la formacién
de dos grupos estadisticos definidos: LN 2.5% y LN 5% se agruparon en la categoria b, mientras

gue el tratamiento control, LP 2.5% y LP 5% quedaron incluidos en la categoria a.
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7.4.2.2 Determinacion de lipidos totales en semana 2
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Figura 21. Porcentaje de lipidos totales en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusidon de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

El ANOVA de una via no evidencié diferencias significativas en el contenido de lipidos totales en
musculo entre los juveniles de tilapia del Nilo alimentados con los distintos tratamientos
experimentales (F = 1.10; p = 0.3801). Los valores estuvieron entre 3.86 y 6.75%. La prueba de
Tukey no confirmé diferencias significativas entre medias, por lo que todos los tratamientos se

agruparon dentro de una misma categoria estadistica (a).
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7.4.2.3 Determinacion de acidos grasos en semana 2
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Figura 22. Proporcion de ARA (20:4n-6) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de las fracciones

neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 2; ANOVA de una via y prueba
de Tukey, p < 0.05.

La proporcion de ARA en musculo presentd diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados, de acuerdo con el ANOVA de una via (F = 4.2315; p = 0.009434). Los valores promedio
estuvieron entre 2.06 y 3.86%. La prueba de Tukey mostrd que el tratamiento Control presento la
mayor proporcion de ARA y se ubico en la categoria b, mientras que LN 2.5% registrd el valor mas
bajo y fue agrupado en la categoria a. Los tratamientos LN 5%, LP 2.5% y LP 5% mostraron valores

intermedios y se clasificaron dentro de la categoria ab.
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Figura 23. Proporcién de EPA (20:5n-3) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusiéon de las fracciones

neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 2; ANOVA de una via y prueba
de Tukey, p > 0.05.

Los valores de EPA en musculo no mostraron diferencias significativas entre tratamientos,
conforme al ANOVA de una via (F = 0.6335; p = 0.643258) y fluctuaron entre 0.49 y 0.71%. La
prueba de Tukey agrupd a todos los tratamientos dentro de la misma categoria estadistica (a), lo

gue coincide con la ausencia de diferencias detectadas por el analisis de varianza.
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Figura 24. Proporcion de DHA (22:6n-3) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 2; ANOVA de una via y prueba
de Tukey, p < 0.05.

La proporciéon de DHA en musculo presentd diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados, segun el ANOVA de una via (F = 67.7545; p = 0.000000). Los valores promedio
estuvieron entre 5.86 y 27.42%. La prueba de Tukey evidencio tres grupos estadisticos: LN 5%
registrd la mayor proporcion de DHA y se ubicd en la categoria ¢, seguido de LN 2.5% en la
categoria b; mientras que Control, LP 2.5% y LP 5% mostraron los valores mas bajos y fueron

agrupados en la categoria a.
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Figura 25. Relacidon (n-3)/(n-6) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus)
alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de las fracciones
neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

La relacién evaluada en musculo presentd diferencias significativas entre los tratamientos, de
acuerdo con el ANOVA de una via (F = 82.9965; p = 0.000000). Los valores promedio estuvieron
entre 0.36 y 1.79. La prueba de Tukey mostro tres grupos estadisticos: LN 5% registro la relacidn
mas alta y se ubicd en la categoria c, seguido de LN 2.5% en la categoria b; mientras que LP 2.5%,

Control y LP 5% presentaron los valores mas bajos y fueron agrupados en la categoria a.
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7.4.3 Perfil de acidos grasos en fracciones lipidicas de semana 2

7.4.3.1 Lipidos neutros
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Figura 26. Proporcién de acido araquidénico, ARA (20:4n-6), en la fraccién de lipidos neutros del
musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas
experimentales con inclusién de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.;
ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

En la fraccidn de lipidos neutros del musculo, el ARA mostré diferencias significativas entre
tratamientos (F =3.3535; p = 0.024985). Los valores promedio oscilaron entre 2.33 y 3.71%. Segun
la prueba de Tukey, el Control presentd la proporcién mas alta y se ubicd en el grupo estadistico
superior, mientras que LN 2.5% registro el valor mas bajo y se clasificd en el grupo inferior. Por su
parte, LN 5%, LP 2.5% y LP 5% mantuvieron valores intermedios, sin diferenciarse

estadisticamente de los grupos extremos.
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Figura 27. Proporcion de acido eicosapentaenoico, EPA (20:5n-3), en la fraccién de lipidos neutros
del musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con
dietas experimentales con inclusion de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium
sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

No se detectaron diferencias significativas entre tratamientos (F = 1.1462; p = 0.357961). Aunque
los valores promedio fueron ligeramente mayores en LP 5% (0.67 £ 0.10%) y LN 5% (0.65 + 0.04%),
seguidos por el tratamiento control (0.58 £ 0.12%) y LN 2.5% (0.53 + 0.09%), estas variaciones no
fueron estadisticamente significativas. El valor promedio mas bajo se observé en LP 2.5% (0.45 +
0.05%). La prueba de Tukey confirmé que todos los tratamientos se agruparon en una misma
categoria estadistica, indicando una respuesta similar en la proporcién de EPA entre los

tratamientos evaluados.



69

DHA

N
(3]

N
o

-
o

a
a a ’_L‘

Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%

Porcentaje 22:6n-3 (%)
o o

o

Tratamientos

Figura 28. Proporcion de dcido docosahexaenoico, DHA (22:6n-3), en la fraccion de lipidos neutros
del musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con
dietas experimentales con inclusion de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium
sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

Se evidencid diferencias significativas entre tratamientos (F = 82.1404; p = 0.000000). El
tratamiento LN 5% presenté la mayor proporcion de DHA (25.78 + 1.40%), seguido por LN 2.5%
(15.22 + 1.07%). En cambio, los tratamientos LP 2.5%, Control y LP 5% mostraron valores
considerablemente menores, con promedios de 5.63 + 0.27%, 5.78 + 0.73% y 6.50 + 0.99%,
respectivamente. La prueba de Tukey separd los tratamientos en tres grupos estadisticos: LN 5%
se ubico en el grupo superior, LN 2.5% en un grupo intermedio, mientras que LP 2.5%, Control y

LP 5% integraron el grupo con las menores proporciones de DHA.
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Figura 29. Relacion (n-3)/(n-6) en la fraccion de lipidos neutros del musculo de juveniles de tilapia
del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusion
de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de
Tukey, p < 0.05.

Para la relacién (n-3)/(n-6), el ANOVA de una via evidencié diferencias significativas entre
tratamientos (F = 99.2819; p = 0.000000). Los valores promedio oscilaron entre 0.35y 1.61. La
prueba de Tukey distinguid tres grupos estadisticos: LN 5% presentd la relacion mds alta y se ubicé

en el grupo superior, LN 2.5% quedé en un grupo intermedio, mientras que LP 2.5%, Control y LP

5% registraron las relaciones mas bajas.
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7.4.3.2 Lipidos polares
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Figura 30. Proporcién de acido araquiddnico, ARA (20:4n-6), en la fraccion de lipidos polares del
musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas
experimentales con inclusién de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.;
ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

En los lipidos polares del musculo, el ANOVA de una via mostrd diferencias significativas entre
tratamientos (F = 7.9001; p = 0.000292). Los valores promedio oscilaron entre 3.42 y 6.12%. La
prueba de Tukey permitid distinguir tres grupos estadisticos: el Control presentd la mayor

proporcién de ARA, LP 2.5% mostrd una posicion intermedia-alta, mientras que LN 5%, LN 2.5% y

LP 5% se agruparon entre los valores mas bajos.
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Figura 31. Proporcién de acido eicosapentaenoico, EPA (20:5n-3), en la fraccion de lipidos polares
del musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con
dietas experimentales con inclusidn de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium
sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

El ANOVA de una via no mostrd diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (F =
0.8059; p = 0.533078). Aunque el tratamiento LN 5% presenté el valor promedio mas alto (1.17 £
0.10%), seguido del control (1.08 + 0.19%), LN 2.5% (0.99 + 0.12%) y LP 5% (0.97 + 0.12%), estas
variaciones no fueron estadisticamente significativas. El menor promedio se observo en LP 2.5%
(0.88 £ 0.06%). La prueba de Tukey confirmé que todos los tratamientos se agruparon dentro de
una misma categoria estadistica, lo que indica que la proporcién de EPA en los lipidos polares del

musculo se mantuvo relativamente similar entre tratamientos durante la segunda semana.
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Figura 32. Proporcion de acido docosahexaenoico, DHA (22:6n-3), en la fraccién de lipidos polares
del musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con
dietas experimentales con inclusidn de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium
sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

El DHA presenté diferencias significativas entre tratamientos, segin el ANOVA de una via (F =
50.8991; p = 0.000000). Los valores promedio estuvieron entre 11.29 y 31.72%. La prueba de
Tukey separd dos grupos estadisticos: LN 5% y LN 2.5% registraron las mayores proporciones de
DHA y se ubicaron en la categoria superior, mientras que LP 2.5%, Control y LP 5% mostraron los

valores mas bajos (Fig. 32).
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Figura 33. Relacidn (n-3)/(n-6) en la fraccién de lipidos polares del musculo de juveniles de tilapia
del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusion
de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de
Tukey, p < 0.05.

El ANOVA de una via evidencié diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (F =
43.0036; p = 0.000000). La mayor relacion se registrd en LN 5% (2.06 + 0.20), seguido de LN 2.5%
(1.49 £ 0.12). Por su parte, LP 5% (0.60 + 0.06), Control (0.49 + 0.04) y LP 2.5% (0.49 + 0.03)
mostraron los valores mas bajos. La prueba de Tukey permitié diferenciar tres grupos estadisticos:
LN 5% se ubico en el grupo superior, LN 2.5% en un grupo intermedio, mientras que Control, LP
2.5% vy LP 5% conformaron el grupo con menor relacién (n-3)/(n-6). Estos resultados indican que
las dietas LN favorecieron una mayor proporcion relativa de acidos grasos n-3 respecto a n-6 en

los lipidos polares del musculo, especialmente al nivel de inclusién de 5%.



75

7.5 Analisis de acidos grasos en clases de fosfolipidos en semana 2
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Figura 34. Porcentaje de acido araquiddnico (ARA; 20:4n-6) en las principales clases de
fosfolipidos del musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante la
semana 2 con dietas experimentales que incluyeron las fracciones neutra y polar del aceite de
Schizochytrium sp. A) Fosfatidilcolina (PC), B) fosfatidiletanolamina (PE), C) fosfatidilinositol (P1) y
D) fosfatidilserina (PS). Los valores se expresan como media * error estandar. Para PCy PE, n=3
por tratamiento; para PI, los tratamientos LN 2.5 % y LP 2.5 % tuvieron n = 2, mientras que Control,
LN 5%y LP5 % tuvieron n =3; para PS, LP 2.5 % tuvo n = 2 y los demas tratamientos n = 3. Letras
iguales sobre las barras indican ausencia de diferencias significativas entre tratamientos de
acuerdo con ANOVA de una via y prueba de Tukey (p > 0.05).

Se presenta el porcentaje de ARA en las principales clases de fosfolipidos del musculo durante la
semana 2. No se detectaron diferencias significativas entre tratamientos en PC (F = 3.2965; p =
0.0574), PE (F = 3.3376; p = 0.0556), PI (F = 0.1806; p = 0.9421) ni PS (F = 1.0498; p = 0.4340).
Aunque en PC y PE se observaron diferencias numéricas entre tratamientos, estas no fueron

estadisticamente significativas. En Pl y PS los valores fueron variables entre tratamientos, pero

todos quedaron dentro de la misma categoria estadistica segun la prueba de Tukey.
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Figura 35. Porcentaje de EPA en las principales clases de fosfolipidos del musculo de juveniles de
tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante la semana 2 con dietas experimentales que
incluyeron las fracciones neutra y polar del aceite de Schizochytrium sp. A) Fosfatidilcolina (PC),
B) fosfatidiletanolamina (PE), C) fosfatidilinositol (Pl) y D) fosfatidilserina (PS). Los valores se
expresan como media * error estandar, con n = 3 por tratamiento. Letras iguales sobre las barras

indican ausencia de diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con ANOVA de una
via y prueba de Tukey (p > 0.05).

El andlisis de varianza de una via no detectd diferencias significativas entre tratamientos en
ninguna de las clases fosfolipidicas evaluadas: PC; F = 2.3743; p = 0.1219, PE; F = 0.6137; p =
0.6625, PI; F=0.7232; p=0.5957 y PS; F = 1.2516; p = 0.3506. Aunque se observaron diferencias

numeéricas entre tratamientos, particularmente en Pl y PS, estas no fueron estadisticamente

significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p > 0.05).
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Figura 36. Porcentaje de DHA en las principales clases de fosfolipidos del musculo de juveniles de
tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante la semana 2 con dietas experimentales que
incluyeron las fracciones neutra y polar del aceite de Schizochytrium sp. A) Fosfatidilcolina (PC),
B) fosfatidiletanolamina (PE), C) fosfatidilinositol (Pl) y D) fosfatidilserina (PS). Los valores se
expresan como media * error estandar, con n = 3 por tratamiento. Letras iguales sobre las barras
indican ausencia de diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba de
Tukey (p > 0.05).

El andlisis de varianza de una via detectd diferencias significativas entre tratamientos Unicamente
en PC; F =5.4738; p = 0.0134. La prueba de Tukey mostré que el tratamiento LN 5 % presenté el
mayor porcentaje de DHA (13.47 £ 2.67 %), difiriendo significativamente de Control (4.02 + 1.75
%), LP2.5%(3.84+0.79%)yLP 5% (4.34 +2.02 %), mientras que LN 2.5 % (10.58 + 1.86 %) ocupd
una posicion intermedia y no difirié estadisticamente de ninguno de estos tratamientos. No se
detectaron diferencias significativas entre tratamientos para PE; F = 0.9413; p = 0.4791, PI; F =
0.0819; p = 0.9861 ni PS; F = 0.6929; p = 0.6136, aunque en PE los tratamientos con la fraccion

neutra presentaron numéricamente los mayores porcentajes de DHA.
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7.6 Analisis bioquimico en semana 2

7.6.1 Concentracidn de proteinas totales
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Figura 37. Concentracién de proteinas totales (PT) en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O.
niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de las
fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey,
p > 0.05.

El analisis estadistico no detectd diferencias significativas en la concentracién de proteinas totales
del musculo entre los tratamientos evaluados (ANOVA de una via, F = 0.732; p = 0.626738). Los
organismos presentaron concentraciones promedio entre 64.26 + 2.57 y 70.76 + 3.47 mg/g,
mostrando una respuesta homogénea entre los grupos experimentales. De acuerdo con la prueba
de Tukey, todos los tratamientos pertenecieron al mismo grupo estadistico, lo que sugiere que la

incorporacion de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. no tuvo efecto sobre

el contenido de proteinas totales en el tejido muscular.
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7.6.2 Actividad antioxidante: CAT y SOD
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Figura 38. Actividad de CAT en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados
durante dos semanas con dietas experimentales con inclusidn de las fracciones neutra y polar de
aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p > 0.05.

La actividad de catalasa en musculo no presenté diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (ANOVA de una via, F = 0.4875; p = 0.813135). Los valores promedio se mantuvieron
dentro de un intervalo entre 1.09 + 0.18 y 1.46 + 0.21 U/mg proteina. La prueba de Tukey agrupd
a todos los tratamientos dentro de la misma categoria estadistica, indicando que la inclusién de
las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. no modificd significativamente la

actividad de CAT en el musculo.
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Figura 39. Actividad de SOD en musculo de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados
durante dos semanas con dietas experimentales con inclusidn de las fracciones neutra y polar de
aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p > 0.05.

La actividad de superdxido dismutasa en musculo no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (ANOVA de una via, F = 2.047; p = 0.085214). Los valores promedio se
mantuvieron entre 1.28 y 1.54 U/mg proteina. La prueba de Tukey agrupo a todos los tratamientos
dentro de una misma categoria estadistica, indicando que la inclusién de las fracciones neutra y
polar de aceite de Schizochytrium sp. no modificd significativamente la actividad de SOD en el

musculo.
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7.6.3 Peroxidacion lipidica: TBARS
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Figura 40. Peroxidacion lipidica determinada por TBARS en musculo de juveniles de tilapia del
Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de
las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.; ANOVA de una via y prueba de
Tukey, p > 0.05.

La peroxidacion lipidica determinada por TBARS en musculo no presentd diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados (ANOVA de una via, F = 0.67625; p = 0.669576). Los valores
promedio se mantuvieron dentro de un intervalo amplio, entre 33.51 y 75.26 nmol/g. La prueba
de Tukey agrupd a todos los tratamientos dentro de una misma categoria estadistica, indicando

gue la inclusién de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. no modificd

significativamente el nivel de peroxidacion lipidica en el musculo.
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7.7 En higado

7.7.1 Analisis histolégico en semana 1

Figura 41. Imagenes de higado de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante
una semana con dietas experimentales con inclusién de las fracciones neutra y polar de aceite de
Schizochytrium sp a 20X, tefiido con hematoxilina-eosina. A) Control, B) Lipidos neutros 2.5%, C)
Lipidos neutros 5%, D) Lipidos polares 2.5% vy E) Lipidos polares 5%.
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Figura 42. Porcentaje de drea de cobertura vacuolar en higado de juveniles de tilapia del Nilo (O.
niloticus) alimentados durante una semana con dietas experimentales con inclusiéon de las
fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp., evaluado en preparaciones histoldgicas
tefidas con hematoxilina-eosina; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p > 0.05.

Para la semana 1, los valores de area de cobertura vacuolar en higado no difirieron
significativamente entre tratamientos (ANOVA de una via, F = 2.1673; p = 0.163414) y los valores

fluctuaron entre 19.53 y 40.16%. La comparacién multiple de medias mediante Tukey ubicé a

todos los tratamientos dentro de la misma agrupacioén estadistica (a), sin separacion entre ellos.
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7.7.2 Semana 2

Figura 43. Imagenes de higado de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante
dos semanas con dietas experimentales con inclusién de las fracciones neutra y polar de aceite
de Schizochytrium sp a 20X, tefiido con hematoxilina-eosina. A) Control, B) Lipidos neutros 2.5%,
C) Lipidos neutros 5%, D) Lipidos polares 2.5% y E) Lipidos polares 5%.



85

Area de cobertura

a
a
a a
20
0

Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%

o

Porcentaje (%)
[2]
o

Tratamientos

Figura 44. Porcentaje de area de cobertura vacuolar en higado de juveniles de tilapia del Nilo (O.
niloticus) alimentados con dietas experimentales con inclusion de las fracciones neutra y polar de
aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 2, evaluado en preparaciones histolégicas tefiidas
con hematoxilina-eosina; ANOVA de una via y prueba de Tukey, p > 0.05.

Durante la semana 2, el porcentaje de area de cobertura vacuolar en higado no presentd
diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de una via, F = 2.17258; p = 0.162719), con

valores promedio entre 16.54 y 40.38%. La prueba de Tukey ubicd a todos los tratamientos en la

misma agrupacion estadistica (a), confirmando la ausencia de diferencias entre medias.
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7.8 Diversidad y composicion de la microbiota intestinal
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Figura 45. indice de riqueza de Chao en la microbiota intestinal de juveniles de tilapia del Nilo (O.
niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de las
fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. Los datos se presentan mediante
diagramas de caja y bigotes, con n = 3 por tratamiento. ANOVA de una via y prueba de Tukey (p
> 0.05).

De acuerdo con la distribucidn del indice de riqueza de Chao entre los tratamientos evaluados, el
ANOVA de una via no detecté diferencias significativas entre tratamientos (F = 0.4338; p =
0.781477). Aunque el tratamiento control presento el valor promedio mas alto, seguido de LP 5%,
LN 5%, LP 2.5% y LN 2.5%, estas diferencias fueron Unicamente numéricas. La prueba de Tukey
agrupo a todos los tratamientos dentro de una misma categoria estadistica, lo que indica que las

dietas experimentales no modificaron significativamente la riqueza estimada de la microbiota

intestinal durante el periodo evaluado (Fig. 45).
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F=0.4773, p =0.752030
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Figura 46. indice de diversidad de Shannon en la microbiota intestinal de juveniles de tilapia del
Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales con inclusién de
las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp. Los datos se presentan mediante
diagramas de caja y bigotes, con n = 3 por tratamiento. ANOVA de una via y prueba de Tukey (p
> 0.05).

De acuerdo con la distribucién del indice de diversidad de Shannon entre los tratamientos
evaluados, el ANOVA de una via no detecté diferencias significativas entre tratamientos (F =
0.4773; p = 0.752030). Aunque el tratamiento Control presenté el valor promedio mas alto,
seguido de LP 5%, LN 5%, LN 2.5% y LP 2.5%, estas diferencias fueron Unicamente numéricas. La
prueba de Tukey agrupd a todos los tratamientos dentro de una misma categoria estadistica, lo

que indica que las dietas experimentales no modificaron significativamente la diversidad alfa de

la microbiota intestinal durante el periodo evaluado.
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Figura 47. Distribucidn porcentual de las principales familias bacterianas presentes en la
microbiota intestinal de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos
semanas con dietas experimentales con inclusidn de las fracciones neutra y polar de aceite de
Schizochytrium sp. Cada barra representa una réplica individual por tratamiento y los colores
indican la abundancia relativa de las familias bacterianas identificadas.

En el caso de la composicidn relativa de la microbiota intestinal a nivel de familia en juveniles de
O. niloticus alimentados con las diferentes dietas experimentales. Se observd una elevada
variabilidad en la composicidn bacteriana entre las réplicas de un mismo tratamiento, lo que
refleja una marcada heterogeneidad interindividual caracteristica de la microbiota intestinal de
esta especie. No obstante, fue posible identificar diferencias en la estructura de la comunidad
bacteriana asociadas con los tratamientos dietarios. En el grupo Control se observd una
composicion mas heterogénea, con abundancias variables de familias como Lactobacillaceae,
Bacillaceae, Rhodobacteraceae, Carnobacteriaceae, Chromobacteriaceae y otras agrupadas
dentro de la categoria "Otros". Los tratamientos con la fraccidn neutra (LN 2.5 % y LN 5 %) también
presentaron una elevada variabilidad entre réplicas, sin evidenciar un patrén consistente de
dominancia bacteriana. Los tratamientos con la fraccidn polar (LP 2.5 % y LP 5 %) mostraron una
modificacion mdas evidente de la estructura de la comunidad microbiana con respecto al Control,
caracterizada por un predominio de Lactobacillaceae en la mayoria de las réplicas y una menor

representacidn de otras familias bacterianas.
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8. DISCUSION

En la actualidad, la acuicultura enfrenta el reto de incrementar la produccidon de organismos
acudticos de alto valor nutricional mediante estrategias alimentarias que sean productiva,
econdmica y ambientalmente sostenibles. La tilapia del Nilo (O. niloticus) representa una de las
especies dulceacuicolas mas importantes para la acuicultura mundial, debido a su capacidad para
utilizar dietas formuladas con ingredientes alternativos, su tolerancia a condiciones variables de
cultivo y su amplia aceptacion comercial (El-Sayed, 2020; Sarker et al., 2016b). No obstante,
aungue la tilapia constituye una fuente relevante de proteina para consumo humano, su filete
suele presentar concentraciones relativamente bajas de HUFA de la serie n-3, particularmente
EPA y DHA, en comparacién con especies marinas grasas (Tocher, 2010; Sarker et al., 2016b; Pérez-
Veldzquez et al., 2024). En este contexto, el enriquecimiento nutricional del filete mediante dietas
de finalizacién se ha propuesto como una alternativa para mejorar su calidad lipidica antes de la

cosecha (Bell et al., 2003; Turchini et al., 2009; Pérez-Veldzquez et al., 2024).

Los HUFA n-3 de cadena larga, particularmente DHA y EPA, cumplen funciones relevantes en la
salud humana, especialmente en procesos neuroldgicos, visuales, cardiovasculares e
inflamatorios (FAO/WHO, 2010; Swanson et al., 2012; Calder, 2015). El DHA participa como
componente estructural de membranas del sistema nervioso central y retina, mientras que EPA 'y
DHA son precursores de mediadores lipidicos relacionados con la regulacién de procesos
inflamatorios (Swanson et al., 2012; Calder, 2015). En México, la ingesta de HUFA n-3 ha sido
reportada como baja en distintos grupos de la poblacidn, lo que ha generado interés en alimentos
de consumo frecuente que puedan aportar EPA y DHA en mayores concentraciones (Ramirez-Silva
etal., 2011; Landa-Gémez et al., 2024). En este escenario, la tilapia resulta una especie de interés,
ya que es ampliamente disponible, aceptada por el consumidor y de costo relativamente
accesible, pero con poco contenido natural de EPA y DHA que especies marinas grasas (Stoneham

et al., 2018; Pérez-Veldzquez et al., 2024).

El aceite de pescado ha sido utilizado tradicionalmente como fuente de EPA y DHA en alimentos
acuicolas; sin embargo, su disponibilidad limitada, variabilidad en precio y dependencia de
pesquerias extractivas han impulsado la busqueda de fuentes alternativas de 4cidos grasos n-3 de

cadena larga (Turchini et al., 2009; Tocher, 2010). Schizochytrium sp. constituye una de estas
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alternativas, debido a su capacidad para producir lipidos ricos en DHA mediante fermentacién
heterotréfica bajo condiciones controladas (Morabito et al., 2019; Wang et al., 2021). Sarker et
al. (2016b) demostraron que la sustitucion completa del aceite de pescado por biomasa de
Schizochytrium sp. en juveniles de tilapia del Nilo mantuvo un desempefo productivo adecuado
e incremento la deposicionfsarker de acidos grasos n-3 de cadena larga en el filete. En la misma
especie, dos Santos et al. (2019) reportaron que la inclusiéon de Schizochytrium sp. modificé el
perfil de acidos grasos del tejido, mientras que Jorge et al. (2022) observaron que el tiempo de
suplementaciéon con harina de Schizochytrium sp. influyd en la calidad de la carne y en su

composicion lipidica.

El uso de dietas de finalizacién permitié evaluar la capacidad de enriquecer el musculo de tilapia
durante un periodo corto de alimentacidn. Las dietas de finalizacidn, también descritas como
estrategias de restauracidon o wash-out, se han utilizado en peces para recuperar o incrementar
EPA y DHA en el filete después de periodos de alimentacién con fuentes lipidicas alternativas o
vegetales (Bell et al., 2003; Izquierdo et al., 2005; Turchini et al., 2009). Bell et al., (2003)
reportaron que el perfil de acidos grasos en salmdn del Atlantico alimentado con aceites vegetales
pudo restaurarse parcialmente mediante una dieta final con aceite de pescado. En dorada,
Izquierdo et al. (2005) observaron que el suministro posterior de aceite de pescado permitié
recuperar parcialmente DHA y ARA en el filete después de dietas con aceites vegetales. En tilapia
del Nilo, Pérez-Veldzquez et al., (2024) demostraron que el perfil de acidos grasos del filete puede
modificarse en funcion del tiempo de alimentacidn para alcanzar niveles nutracéuticos de DHA y
EPA. De manera similar, en el presente estudio, la mayor acumulacién de DHA en musculo se
observé desde la semana 1y se intensificd en la semana 2, particularmente en el tratamiento LN
5%. Los acidos grasos de la dieta influyen directamente en la composicién lipidica de los tejidos
de peces; sin embargo, esta relacién esta regulada por procesos de digestion, absorcidn intestinal,
transporte lipoproteico, oxidacion, elongacion, desaturacion, reacilacion y deposicién selectiva en
fracciones lipidicas (Tocher, 2003; Tocher, 2010). En especies dulceacuicolas como la tilapia existe
la capacidad para convertir precursores n-3 de 18 carbonos (PUFA), como el acido a-linolénico
(LNA), hacia HUFA; esta capacidad depende de la composicion dietética, la disponibilidad de
sustratos, la competencia entre las series n-3 y n-6 y la expresién de enzimas desaturasas y

elongasas (Tocher, 2010; Chen et al., 2018). Chen et al. (2018) reportaron que la tilapia del Nilo
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puede bioconvertir LNA hacia DHA y que la via biosintética de HUFA responde a los niveles
dietarios de LA y LNA. El suministro directo de DHA mediante Schizochytrium sp. reduce la
dependencia de la sintesis enddgena y favorece la deposicidén del acido graso preformado en el

musculo (Sarker et al., 2016b; Chen et al., 2018).

La forma quimica en la que se suministra el DHA también puede modificar su digestidn, absorcién,
transporte y destino tisular. Los lipidos neutros, principalmente triacilglicéridos, cumplen
funciones de reserva energética, mientras que los lipidos polares, como los fosfolipidos, participan
en la estructura de membranas celulares, en la emulsificacidn intestinal y en el transporte
lipoproteico (Tocher, 2003; Tocher et al., 2008). Los fosfolipidos dietarios han sido asociados con
mayor eficiencia en procesos de absorcidn y transporte de lipidos debido a su naturaleza
anfipatica y a su participacién en la formacion de lipoproteinas (Tocher et al., 2008; Murota, 2020).
Murota (2020) sefiala que los glicerofosfolipidos pueden actuar como vehiculos de colina y PUFA
n-3, aunque su utilizacion depende de la clase fosfolipidica, la posicion del acido graso y los
procesos de hidrélisis y reacilacion intestinal. Por ello, aunque la forma lipidica del DHA puede
influir en su utilizacién fisioldgica, en el presente estudio la comparacion entre fracciones neutras
y polares permitié interpretar la distribucién relativa del DHA en el musculo, sin asumir de manera
directa los mecanismos de digestidn, absorcidn o transporte responsables de dicha acumulacion.
En relacidn con los parametros zootécnicos, la inclusién de fracciones neutras y polares de aceite
de Schizochytrium sp. no produjo diferencias significativas en ganancia de peso, tasa de
crecimiento ni supervivencia durante las dos semanas de alimentacion. Esta respuesta coincide
con estudios en tilapia donde Schizochytrium sp. modificé el perfil de acidos grasos del tejido sin
comprometer el desempefio productivo (Sarker et al., 2016b; dos Santos et al., 2019; Jorge et al.,
2022). Sarker et al. (2016b) incluso reportaron mejoras en crecimiento y deposicion de n-3 LC-
PUFA cuando el aceite de pescado fue sustituido completamente por Schizochytrium sp., mientras
gue en el presente estudio el crecimiento no difirié entre tratamientos. Esta diferencia puede
atribuirse al periodo experimental, ya que Sarker et al. (2016b) realizaron una evaluacién de
alimentacién mas prolongada, mientras que el presente bioensayo se enfocd en una fase corta de
finalizacion. La respuesta observada indica que, durante dos semanas, las dietas modificaron
principalmente el perfil lipidico del musculo, sin inducir cambios detectables en variables

zootécnicas. El perfil de acidos grasos de las dietas experimentales fue determinante para explicar



92

la respuesta muscular. Las dietas LN 2.5% y LN 5% presentaron mayores proporciones de DHA, n-
3 totales y relacion (n-3)/(n-6), mientras que LP 2.5% y LP 5% presentaron menor contenido de
DHA y mayor proporcion relativa de acidos grasos n-6, particularmente 18:2n-6. Esta composicidon
dietaria se reflejé en el musculo, donde los tratamientos con lipidos neutros mostraron mayor
acumulacién de DHA tanto en semana 1 como en semana 2. Sarker et al. (2016a) reportaron alta
digestibilidad de lipidos y dcidos grasos provenientes de Schizochytrium sp. en tilapia del Nilo, lo
gue respalda que el DHA de este ingrediente puede ser utilizado eficientemente por la especie.
Stoneham et al. (2018) también observaron que la inclusién de fuentes de omega-3, como harina
de alga o aceite de pescado, incrementé el valor nutricional del filete de tilapia. En el presente
estudio, la respuesta fue mas marcada en LN 5%, lo que indica que el aporte efectivo de DHA en

la dieta fue el principal factor asociado con el enriquecimiento del musculo.

El comportamiento de DHA fue distinto entre semanas. En la semana 1, LN 2.5% y LN 5% ya
presentaban mayores proporciones de DHA que el control y los tratamientos con lipidos polares,
mientras que en la semana 2 LN 5% se separd claramente del resto de tratamientos. Esta
respuesta temporal coincide con Jorge et al. (2022), quienes observaron que el tiempo de
suplementacidn con harina de Schizochytrium sp. modifica la composicidén de acidos grasos de la
carne de tilapia. Pérez-Veldzquez et al., (2024) también describieron que el perfil de acidos grasos
del filete de tilapia cambia de manera progresiva cuando se utilizan dietas orientadas al
enriquecimiento con DHA + EPA. El patron observado en el presente estudio sugiere que una
semana fue suficiente para iniciar el incremento de DHA en musculo, pero dos semanas
permitieron una respuesta mas marcada, especialmente al nivel de inclusion de 5% de la fraccion
neutra. EPA no presenté diferencias significativas entre tratamientos en semana 1 ni en semana
2, a diferencia de DHA. Esta respuesta concuerda con la composicién caracteristica de
Schizochytrium sp., que se reconoce principalmente como fuente de DHA y no como una fuente
elevada de EPA (Morabito et al., 2019; Wang et al., 2021). La baja respuesta de EPA también
puede relacionarse con el metabolismo de la tilapia, ya que esta especie puede bioconvertir
precursores C18 hacia HUFA, pero dicha conversién depende de la disponibilidad de sustratos y
de la competencia metabdlica entre las series n-3 y n-6 (Tocher, 2010; Chen et al., 2018). En este
caso, el incremento de los n-3 totales estuvo explicado principalmente por la deposicién directa

de DHA dietario y no por aumentos significativos de EPA. La respuesta de ARA mostré un patrén
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inverso al DHA en algunos tratamientos. En semana 1, LP 2.5% presenté la mayor proporcién de
ARA, mientras que los tratamientos con lipidos neutros mostraron valores menores. En semana
2, el control presentd la mayor proporcion de ARA y LN 2.5% el valor mas bajo. Este
comportamiento puede explicarse por cambios en el balance relativo entre acidos grasos n-3 y n-
6. En perfiles expresados como porcentaje del total de dcidos grasos, el aumento marcado de DHA
puede reducir la representacién relativa de otros acidos grasos, como ARA, sin que
necesariamente exista una disminucion absoluta del acido graso en el tejido (Tocher, 2003).
Ademas, ARA, EPA y DHA son componentes funcionales de membranas y precursores de
mediadores lipidicos; por tanto, las series n-3 y n-6 pueden competir por rutas de
elongacion/desaturacion y por sitios de incorporacion en lipidos complejos (Tocher, 2010; Calder,
2015). La mayor relacion (n-3)/(n-6) en LN 5% refleja, por tanto, un desplazamiento relativo del
perfil muscular hacia acidos grasos n-3. La mayor acumulacién de DHA en el musculo de tilapia
con los tratamientos con fraccidn neutra no debe interpretarse como una mayor eficiencia
fisioldgica de los lipidos neutros para transportar DHA en comparacién con los lipidos polares. Los
resultados de caracterizacién de las fracciones del aceite de Schizochytrium sp. muestran que la
fraccién de neutros representd mayor proporcion lipidica recuperada, mientras que la fraccion
polar presentd una recuperacion lipidica mucho menor (Fig. 16). La composicidn lipidica descrita
para Schizochytrium sp. y otros thraustochytridos respalda esta interpretacién. Fan et al. (2007)
reportaron que en Schizochytrium mangrovei, los lipidos neutros constituyeron la mayor parte del
contenido lipidico total y que los triacilglicéridos fueron la clase predominante. Apao y Oclarit
(2012) también reportaron que la fraccion de lipidos neutros de Schizochytrium sp. POLO1
presenté el mayor contenido de DHA. Morabito et al. (2019) describieron que los
thraustochytridos pueden acumular grandes cantidades de lipidos de reserva, principalmente
TAG, y que la composicidn lipidica depende de la cepa y de las condiciones de cultivo. En el
presente estudio, la predominancia de la fraccidon neutra en el aceite de Schizochytrium sp. esta
relacionada con esos antecedentes y explica el mayor aporte de DHA en los tratamientos con
lipidos neutros. Aunque la fraccién polar presenté un porcentaje alto de DHA dentro de sus acidos
grasos (Fig. 15), su bajo contenido de lipidos totales (Tabla 5) indica que el aporte absoluto de

DHA a las dietas con lipidos polares fue menor que el de las dietas con lipidos neutros.
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La fraccidn polar recuperada del aceite de Schizochytrium sp. presenté una proporcion baja de
lipidos totales: nuestros resultados muestran que aproximadamente 89% de esa fraccion pudo
corresponder a material no lipidico o compuestos polares coextraidos. La biomasa de
thraustochytridos no esta formada uUnicamente por lipidos, sino también por proteinas,
carbohidratos, pigmentos, esteroles, squaleno y otros metabolitos celulares (Marchan et al., 2018;
Morabito et al., 2019; Wang et al., 2024). Ademas, en la extraccion de biomasa microalgal, el uso
de solventes polares puede favorecer la coextraccién de compuestos no lipidicos como los
mencionados anteriormente y metabolitos asociados a membranas o restos celulares
(Ryckebosch et al., 2012; Xie et al., 2025). Por ello, la fraccion polar utilizada en las dietas con
lipidos polares pudo contener una proporcién considerable de compuestos polares no
fosfolipidicos, lo que habria reducido el aporte lipidico efectivo y la cantidad absoluta de DHA
disponible para su deposicién en musculo. Esta distincién entre porcentaje relativo y aporte
absoluto permite explicar por qué LP 2.5% y LP 5% no generaron una acumulacién muscular de

DHA comparable con LN 2.5% y LN 5%.

La separacién de lipidos neutros y polares del musculo permitié diferenciar la distribucién del
DHA entre fracciones de reserva y fracciones estructurales. Los lipidos neutros, principalmente
TAG, constituyen una reserva energética y suelen responder con mayor plasticidad a la
composicion de la dieta, mientras que los lipidos polares, representados principalmente por
fosfolipidos, forman parte de membranas celulares y presentan una composicion mas regulada
por requerimientos estructurales y fisioldgicos (Tocher, 2003; Tocher et al., 2008). De acuerdo con
los resultados obtenidos, los tratamientos con lipidos neutros presentaron mayores proporciones
de DHA tanto en lipidos neutros como en lipidos polares del musculo. Esta respuesta indica que
el DHA aportado por las dietas con la fraccidn neutra no solo se depositd en fracciones de reserva,
sino también en fracciones estructurales, lo cual coincide con la funcion del DHA como

componente de membranas (Stillwell y Wassall, 2003; Tocher et al., 2008).

Los estudios de fracciones lipidicas en peces han mostrado que lipidos neutros y polares
presentan perfiles de dacidos grasos diferenciados. Sen Ozdemir et al. (2019) reportaron
diferencias claras entre lipidos neutros y polares en misculo de peces demersales y peldgicos del

Atlantico, asociadas con sus funciones de reserva y estructura. Sushchik et al. (2020) observaron
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qgue triacilglicéridos y lipidos polares en salmodnidos presentan perfiles de 4acidos grasos
contrastantes, con los TAG mds relacionados con reservas energéticas. Yeo et al. (2024), mediante
analisis lipiddmico en musculo de salmdén alimentado con aceite microbiano, mostraron que
fosfolipidos y triacilglicéridos responden de forma diferenciada a fuentes lipidicas alternativas. En
este caso, la mayor presencia de DHA en fracciones musculares de los tratamientos con lipidos
neutros puede explicarse por el mayor aporte dietario efectivo de DHA y por la capacidad del

musculo para distribuirlo entre lipidos de almacenamiento y lipidos estructurales.

Respecto al andlisis de ARA y DHA en las principales clases de fosfolipidos del musculo permitié
observar que la respuesta de los dcidos grasos no fue uniforme entre PC, PE, Pl y PS. En el caso de
ARA, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos en ninguna de las cuatro clases
fosfolipidicas evaluadas: PC, PE, Pl ni PS (Fig. 34). Sin embargo, en PC y PE se observaron
tendencias numéricas que sugieren una posible disminucién relativa de ARA en los tratamientos
con mayor proporcién de DHA, particularmente en aquellos alimentados con fraccidn neutra. Esta
respuesta puede explicarse por la competencia entre acidos grasos de las series n-6 y n-3, ya que
ARA y DHA pueden competir por rutas de incorporacién, remodelacidn y recambio en fosfolipidos
de membrana (Tocher, 2003; Tocher, 2010). En peces, la composicion de acidos grasos de los
fosfolipidos no depende Unicamente del aporte dietario, sino también de procesos de digestidn,
absorcidon intestinal, transporte lipoproteico, B-oxidacién, reacilacion y remodelacion de

membranas (Tocher, 2003; Tocher et al., 2008).

La disminucion relativa de ARA cuando aumenta DHA también debe interpretarse considerando
gue los resultados se expresan como porcentaje del total de acidos grasos. Por ello, un incremento
marcado de DHA puede reducir proporcionalmente la representacién de ARA, aun cuando su
cantidad absoluta no necesariamente haya disminuido. Este comportamiento es consistente con
lo descrito en peces alimentados con dietas modificadas en su composicién lipidica, donde los
tejidos reflejan parcialmente el perfil de acidos grasos de la dieta, pero los lipidos polares de
membrana mantienen una regulacién mas estricta que los lipidos neutros debido a su funcién
estructural (Tocher, 2003; Turchini et al., 2009). En el presente estudio, este patrdon se relaciona
con los resultados generales del musculo y de las fracciones lipidicas, donde los tratamientos con

LN, especialmente LN 5%, incrementaron DHA vy la relacidn n-3/n-6, mientras que ARA tendi6 a
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presentar valores menores en comparacion con el control. Esto podria sugerir un desplazamiento

relativo de los dcidos grasos n-6 por n-3, mas que una eliminacién directa de ARA.

En cuanto a DHA, la respuesta mas clara se presentd en PC, donde si se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos (Fig. 36). El tratamiento LN 5% presentd el mayor porcentaje de
DHA en PC, seguido por LN 2.5%, mientras que el control y los tratamientos LP mostraron valores
menores. PC es una de las clases de fosfolipidos mas abundantes en membranas celulares y
constituye un componente importante de las lipoproteinas, por lo que participa en el transporte
y distribucidn de lipidos (Cole et al., 2012; Tocher et al., 2008). Por ello, el aumento de DHA en PC
indica que el DHA aportado por la fraccion neutra no solo se reflejé en lipidos de reserva, sino que
también fue incorporado a una clase fosfolipidica estructural. Este comportamiento coincide con
Geurden et al. (1998), quienes reportaron en rodaballo que dietas enriquecidas con PC
favorecieron la incorporacion de DHA en diferentes clases lipidicas corporales, incluyendo lipidos

neutros, PC, PEy PI.

El papel de PC también ayuda a explicar por qué esta fue la clase mas sensible al cambio dietario.
A diferencia de otras clases con funciones mas especializadas, PC participa en la digestidn,
absorcidon y transporte de lipidos, ademas de funcionar como fuente de colina y como
componente estructural de lipoproteinas (Cole et al., 2012; Murota, 2020). Por lo tanto, cuando
la dieta aporté mayor cantidad efectiva de DHA, como ocurrié en LN 5%, PC pudo actuar como
una via importante de incorporacién de este acido graso al musculo. Este resultado concuerda
con Tocher et al. (2008), quienes sefialan que los fosfolipidos dietarios pueden influir en
transporte lipidico, composicién de membranas y utilizacién de acidos grasos en teledsteos.
Ademas, estudios recientes con aceite microbiano en salmén han mostrado que las especies
moleculares de fosfolipidos y triacilglicéridos responden de manera diferenciada a fuentes
alternativas ricas en DHA, confirmando que el destino del DHA depende tanto de la fuente lipidica

como de la clase lipidica donde se incorpora (Yeo et al., 2024).

En PE, Pl y PS no se observaron diferencias significativas de DHA entre tratamientos, aunque en
PE los tratamientos LN mostraron valores numéricamente superiores. Esta ausencia de diferencias

puede deberse a que estas clases fosfolipidicas estdan mas reguladas por funciones estructurales
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y celulares especificas. PE y PS son aminofosfolipidos metabdlicamente relacionados y participan
en la organizacion de membranas, mientras que Pl es precursor de fosfoinositidos involucrados
en sefalizacidn celular y trafico vesicular (Balla, 2013; Vance y Tasseva, 2013). Debido a estas
funciones, sus perfiles de acidos grasos pueden mantenerse mas estables frente a cambios
dietarios de corta duracidon. En este sentido, los resultados sugieren que dos semanas de
alimentacién fueron suficientes para modificar DHA en PC, pero no para alterar de forma

significativa la composicién de DHA en PE, Pl y PS.

Por otro lado, el contenido de lipidos totales en musculo no presentd diferencias significativas
entre tratamientos durante la semana 2. Esta respuesta indica que las dietas modificaron la
composicion de los acidos grasos sin incrementar significativamente la cantidad total de lipidos
en el filete. Sarker et al. (2016b) y Stoneham et al. (2018) reportaron que la inclusién de fuentes
de omega-3 en tilapia puede mejorar el perfil lipidico del tejido sin comprometer el crecimiento
o la condicidén general del organismo. En este caso, el aumento de DHA con la dieta LN 5% no se
acompaié de una mayor acumulacién total de grasa muscular, lo que sugiere una modificaciéon
cualitativa del componente lipidico. De acuerdo con Tocher (2003), el depésito lipidico en peces
depende del equilibrio entre absorcién intestinal, transporte lipoproteico, metabolismo hepatico,
B-oxidacidn y almacenamiento tisular, por lo que una dieta puede modificar el perfil de acidos

grasos del musculo sin alterar el porcentaje total de lipidos.

La concentracion de proteinas totales en musculo tampoco presentd diferencias significativas
entre tratamientos. Lo cual coincide con la ausencia de diferencias zootécnicas, ya que la proteina
muscular esta asociada con crecimiento, deposicién proteica y balance entre sintesis y
degradacion de proteinas (Houlihan et al., 1995; Mommsen, 2001). En estudios de alimentacion,
los cambios en composicidén de acidos grasos pueden observarse antes que las modificaciones en
contenido proteico o crecimiento corporal, debido a que la fraccidn lipidica del musculo responde
de manera mas rapida al perfil de lipidos dietarios (Tocher, 2003; Tocher, 2010). Por ello, la
estabilidad en proteinas totales indica que las dietas de finalizacién no alteraron la composiciéon
proteica general del musculo durante el periodo evaluado, mientras que si modificaron su calidad

lipidica.
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La actividad de catalasa y superdxido dismutasa no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos. Estas enzimas participan en la neutralizacién de especies reactivas de oxigeno; la
SOD cataliza la dismutacién del anién superéxido y la CAT contribuye a la degradacién del peréxido
de hidrégeno (Mourente et al., 2000; Martinez-Alvarez et al., 2005). Debido a su alto grado de
insaturacion, los PUFA como DHA son susceptibles a oxidacidn, por lo que dietas enriquecidas con
estos dacidos grasos pueden modificar la respuesta antioxidante dependiendo del nivel de
inclusion, la duracién del ensayo, la calidad oxidativa del aceite y la disponibilidad de antioxidantes
dietarios (Mourente et al., 2000; Tocher, 2003; Betancor et al.,, 2012). En el presente trabajo el
incremento de DHA en musculo no se asocid con diferencias significativas en CAT o SOD, lo que
sugiere que el enriquecimiento lipidico no generéd una respuesta antioxidante diferencial
detectable durante dos semanas. La peroxidacion lipidica determinada mediante TBARS tampoco
presentd diferencias significativas entre tratamientos. El ensayo TBARS estima productos
secundarios de oxidacidn lipidica, principalmente malondialdehido, y se ha utilizado ampliamente
como indicador indirecto de dano oxidativo en tejidos animales (Buege y Aust, 1978; Ohkawa et
al., 1979). La ausencia de diferencias en TBARS, junto con la estabilidad de CAT y SOD, indica que
el incremento de DHA en los tratamientos con lipidos neutros no se acompand de un aumento
significativo de peroxidacion lipidica muscular. Betancor et al., (2012) reportaron que la respuesta
oxidativa en dietas con alto DHA puede depender de la disponibilidad de antioxidantes, mientras
que Mourente et al. (2000) observaron que aceites oxidados pueden incrementar enzimas
antioxidantes en peces. En el presente estudio, la corta duracién del bioensayo y la inclusién de
antioxidante en la formulacién pudieron contribuir a mantener la estabilidad oxidativa del

musculo.

El andlisis histoldgico hepdatico mostrd presencia de vacuolizacidon en higado, sin diferencias
significativas entre tratamientos en semana 1 ni en semana 2. La vacuolizacidn hepatica en peces
puede asociarse con almacenamiento de lipidos, glucégeno o ambos, y su interpretacidon
mediante hematoxilina-eosina debe realizarse con cautela porque esta tincién no distingue
especificamente entre gotas lipidicas y depdsitos de glucogeno (Wolf y Wolfe, 2005; Wolf et al.,
2015). La presencia de vacuolizacion puede observarse en peces cultivados debido a la
disponibilidad constante de alimento, el balance energético de la dieta, la composicion lipidica y

la capacidad hepdtica de exportar lipidos mediante lipoproteinas (Caballero et al., 2004; Wolf y
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Wolfe, 2005). En tilapia, Jia et al. (2020) demostraron que dietas altas en grasa pueden inducir
esteatosis hepdtica, estrés del reticulo endopldsmico y alteraciones en autofagia. Abdel-Ghany et
al. (2021) también reportaron que el nivel de lipidos dietarios puede modificar la histologia
hepatica de tilapia. En contraste, en el presente estudio no se observaron diferencias significativas
en cobertura vacuolar, probablemente debido a la corta duracion de la dieta de finalizacién y a
que las dietas no se mantuvieron como régimen hiperlipidico prolongado. Caballero et al. (2004),
en dorada, reportaron alteraciones hepaticas asociadas con la fuente lipidica y la duracién de la
alimentacién, mientras que Tahir y Kop (2022) observaron que aceites oxidados pueden producir
alteraciones hepaticas en tilapia. En el presente estudio, las tendencias numéricas de mayor
cobertura vacuolar en algunos tratamientos no fueron suficientes para diferenciar grupos
estadisticamente, lo que sugiere que las fracciones de Schizochytrium sp. no provocaron un
deterioro hepatico diferencial durante el periodo evaluado. La ausencia de diferencias en lipidos
totales musculares, TBARS, CAT y SOD refuerza esta interpretacidn, ya que no se observd una
respuesta bioquimica u oxidativa asociada con acumulacidn lipidica excesiva o estrés oxidativo

muscular.

La microbiota intestinal mostrd variaciones descriptivas entre tratamientos en riqueza, diversidad
y composicién relativa de familias bacterianas. Sin embargo, los graficos de Chao y Shannon
permiten observar tendencias, pero no sustituyen pruebas estadisticas de diversidad alfa,
diversidad beta o abundancia diferencial. En peces, la microbiota intestinal es sensible a la
composicion de la dieta, tipo de ingredientes, nivel de macronutrientes, ambiente de cultivo y
estado fisiolégico del hospedero (Nayak, 2010; Llewellyn et al., 2014; Ghanbari et al., 2015). En
tilapia, Ou et al. (2024) sefialan que los macronutrientes dietarios, incluidos los lipidos, pueden
modificar la microbiota intestinal y que la evaluacidn de dietas funcionales no debe restringirse al

crecimiento.

Los tratamientos LN 5% y LP 5% presentaron valores relativamente altos de riqueza y diversidad,
aunque con patrones distintos de composicidon bacteriana. LN 5% mostré una alta proporcion de
Lactobacillaceae, mientras que LP 5% presenté una comunidad mas heterogénea, con mayor
participacién de Bacillaceae, Rhodobacteraceae y la categoria “Otros”. Esta diferencia puede

relacionarse con el tipo de fraccién lipidica, la digestién intestinal, la disponibilidad de acidos
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grasos, la secrecion biliar y la composicion del mucus intestinal. Los triacilglicéridos son
hidrolizados principalmente a d4cidos grasos libres y monoacilglicéridos, mientras que los
fosfolipidos generan lisofosfolipidos y otros productos que pueden participar en absorcién,
transporte lipidico y sefializacién intestinal (Tocher et al., 2008; Murota, 2020). Estas diferencias
pueden modificar el ambiente luminal y la disponibilidad de sustratos para distintos grupos

bacterianos.

Asimismo, la mayor proporcién de Lactobacillaceae en LN 5% puede relacionarse con una
comunidad potencialmente favorable, ya que las bacterias acido-lacticas se han asociado con
produccién de compuestos antimicrobianos, competencia con bacterias oportunistas,
modulaciéon inmune y mantenimiento de la barrera intestinal en peces (Hemarajata y Versalovic,
2013; Hai, 2015; Hoseinifar et al., 2018). Sin embargo, al tratarse de una clasificacidn a nivel de
familia, no es posible atribuir un efecto probidtico especifico sin identificacion de géneros,
especies o funciones metabdlicas. La categoria “Otros”, predominante en LN 2.5%, también
requiere cautela, ya que puede agrupar bacterias con funciones muy distintas. Ghanbari et al.,
(2015) y Egerton et al. (2018) sefialan que la interpretacion de microbiota en peces debe
considerar no solo riqueza o diversidad, sino la identidad taxondmica de los grupos bacterianos y
su relacién con digestién, inmunidad y salud intestinal. Trevi et al. (2024) reportaron que el
reemplazo de aceites dietarios con aceite de Schizochytrium en tilapia incrementé el contenido
de omega-3 sin generar los efectos desfavorables sobre el microbioma observados con algunas
sustituciones por aceites vegetales. Wang et al. (2022) reportaron que los fosfolipidos dietarios
modificaron la microbiota intestinal en peces e influyeron en enzimas digestivas e indicadores de
salud intestinal. En este caso, los tratamientos con fracciones de Schizochytrium sp. mostraron
patrones distintos de diversidad y composicidn bacteriana, lo que sugiere una posible modulacién

de la microbiota dependiente del tipo de fraccion y del nivel de inclusién.
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La inclusidn de Schizochytrium sp. en dietas de finalizaciéon permitié enriquecer el musculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) con DHA, principalmente cuando se utilizé la fraccion de
lipidos neutros. El tratamiento LN 5% presentd la mayor acumulacién de DHA y la relaciéon (n-
3)/(n-6) mas alta, lo que indica una mejora en la calidad lipidica del filete. Esta respuesta se
observé desde la primera semana de alimentacién; sin embargo, fue mas marcada después de
dos semanas, lo que sugiere que un periodo corto de finalizacion puede modificar el perfil de
acidos grasos del musculo, pero que una mayor duracién dentro del periodo evaluado favorece

una acumulacidon mas evidente.

Los tratamientos con fraccién polar de aceite de Schizochytrium sp. no favorecieron una
acumulacién de DHA comparable con los tratamientos de fraccion neutra. Este resultado puede
estar relacionado con el bajo contenido total de lipidos recuperado en la fraccion polar, lo que
sugiere que una proporcién importante de dicha fraccidon estuvo constituida por compuestos
polares no fosfolipidicos, como pigmentos, carbohidratos y proteinas unidos a lipidos, u otros
componentes celulares. Por lo tanto, aunque la fraccidn polar presentd una alta proporcién de
DHA dentro de los acidos grasos totales, su aporte lipidico efectivo fue menor y no produjo el

mismo enriquecimiento muscular observado en los tratamientos de lipidos neutros.

En el musculo de tilapia, la incorporaciéon de DHA en las clases de fosfolipidos no fue uniforme. La
fosfatidilcolina (PC) fue la unica clase fosfolipidica que mostré diferencias significativas entre
tratamientos, con mayor proporcion de DHA en LN 5%, mientras que fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidilserina (PS) no presentaron diferencias significativas. En el caso de
ARA, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos en ninguna de las clases
evaluadas. Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones del estudio, el DHA aportado por
la fraccién neutra pudo incorporarse principalmente en PC, mientras que las demas clases
fosfolipidicas mantuvieron una composicion mads estable durante el periodo de alimentacidn

evaluado.

La inclusion de fracciones neutras y polares de aceite de Schizochytrium sp. durante dos semanas

no produjo diferencias significativas en el contenido de lipidos totales, proteinas totales, actividad
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antioxidante de CAT y SOD, ni en la peroxidacion lipidica determinada por TBARS. De esta manera,
el enriguecimiento con DHA modifico principalmente la calidad del perfil lipidico del musculo, sin
alterar de forma significativa la composicién general del tejido ni inducir una respuesta oxidativa
detectable. Asimismo, el andlisis histoldgico del higado no mostrd diferencias significativas en el
porcentaje de cobertura vacuolar entre tratamientos durante la semana 1 ni durante la semana
2, lo que sugiere que el periodo de alimentacién evaluado no fue suficiente para inducir cambios

hepaticos diferenciales compatibles con esteatosis

La microbiota intestinal no presenté diferencias significativas entre tratamientos en los indices de
riqueza de Chao ni de diversidad de Shannon, lo que indica que las dietas experimentales no
modificaron de manera significativa la diversidad alfa durante el periodo evaluado. No obstante,
el andlisis descriptivo de la composicidon bacteriana a nivel de familia mostré una elevada
variabilidad entre réplicas y cambios aparentes en la abundancia relativa de algunos grupos
bacterianos. Los tratamientos con fraccidén polar mostraron una mayor presencia relativa de
Lactobacillaceae en varias réplicas, mientras que los tratamientos con fraccidn neutra presentaron

una composicion mas variable, sin un patrén consistente de dominancia bacteriana.
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Anexo A. Proveedores y origen de los ingredientes utilizados en la formulacién de las dietas

experimentales.

Ciudad,

Ingrediente Proveedor/Fabricante Estado Pais
., Elaborada en el Laboratorio de Nutricidon
Fraccidon neutra de . La Paz, ..
. . Experimental, CIBNOR / o proveedor México
Schizochytrium sp. ) B.C.S.
correspondiente
., Elaborada en el Laboratorio de Nutricion
Fraccidn polar de ) La Paz, L.
. . Experimental, CIBNOR / o proveedor México
Schizochytrium sp. ) B.C.S.
correspondiente
Harina de subproducto Promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. La Paz, México
deres B.C.S.
Harina de subproducto Promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. La Paz, México
de ave B.C.S.
. La Paz, , .
Pasta de soya Alimentos Balanceados de La Paz B.CS México
. . La Paz, , .
Gluten de trigo Alimentos Balanceados de La Paz B.CS México
. . . La Paz, , .
Harina de trigo Alimentos Balanceados de La Paz B.CS México
. . La Paz, ..
Lecitina de soya El Sol Naciente B.CS México
. St. Louis
Aci lgini i -Aldrich ! EUA
cido alginico Sigma-Aldric Missouri u
. Loui
Premezcla de vitaminas Sigma-Aldrich St. OUIS.' EUA
Missouri
. . . St. Louis,
Premezcla de minerales Sigma-Aldrich , . EUA
Missouri
Cloruro de colina ICN Biomedical Aurora Ohio EUA
Vitamina C (Rovimix Roche Ciudad de México
Stay-C35) México
Fosfato dibdsico de
Bi . . £
calcio (CaHPO4) ICN Biomedical Aurora Ohio UA
Betaina ICN Biomedical Aurora Ohio EUA
Antioxidante BHT ICN Biomedical Aurora Ohio EUA
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Anexo B. Composicion porcentual de acidos grasos del musculo de juveniles de tilapia del Nilo
(0. niloticus) alimentados con dietas experimentales con inclusion de fracciones neutras y

polares de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 1.

Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
12:0 459+1.93 3.00+£0.75 1.51+0.24 2.99+0.75 2.07 £0.96
13:0 0.02 £ 0.00 0.02 £ 0.00 0.02+£0.01 0.03 £0.03 0.02 £0.01
14:0 5.05+1.41 3.60 £ 0.66 2.63+0.34 3.80 £0.55 3.03+0.84
15:0 0.21+0.01 0.22£0.04 0.23+£0.02 0.26 £ 0.06 0.25+0.03
16:0 1795+135 17.52+1.12 16.99 £ 0.62 14.56 £ 6.76 17.24 £ 0.96
17:0 0.32 £0.05 0.34£0.04 0.3510.04 0.29+0.21 0.40 £ 0.05
18:0 7.40 £1.03 7.29+0.41 7.07 £0.99 8.12+0.45 7.83+0.64
19:0 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
20:0 0.17 £0.09 0.20 £0.08 0.22 £0.02 0.24 £ 0.09 0.14 £ 0.06
21:0 0.04 £0.02 0.04 £0.02 0.05+0.01 0.06 £0.01 0.05+0.01
22:0 0.17 £0.03 0.17 £0.03 0.17 £0.09 0.21 +£0.05 0.19+0.04
24:0 0.57+0.14 0.47 £0.08 0.36 £0.16 0.87+£0.21 0.84 +0.37

14:1n-8 0.12 £0.02 0.08 £0.03 0.09 £0.03 0.07 £0.01 0.13+0.08
14:1n-5 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00
15:1n-8 0.19+0.03 0.15+0.03 0.17 £0.06 0.24 £0.02 0.20+£0.08
16:1n-9 234+1.41 1.44 +£1.28 0.56 £0.13 1.98+1.38 1.95+1.04
16:1n-7 1.13+1.32 1.81+1.31 2.73+£0.39 1.58+1.19 1.37+1.46
16:1n-5 0.28 £ 0.02 0.29 £0.08 0.25+0.11 0.47 £0.11 0.31+0.08
17:1n-8 0.25+0.02 0.25+0.04 0.26 £ 0.02 0.27 £ 0.07 0.24 £0.11
17:1n-7 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:1n-9 2431+3.64 21.77+2.36 20.74 £ 2.75 22.91+2.90 24.84 + 3.38
18:1n-7 3.26 £0.24 3.19+0.37 2.55+1.26 4.07£0.74 3.49+0.33
18:1n-5 0.22 £0.16 0.10 £ 0.06 0.10£0.07 0.15+0.12 0.20+0.12
20:1n-11 1.04+£0.70 0.68 £ 0.62 0.44 £0.38 1.34+0.52 0.84 +£0.59
20:1n-9 0.54 £0.43 0.67 £0.48 0.67 £0.56 0.78£0.48 0.47 +£0.48
20:1n-7 0.63+0.67 1.00£0.99 0.55+0.39 0.58 £ 0.46 0.66 £ 0.40
22:1n-11 0.30+0.10 0.38 £0.06 0.46 £0.33 0.48 £0.07 0.34 £0.15
22:1n-9 0.18£0.23 0.10 £ 0.05 0.33+0.51 0.13+0.04 0.09+0.04
24:1n-9 0.42 +£0.12 0.74 £0.36 0.81+0.21 0.42 £0.40 0.57+£0.20
16:2n-7 0.79+£0.32 0.92 £0.39 0.32 £0.27 0.81+0.34 0.35+0.32
16:2n-4 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.00+£0.00
16:3n-6 1.41 +£0.27 1.69+0.36 1.55+0.29 1.51+0.17 1.43+£0.32
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16:3n-4 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:2n-6t 1.29+0.33 1.19+0.26 1.10+£0.28 1.18 £0.29 1.56 £0.29
18:2n-6 11.44+0.58 11.85+1.70 11.12+0.98 13.23+1.56 14.36 £ 0.88
18:2n-4 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:3n-6 0.71+0.33 0.65 +0.07 0.60+0.10 0.84+0.11 0.86+0.10
18:3n-4 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:3n-3 0.85 + 0.06 0.94+0.16 0.93 +0.08 0.96 +0.17 1.07 £0.10
18:4n-3 0.66 £ 0.42 0.28 £0.33 0.39+0.53 0.27£0.21 0.19+0.29
20:2n-6 0.18+0.14 0.11 £ 0.05 0.17 £0.09 0.15 +0.06 0.21 +0.09
20:3n-6 1.26 £ 1.05 0.42+0.11 0.71£0.96 0.55+0.27 0.47 £0.17
20:3n-3 0.71+0.74 0.33+0.35 0.39+0.42 0.24 £0.18 0.24£0.12
20:4n-6 2.74 £0.55 2.44 £ 0.66 2.16 £ 0.47 3.71+£0.40 2.95+0.92
20:4n-3 0.05+0.10 0.14 +£0.19 0.12+0.12 0.10+0.10 0.06 £ 0.08
20:5n-3 0.75+£0.67 0.51+0.39 0.84 £0.52 0.60 £ 0.44 0.29+0.24
21:4n-6 0.05+0.12 0.00 £ 0.00 0.01 £0.02 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
21:5n-3 0.01£0.02 0.00 £ 0.00 0.05+0.11 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
22:3n-6 0.03+0.04 0.06 £ 0.05 0.11+0.12 0.03+0.04 0.02 £0.04
22:4n-6 0.71+£0.15 0.95+0.41 0.79£0.20 0.50+0.34 0.80+0.15
22:5n-6 0.08 £ 0.08 0.12 £0.07 0.11+0.12 0.29+0.34 0.13+£0.08
22:5n-3 1.74 £1.04 1.69+0.34 1.95+0.27 1.98 £0.39 1.25+0.73
22:6n-3 7.08 +4.28 15.13+4.20 20.33+5.07 9.13+0.81 8.16 +3.12
Total

SAT. 36.50+3.65 32.87+2.07 29.60+1.40 31.4616.05 32.06+1.71
MONO 3447 +3.87 31.07+3.48 29.54+3.03 34.10+4.56 34.79+3.71
(n-11) 1.24 £ 0.65 0.86 £ 0.61 0.63 £0.39 1.03+0.79 1.27 £0.49
(n-9) 27.52+448 2421+269 2252+291 26.06%3.73 27.52 +£3.18
(n-7) 4.65+1.54 5.13+1.38 5.53+1.35 5.81+0.98 492 +1.28
POLY 29.03+7.12 36.06%+5.17 40.86+3.99 34.44+2.13 33.16 £ 5.05
HUFA 12.01+6.64 18.62+4.20 25.64+3.37 13.85+1.13 12.10+3.82
DI 12.64+0.59 12.75+1.63 12.00+1.09 14.60+1.70 15.70+ 1.04
TRI 3.77 £0.77 3.03+0.72 3.10+0.48 3.93+0.34 3.67 £0.36
TETRA 2.94 +0.59 2.82+0.58 2.53+0.61 4.09+0.21 3.65+1.27
PENTA 2.60+1.77 2.33+0.68 2.90+0.78 2.69+£0.57 1.97+0.44
HEXA 7.08 £4.28 15.13+4.20 20.33+5.07 9.13+0.81 8.16 £3.12
(n-6) 17.89+0.89 17.46+2.07 16.42+1.34 2154+176 22.14+1.79
(n-3) 11.16 £+6.51 18.63+4.54 24.46+4.28 12.93+0.83 11.08 + 3.42
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(n-3)/(n-6)  0.62+0.33 1.08 £0.27 1.51+0.34 0.60 £ 0.05 0.49+0.12
22:6/20:5 20.23+£27.33 94.36+118.06 132.99 +271.36 74.64 + 100.20 105.70 + 136.20
Satindex 138.30+34.37 179.37 +25.80 209.44 +£22.27 159.68+9.28 150.62 +22.76
20:4/20:5 9.78+13.61 16.75+23.17 12.90+26.27 26.88+34.78 34.23+41.72
Total (AG) 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00

Anexo C. Composicion porcentual de acidos grasos del musculo de juveniles de tilapia del Nilo
(0. niloticus) alimentados con dietas experimentales con inclusion de fracciones neutras y
polares de aceite de Schizochytrium sp. durante la semana 2.

Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
12:0 4,54 £2.22 3.53+1.21 1.60+1.22 3.25+1.31 1.43+0.49
13:0 0.02+0.00 0.02+0.00 0.01+0.00 0.02 £ 0.00 0.02 £0.01
14:0 5.03+1.59 3.71+0.60 2.36+1.15 3.90+1.14 2.69 £ 0.65
15:0 0.23+£0.03 0.21+£0.03 0.19+£0.03 0.22 £0.02 0.23 +£0.02
16:0 1761+094 16.86+0.42 1731+0.86 1792+1.14 18.39+0.51
17:0 0.33+0.04 0.30+£0.03 0.30+£0.03 0.34+0.04 0.35+0.03
18:0 7.77 £0.82 6.42 + 0.64 6.86 + 0.26 7.50+£0.57 7.83+£0.62
19:0 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
20:0 0.29 £0.03 0.28 £0.03 0.25+£0.04 0.29 £ 0.03 0.29 £0.02
21:0 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00
22:0 1.75+0.46 1.64 +0.46 1.27 £0.58 1.81+£0.40 1.80+0.36
24:0 0.38£0.22 0.31+0.13 0.27 £0.05 0.27+0.14 0.29 £0.15

14:1n-8 0.11+0.04 0.09+0.02 0.07+0.03 0.10 £ 0.04 0.09 £ 0.02
14:1n-5 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
15:1n-8 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:1n-9 0.71+£0.20 0.57+0.03 0.52+0.13 0.67 £0.15 0.73+0.18
16:1n-7 2.72+0.49 2.66+0.13 2.41+0.60 2.84 £0.57 3.08 £0.62
16:1n-5 0.15+0.10 0.10+0.03 0.21+0.10 0.10 £ 0.06 0.21+0.17
17:1n-8 0.26+0.01 0.25+0.02 0.19+0.09 0.23+0.10 0.30 £ 0.03
17:1n-7 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:1n-9 22.78+3.02 22.14+1.04 19.06+3.89 23.66+4.46 24.97+3.11
18:1n-7 3.61+0.56 2.81+0.55 2.83+0.34 3.22+0.11 3.72+0.29
18:1n-5 0.08 £0.02 0.06 £0.01 0.06 £0.01 0.11+0.04 0.09 £0.01
20:1n-11 0.16 £ 0.03 0.12 £0.03 0.11£0.03 0.13+0.02 0.15+0.03
20:1n-9 1.29+0.17 1.09+0.17 0.91+£0.23 1.19+0.31 1.37+0.16
20:1n-7 0.28 £ 0.04 0.19+£0.05 0.16 £ 0.06 0.22 £ 0.05 0.27 £0.05
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22:1n-11 0.17 £ 0.06 0.14 £ 0.05 0.12+£0.03 0.13+0.03 0.15+0.04
22:1n-9 0.02 £0.05 0.05 +0.05 0.03 £0.05 0.05 +0.06 0.02 £ 0.05
24:1n-9 0.68 +0.43 0.50+0.24 0.74+0.22 0.77 £0.30 0.85 +0.45
16:2n-7 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:2n-4 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:3n-6 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:3n-4 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:2n-6t 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:2n-6 11.75+1.28 12.74+0.81 10.46+1.25 12.43+1.51 13.25+0.73
18:2n-4 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:3n-6 0.89+0.10 0.53+0.04 0.52%0.17 0.88 +0.23 0.91+0.14
18:3n-4 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00z%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:3n-3 0.79 £ 0.08 0.98+0.07 0.83+0.10 0.85 +0.08 1.00 £0.10
18:4n-3 0.05+0.01 0.04+£0.01 0.04+0.01 0.05+0.01 0.05+0.01
20:2n-6 0.73+£0.23 0.77+0.10 0.56+0.16 0.79+0.21 0.81+0.11
20:3n-6 1.65+0.30 1.22+0.20 1.20+£0.15 1.45+0.24 1.63+0.38
20:3n-3 0.16 £ 0.03 0.19+0.02 0.15+0.01 0.15+0.03 0.16 £ 0.01
20:4n-6 3.86£0.92 2.06 £0.78 2.43+£0.33 3.13+£0.80 335+1.14
20:4n-3 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00zx0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
20:5n-3 0.66+0.40 0.56+0.27 0.64%0.13 0.56 £ 0.23 0.64 £ 0.26
21:4n-6 0.09 £ 0.09 0.06 £+0.08 0.03+0.01 0.03+0.01 0.06 £ 0.06
21:5n-3 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00z%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
22:3n-6 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00z%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
22:4n-6 0.06 £ 0.02 0.06 £+0.00 0.08 £0.03 0.06 £ 0.02 0.06 £0.01
22:5n-6 1.39+0.74 1.31+0.45 1.45+0.47 1.19+0.40 1.21+0.32
22:5n-3 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00z%0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
22:6n-3 6.99+3.19 15.43+2.24 23.77+9.93 9.52 +8.57 7.56+2.52

Total
SAT. 37.94+3.75 33.26+0.95 30.42+3.34 3550+298 33.31+0.81
MONO 33.00+£3.17 33.00+3.17 33.00%£3.17 33.00+3.17 33.00%3.17
(n-112) 0.33+0.09 0.33+0.09 0.33+0.09 0.33+0.09 0.33+0.09
(n-9) 2547 £3.22 25.47+3.22 2547+3.22 2547+3.22 254713.22
(n-7) 6.60 £ 0.58 6.60 £ 0.58 6.60 £ 0.58 6.60 £ 0.58 6.60 £ 0.58
POLY 29.06+6.69 3596+1.70 42.17+8.40 31.10+7.96 30.70%4.27
HUFA 13.09+5.20 19.53+2.03 28.44+10.14 14.54%+9.16 12.94+4.10
DI 1248 +1.42 1248+142 12.48+1.42 12.48+1.42 12.48+1.42




TRI

TETRA

PENTA
HEXA
(n-4)
(n-6)
(n-3)

(n-3)/(n-6)
22:6/20:5
Sat index
20:4/20:5
Total (AG)

3.49+0.38
4.05+0.97
2.05+1.14
6.99 +3.19
0.00 +£0.00

20.46 +3.17

8.64 +3.64
0.41+0.12

11.75+2.86 32.37+13.00 36.66+ 16.28

3.49+0.38
4.05+0.97
2.05+1.14
6.99 +3.19
0.00 +£0.00

18.79 +1.33
17.21+2.10

0.92+0.15

3.49+0.38
4.05+0.97
2.05+1.14
6.99 +3.19
0.00 +0.00

16.77 £ 1.56
25.43 +9.89

1.57 +0.67

3.49+0.38
4.05+0.97
2.05+1.14
6.99 +3.19
0.00 £ 0.00

20.02 +2.57
11.13+8.70

0.59+0.54
15.37 +7.07

3.49+0.38
4.05+0.97
2.05+1.14
6.99 +3.19
0.00 £ 0.00

21.34+2.01

9.41+2.68
0.44+0.11
12.32 +2.05
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136.84 +28.48 177.40 £9.98 220.97 +51.52 148.79 +46.20 143.93 +18.63

7.43 +3.29

3.93+1.12

3.90 +1.00

6.15+1.78

5.68 +1.64

100.00 £ 0.00 100.00 £0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00

Anexo D. Composicion porcentual de acidos grasos de la fraccion neutra del musculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas
experimentales con inclusion de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.

Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
12:0 6.72£2.83 5.16 £1.61 1.92 £+ 0.36 5.66 £1.02 2.21+£0.56
13:0 0.03£0.00 0.02 £0.00 0.03+£0.00 0.03+£0.00 0.03+£0.00
14:0 5.99+1.37 4.23 £0.56 2.38£0.39 5.09£0.32 3.23+£0.69
15:0 0.24 £ 0.06 0.21+£0.04 0.20+£0.02 0.23+£0.03 0.25+0.02
16:0 15.70+£0.67 1486+1.02 1497+0.58 1596+0.40 16.56+1.35
17:0 0.32 £ 0.06 0.27 £0.03 0.28 £ 0.03 0.31+£0.05 0.34 £0.02
18:0 7.88+£1.08 6.54+£0.72 7.12£0.50 7.45+0.75 8.04 £0.96
19:0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
20:0 0.29 £ 0.05 0.26 £ 0.02 0.24 £0.02 0.27 £0.03 0.30+£0.05
21:0 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
22:0 0.15+0.03 0.14+£0.03 0.13+£0.03 0.13+£0.03 0.16 £0.03
24:0 2.63£0.60 2.23+£1.01 1.90+0.92 2.37+0.23 2.39+0.82

14:1n-8 0.25+0.03 0.20+£0.05 0.21+£0.11 0.23+0.04 0.23 +0.07
14:1n-5 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
15:1n-8 0.09+£0.03 0.08 £ 0.02 0.08 £ 0.02 0.08 £0.02 0.09+0.04
16:1n-9 0.66 £ 0.09 0.52 £ 0.06 0.47 £0.03 0.66 £ 0.05 0.68 £0.09
16:1n-7 3.27+0.43 3.06 £0.28 2.83+0.28 3.52+0.45 3.66 £ 0.63
16:1n-5 0.27+0.14 0.15+£0.06 0.18 £ 0.05 0.18 £ 0.05 0.28 £0.11
17:1n-8 0.27 £0.02 0.26 £0.01 0.22£0.03 0.28 £ 0.02 0.31+£0.02
17:1n-7 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
18:1n-9 22.04+198 20.85+1.57 17.17+1.71 24.01+1.15 24.96+2.80
18:1n-7 3.35+0.65 2.58 £ 0.50 2.61+£0.26 3.01+£0.16 3.57+£0.37



18:1n-5 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
20:1n-11 0.12+0.04 0.09 £ 0.02 0.08 £ 0.02 0.10+0.02 0.13+0.03
20:1n-9 1.24+£0.12 0.94 £0.19 0.73+£0.10 1.16 £0.10 1.37+£0.20
20:1n-7 0.27 £0.06 0.16 £ 0.05 0.13+0.01 0.22 £0.02 0.29 £ 0.05
22:1n-11 0.06 £ 0.02 0.06 £ 0.01 0.04 £0.02 0.05 +0.01 0.07 £0.01
22:1n-9 0.13 £ 0.05 0.08 £0.03 0.05 +0.03 0.10+0.03 0.12+0.04
24:1n-9 1.54 £ 0.50 1.32+0.36 1.51+£0.14 1.29 £ 0.28 1.48 £0.73
16:2n-7 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:2n-4 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:3n-6 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
16:3n-4 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:2n-6t 0.37+£0.11 0.27 £0.10 0.25+£0.02 0.42 £ 0.07 0.46 £0.10
18:2n-6 11.06£090 12.64+0.82 10.49+0.54 1265+0.92 1291+0.82
18:2n-4 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
18:3n-6 0.86+0.10 0.52 £ 0.05 0.48 £ 0.05 0.93+0.12 0.90+0.13
18:3n-4 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
18:3n-3 0.83 £0.06 1.05 +£0.08 0.87+£0.10 0.95+0.13 1.06+0.14
18:4n-3 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.01+£0.03 0.00 £ 0.00
20:2n-6 0.69 £0.10 0.68 £0.08 0.52 £ 0.05 0.72+£0.11 0.72 £0.09
20:3n-6 1.33+£0.13 1.10£0.19 1.06 £0.03 1.33+£0.09 1.34+0.30
20:3n-3 0.15+£0.03 0.19+£0.01 0.16 £ 0.02 0.16 £0.02 0.19+0.05
20:4n-6 3.71£0.49 2.33+0.83 2.69£0.51 3.3510.42 3.33+1.19
20:4n-3 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
20:5n-3 0.58 +0.30 0.53+0.23 0.65 +0.09 0.45+0.11 0.67 £0.24
21:4n-6 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
21:5n-3 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
22:3n-6 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
22:4n-6 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
22:5n-6 1.15+0.55 1.21+0.42 1.60+0.17 1.02 £ 0.20 1.20+0.54
22:5n-3 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00 £ 0.00
22:6n-3 5.78+1.79 15.22+2.63 25.78+3.43 5.63+0.67 6.50 +2.43

Total
SAT. 39.95+3.10 3392+1.38 29.16+x1.57 37.49+0.64 33.51+1.51
MONO 33.55+1.43 30.34+2.01 26.30+1.79 3490+1.24 37.21+2.84
(n-11) 0.18 +0.04 0.15+0.02 0.12 +0.04 0.15+0.03 0.19+0.03
(n-9) 25.60+1.51 23.71+1.47 1993+1.76 27.23+0.97 28.60+2.38
(n-7) 6.89 £ 0.83 5.80x+0.79 5.57+0.52 6.75+0.51 7.51+£0.83
POLY 26.50+3.63 35.73+2.16 44541312 27.61+0.99 29.28+3.63
HUFA 11.22+2.88 19.28+2.42 30.72+3.72 1047+1.17 11.69+3.70
DI 12.11+0.86 13.60+0.80 11.26+0.55 13.78+0.96 14.09 +0.89
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TRI 3.17+0.16 2.86+£0.19 2.56+0.14 3.36+0.24 3.49+0.37
TETRA 3.71+0.49 2.33+0.83 2.69+0.51 3.37+0.40 3.33+1.19
PENTA 1.73+£0.83 1.73 £0.65 2.25+0.26 1.47 +£0.31 1.87 £ 0.60
HEXA 5.78 £1.79 15.22+2.63 25.78+3.43 5.63+0.67 6.50+2.43

(n-4) 0.00 +£0.00 0.00 +0.00 0.00 = 0.00 0.00 +£0.00 0.00 £ 0.00

(n-6) 19.16+1.70 18.75+1.23 17.08+0.26 20.43+0.80 20.86+*1.48

(n-3) 7.34+£2.09 16.98+2.54 27.46+3.32 7.19+0.64 8.42+£2.32
(n-3)/(n-6)  0.38 £0.08 0.91+0.17 1.61+0.21 0.35+0.04 0.40£0.09
22:6/20:5 11.60+4.67 33.06+11.43 40.52+10.45 13.15+2.74 10.935.07
Satindex 125.44+16.73 175.39+12.20 233.20+ 18.63 127.14 +4.09 137.52 + 16.99
20:4/20:5 8.34+4.94 4.70+1.42 4.25+1.30 7.90+2.01 5.65+2.65
Total (AG) 100.00 +0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00 +0.00

Anexo E. Composicion porcentual de acidos grasos de la fraccion polar del musculo de juveniles
de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con dietas experimentales
con inclusion de las fracciones neutra y polar de aceite de Schizochytrium sp.

Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
12:0 6.72 £2.83 5.16 £1.61 1.92+036 566+1.02 2.21+0.56
13:0 0.03 £0.00 0.02 £0.00 0.03+0.00 0.03+0.00 0.03+0.00
14:0 5.99 +1.37 4.23 £0.56 2.38+0.39 5.09+0.32 3.23+0.69
15:0 0.24 £ 0.06 0.21+0.04 0.20+0.02 0.23+0.03 0.25+0.02
16:0 15.70+0.67 14.86+1.02 14.97+0.58 15.96+0.40 16.56+1.35
17:0 0.32+0.06 0.27 £0.03 0.28+0.03 0.31+0.05 0.34+0.02
18:0 7.88+1.08 6.54 +0.72 7.12+0.50 7.45+0.75 8.04+0.96
19:0 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
20:0 0.29 £ 0.05 0.26 £ 0.02 0.24+0.02 0.27+0.03 0.30+0.05
21:0 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
22:0 0.15+0.03 0.14 +0.03 0.13+0.03 0.13+0.03 0.16+0.03
24:0 2.63+0.60 2.23+1.01 190+£092 237+0.23 2.3910.82

14:1n-8 0.25+0.03 0.20 £ 0.05 0.21+0.11 0.23+0.04 0.23+0.07
14:1n-5 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
15:1n-8 0.09 £ 0.03 0.08 +0.02 0.08+0.02 0.08+0.02 0.09+0.04
16:1n-9 0.66 £ 0.09 0.52 +0.06 0.47+0.03 0.66+0.05 0.68+0.09
16:1n-7 3.27+0.43 3.06+0.28 2.83+0.28 3.52+045 3.66+0.63
16:1n-5 0.27 £0.14 0.15 +0.06 0.18+0.05 0.18+0.05 0.28+0.11
17:1n-8 0.27 £0.02 0.26 £ 0.01 0.22+0.03 0.28+0.02 0.31+0.02
17:1n-7 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
18:1n-9 22.04+198 20.85+1.57 17.17+1.71 24.01+1.15 24.96+2.80
18:1n-7 3.35+0.65 2.58 £ 0.50 261+0.26 3.01+0.16 3.57+0.37
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Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
18:1n-5 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00+£0.00 0.00x0.00 0.00£0.00
20:1n-11 0.12+£0.04 0.09 £0.02 0.08 £0.02 0.10+0.02 0.13+£0.03
20:1n-9 1.24+£0.12 0.94 £0.19 0.73+£0.10 1.16 £0.10 1.37+£0.20
20:1n-7 0.27 £0.06 0.16 £ 0.05 0.13+0.01 0.22+£0.02 0.29%£0.05
22:1n-11 0.06 £0.02 0.06£0.01 0.04 £0.02 0.05+0.01 0.07+£0.01
22:1n-9 0.13+£0.05 0.08 £0.03 0.05+0.03 0.10x0.03 0.12+£0.04
24:1n-9 1.54+£0.50 1.32+£0.36 1.51+£0.14 1.29 £ 0.28 1.48 £ 0.73
16:2n-7 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00+£0.00 0.00x0.00 0.00%0.00
16:2n-4 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00+x0.00 0.00%0.00
16:3n-6 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00
16:3n-4 0.00+£0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00 0.00x0.00 0.00%0.00
18:2n-6t 0.37+0.11 0.27 £ 0.10 0.25+0.02 0.42 £ 0.07 0.46 £0.10
18:2n-6 11.06£0.90 12.64+0.82 1049+0.54 12.65+0.92 12.91+0.82
18:2n-4 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00
18:3n-6 0.86+0.10 0.52 +0.05 0.48+0.05 0.93+0.12 0.90+0.13
18:3n-4 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00
18:3n-3 0.83 £0.06 1.05+£0.08 0.87+0.10 0.95%0.13 1.06 £ 0.14
18:4n-3 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00 £0.00 0.01+£0.03 0.00+£0.00
20:2n-6 0.69+0.10 0.68 £ 0.08 0.52 £0.05 0.72+0.11 0.72 £0.09
20:3n-6 1.33+£0.13 1.10+£0.19 1.06 £0.03 1.33+£0.09 1.34+£0.30
20:3n-3 0.15+0.03 0.19+0.01 0.16 £0.02 0.16 £0.02 0.19+£0.05
20:4n-6 3.71+£0.49 2.33+0.83 2.69£0.51 3.35+£0.42 3.33+1.19
20:4n-3 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00
20:5n-3 0.58 £ 0.30 0.53+0.23 0.65+0.09 0.45+0.11 0.67+0.24
21:4n-6 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00
21:5n-3 0.00 £ 0.00 0.00 +£0.00 0.00+£0.00 0.00+x0.00 0.00%0.00
22:3n-6 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00 £0.00 0.00+£0.00 0.00+£0.00
22:4n-6 0.00 £ 0.00 0.00 +£0.00 0.00+£0.00 0.00+x0.00 0.00%0.00
22:5n-6 1.15+0.55 1.21+0.42 1.60+0.17 1.02 £ 0.20 1.20+0.54
22:5n-3 0.00 £ 0.00 0.00 +£0.00 0.00+£0.00 0.00+x0.00 0.00%0.00
22:6n-3 578 +£1.79 1522+2.63 25.78+3.43 5.6310.67 6.50+2.43
Total
SAT. 39.95+3.10 3392+1.38 29.16+157 37.49+0.64 33.51+1.51
MONO 33.55+1.43 30.34+2.01 26.30%+1.79 3490%x1.24 37.21+2.84
(n-11) 0.18 £ 0.04 0.15+0.02 0.12+0.04 0.15%+0.03 0.19+£0.03
(n-9) 2560+1.51 23.71+147 1993x1.76 27.23+0.97 28.60+2.38
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Acido graso Control LN 2.5% LN 5% LP 2.5% LP 5%
(n-7) 6.89 £ 0.83 5.80+0.79 5.57+£0.52 6.75+0.51 7.51+£0.83
POLY 26.50+3.63 35.73+2.16 44.54+3.12 27.61+x0.99 29.28+3.63
HUFA 11.22+2.88 19.28+2.42 30.72+3.72 10.47%1.17 11.69%£3.70

DI 12.11+0.86 13.60+£0.80 11.26+0.55 13.78+0.96 14.09+0.89
TRI 3.17+£0.16 2.86£0.19 2.56+0.14 3.36£0.24 3.49£0.37
TETRA 3.71+£0.49 2.33+£0.83 2.69+0.51 3.37+0.40 3.33+1.19
PENTA 1.73+£0.83 1.73 £ 0.65 2.2510.26 1.47 £0.31 1.87 £0.60
HEXA 5.78+1.79 15.22+2.63 25.78+3.43 5.63+0.67 6.50+2.43
(n-4) 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00x0.00 0.00x0.00 0.00%0.00
(n-6) 19.16 £1.70 18.75%+1.23 17.08+0.26 20.43+0.80 20.86+1.48
(n-3) 7.34+£2.09 16.98+2.54 27.46+3.32 7.19+£0.64 8.42 +2.32
(n-3)/(n-6) 0.38 £0.08 0.91+0.17 1.61+£0.21 0.35+0.04 0.40 £ 0.09
22:6/20:5 11.60+4.67 33.06+11.43 40.52+10.45 13.15+2.74 10.93+5.07
Sat index 125.44 +16.73 175.39+12.20 233.20+£ 18.63 127.14 +4.09 137.52 + 16.99
20:4/20:5 8.34+494 4.70+£1.42 4.25+1.30 7.90+2.01 5.65 £ 2.65
Total (AG) 100.00£0.00 100.00+0.00 100.00+0.00 100.00%0.00 100.00t0.00

Anexo F. Composicion porcentual de acidos grasos de las clases de fosfolipidos del muisculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con la dieta control.

Tratamiento control

Acido graso PC PE Pl PS
14:0 205+1.37 1.03%+1.29 1.44+0.89 2.63+1.72
15:0 0.27+0.15 0.44+0.33 0.38+0.13 0.81+0.44
16:0 25.09+3.74 8.64+7.74 15.01+5.04 14.28 +12.67
17:0 0.08+0.05 0.28+0.30 0.64+0.30 0.59%0.60
18:0 2.88+2.82 15.44+5.36 20.41+2.35 11.38+11.00
20:0 0.52+0.15 0.89+040 167059 2.17+1.67
22:0 0.14+0.03 0.23+0.12 0.38+0.28 0.22+0.02
24:0 163+133 082+0.70 1.72+0.73 155+1.18
14:1n-5 0.38+0.13 047051 160+0.64 259+1.73
14:1n-7 0.15+0.04 0.18+0.23 0.53+0.48 0.90+0.69
15:1n-5 0.26+0.17 196+0.23 0.71+0.27 0.71+£0.61
16:1n-7 1.68+1.00 048+040 0.16+£0.28 2.22+3.27
16:1n-9 1.35+0.24 184+0.81 359+232 4.24+1.98
17:1n-3 1.02+086 1.79+151 237+195 3.61+2.32
18:1n-11 0.29+0.07 0.12+0.05 0.27+0.23 0.13%£0.10
18:1n-5 0.24+£0.08 0.35+0.06 0.30+£0.28 0.90+0.68



Tratamiento control

Acido graso PC PE Pl PS
18:1n-7 425+1.29 284+0.54 2.01+£049 2.09+0.45
18:1n-9 20.64+2.12 10.31+3.48 12.12+3.67 14.20+6.83

20:1n-11 0.67+0.49 1.03+0.44 0.73+x0.58 0.89+0.73
20:1n-5 0.92+0.27 0.51+0.16 0.64+0.84 0.70+£0.88
20:1n-7 0.13+£0.04 0.10x0.05 0.19+0.04 0.21t0.14
20:1n-9 0.38+0.20 0.28+0.11 0.57+0.24 0.81+0.67
24:1n-9 0.34+£0.28 043063 0.39+0.17 0.77+£0.94
16:3n-4 0.49+0.11 0.54+0.52 0.47+£0.09 1.06+£0.90
16:4n-1 0.51+0.07 241+0.11 3.32+0.26 4.35+1.27
18:2n-4 0.35+0.23 0.66+0.51 1.44+089 2.52+234
18:2n-6 10.61+1.75 5.10+£097 4.17+343 2.70+£0.80
18:2n-6t 0.57+0.09 1.28+0.44 2.17+1.25 247+%1.97
18:2n-9 0.55+0.02 0.39+0.00 0.17+£0.17 043+0.21
18:3n-3 435+341 485+3.60 2.67+3.14 0.27+0.46
18:3n-4 0.43+0.06 0.46+0.10 0.75+0.43 0.68+0.29
18:3n-6 0.69+0.14 0.40+0.24 0431056 0.24+0.15
18:4n-3 0.14+0.25 0.29+0.51 0.84+146 0.89+1.53
20:2n-6 1.72+0.31 1.21+0.33 0.57+£0.04 0.37+£0.16
20:2n-9 0.80+0.25 130+0.15 181+148 1.88+1.69
20:3n-3 0.12+0.07 0.20+£0.05 0.22+0.14 0.45+0.33
20:4n-3 094+0.88 1.47+0.67 134+0.75 1.41+0.77
20:4n-6 283054 6.42+190 3.11+0.08 1.10+0.69
20:5n-3 0.53+0.12 0.51+0.21 1.72+0.82 157+1.32
22:4n-6 0.48+0.84 1.03+1.03 0.21+0.37 0.53+0.091
22:5n-3 1.14+0.69 259+1.07 167+099 2.47+1.09
22:5n-6 335+0.25 588%+2.82 164044 2.3210.99
22:6n-3 4.02+3.04 1253+459 3.44+347 3.70+2.53
Total 100.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00

Total SFA  32.67 £8.53 27.77 +12.69 41.65+5.07 33.63 £ 18.23
Total MUFA 33.71+0.97 25.63+5.96 29.96+9.09 40.39 + 20.03
Total PUFA 33.62+8.82 46.60+9.50 28.39+4.19 25.99+2.18
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Anexo G. Composicion porcentual de acidos grasos de las clases de fosfolipidos del musculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con la dieta

experimental LN 2.%.

Tratamiento LN 2.5%

FA PC PE PI PS
14:0 205+042 220+2.83 0.90+090 0.62*0.69
15:0 0.40+0.36 041+0.20 0.55+0.50 0.39+0.40
16:0 28.88+3.27 13.76+7.34 5.12+7.07 7.81+7.90
17:0 0.03+£0.05 0.13+0.12 0.26+0.27 0.19+0.33
18:0 465+1.60 14.63+4.57 8.01+6.94 6.71+11.62
20:0 045+0.04 0.69+0.26 1.61+048 1.96+1.48
22:0 0.18+0.19 0.09+0.05 0.43+0.12 0.71%£0.75
24:0 1.13+0.54 0.31+0.05 055+0.72 244+1.31

14:1n-5 0.10%0.15 044+0.27 219+193 0.61+0.87
14:1n-7 0.00+0.00 0.09+0.10 0.09+0.16 0.11+0.18
15:1n-5 0.29%+0.09 1.57+095 1.39+0.77 0.66*0.50
16:1n-7 1.94+0.84 1.00+1.52 4.53+7.85 0.00+0.00
16:1n-9 1.26+0.52 0.85+0.08 3.36+x1.54 4.49+2.092
17:1n-3  0.28+0.14 0.22+0.13 190+1.01 3.22+2.67
18:1n-11 0.26+0.04 0.14+0.11 0.07+0.06 0.26+0.28
18:1n-5 0.44+0.35 0.35+0.24 0.34+0.29 1.19%0.72
18:1n-7 3.50+0.29 3.23+0.75 154+136 4.86+6.43
18:1n-9 13.75+11.91 14.18+7.57 11.79+2.89 12.42+1.86
20:1n-11 0.55+0.12 0.79%+0.25 0.14+0.18 0.97+0.99
20:1n-5 0.81+0.13 0.50+0.11 1.16+1.76 0.07+0.06
20:1n-7 0.07+0.06 0.04+0.06 0.18+0.16 0.23+0.37
20:1n-9 0.10+0.10 0.18%0.13 0.25%0.23 0.35+0.43
24:1n-9 0.24+0.10 0.30%+0.32 0.68+0.43 0.53+0.43
16:3n-4 0.47+0.10 048+0.37 044+044 0.89+0.88
16:4n-1  0.46+0.23 132+0.76 293+232 4.87+3091
18:2n-4  0.25+0.03 0.35+0.22 192+134 3.20%2.75
18:2n-6  10.27+2.20 6.74+395 0.26+0.46 0.08+0.14
18:2n-6t 0.37+0.25 0.27+0.06 0.42+0.12 0.39+0.40
18:2n-9 0.32+0.10 0.21+0.05 0.31+0.25 0.33+0.14
18:3n-3 490+1.70 5.07+5.16 26.83+4.71 13.07 £5.68
18:3n-4 0.55%0.09 0.29+0.13 0.52+0.29 0.61+0.35
18:3n-6 0.50+0.09 0.25+0.08 1.31+0.33 1.31+0.89
18:4n-3 0.11+0.20 0.29+040 0.15+0.25 0.25+0.43



Tratamiento LN 2.5%

FA PC PE Pl PS
20:2n-6 1.07+0.14 0.79+0.05 0.44+0.39 0.13+0.17
20:2n-9 0.33+£0.15 0.32+0.11 0.61+£0.52 0.89+1.11
20:3n-3 0.14+0.06 0.19+0.01 0.32+0.34 0.35%0.26
20:4n-3  0.38+0.17 0.52+0.58 149+1.09 2.51+£3.15
20:4n-6  144+0.28 1.88+*1.74 283+2.67 0.81+0.32
20:5n-3 0.64+0.21 0.80+0.45 248+2.29 294+1.79
22:4n-6 1.26+1.53 1.27+154 0.00+0.00 0.27+0.46
22:5n-3 0.49+0.24 1.25+1.23 3.71+2.05 4.24+3.54
22:5n-6 4.14+0.84 541+239 272+045 4.12+2.79
22:6n-3  10.58+3.22 16.21+7.06 3.28+1.42 7.95+8.58

Total 100.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00 100.00 + 0.00 100.00 +0.00

Total SFA' 37.76 £2.25 32.22+7.18 17.43+14.11 20.82 +18.95
Total MUFA 24.49 + 10.98 25.68 +8.52 32.99 +12.05 35.74+4.54
Total PUFA 37.74+9.11 42.10+ 10.71 49.58 +5.24 43.44 +15.15
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Anexo H. Composicion porcentual de acidos grasos de las clases de fosfolipidos del musculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con la dieta

experimental LN 5%.

Tratamiento LN 5%

FA PC PE PI PS
14:0 092+0.25 0.29+0.19 0.85+0.77 0.98+0.97
15:0 0.60+0.41 0.69+0.37 0.78+0.90 0.80+1.18
16:0 23.46+9.03 6.02+545 7.85%9.52 6.50+5.87
17:0 0.07+0.08 0.20+0.12 0.40+0.35 1.01+0.90
18:0 3.71+4.60 20.81+12.4912.71+12.63 7.47 £6.97
20:0 0.73+0.63 1.15+0.98 2.30+0.74 2.56+1.36
22:0 049+0.70 0.62+094 1.13+161 0.93%1.36
24:0 237+226 121+170 0.71+0.64 1.21+1.40

14:1n-5 0.63*0.75 094+098 286+1.86 2.04+1.82
14:1n-7 0.38%+0.49 042+050 095+0.55 0.74+0.62
15:1n-5 0.39+0.20 2.47+0.56 0.74+0.31 1.80+1.73
16:1n-7 0.81+0.70 0.31+0.32 0.71+096 0.75+1.13
16:1n-9 1.27+0.89 1.11+0.25 5.26+3.26 3.79+2.34
17:1n-3 1.11+1.13 185+091 5.06+275 2.77%+1.70
18:1n-11 0.23+0.11 0.11+0.02 0.17+0.11 0.34+0.15
18:1n-5 0.40%0.28 0.39+0.21 0.75+042 1.19+1.04




Tratamiento LN 5%
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FA PC PE Pl PS
18:1n-7 4.71+1.79 3.67+193 352+1.84 5.40+8.11
18:1n-9 16.37+3.60 11.63+9.32 13.52+7.12 14.05+4.25

20:1n-11 0.59+0.14 0.48+0.10 0.86+0.43 0.74+0.67
20:1n-5 0.61+0.08 0.40+0.09 0.74+0.55 3.46+3.04
20:1n-7 0.06+0.02 0.13+0.09 0.18+0.06 0.22+0.18
20:1n-9 0.15+0.08 0.55%+0.52 0.72+0.35 0.82+0.84
24:1n-9 0.50+0.48 0371048 0.25+0.34 0.56+0.46
16:3n-4 0.51+0.35 0.60+0.56 0.87+0.17 0.66+0.43
16:4n-1 0.83+0.94 237+1.12 155+135 3311243
18:2n-4  0.24+0.02 0.47+0.11 3.69+3.16 3.44+1.68
18:2n-6 6.50%+1.45 3.30+0.32 4.49+434 09.19+12.81
18:2n-6t 0.71+0.86 1.18+1.19 3.03+£1.08 2.57+0.94
18:2n-9 0.43+0.16 0.22+0.07 0.49+0.25 0.48+0.23
18:3n-3 3.53+1.80 3.89+234 264+125 6.12+0.26
18:3n-4 0.45+0.23 0.23+0.05 1.10+£0.45 1.18+1.29
18:3n-6 0.32+0.09 0.31+0.24 049+0.35 0.74+0.93
18:4n-3  0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
20:2n-6 1.02+0.15 0.77+0.18 041+0.32 0.18+0.19
20:2n-9 0.74+0.79 092+0.81 3.14+2.65 0.71+0.82
20:3n-3  0.07+0.07 0.12+0.05 0.33+0.19 0.40%0.25
20:4n-3 1.10+0.14 1.40+0.04 215+237 1.38+1.49
20:4n-6 2.33+0.26 3.86+0.38 3.54+1.07 0.30+0.21
20:5n-3  0.39+0.20 0.67+0.69 136+0.39 1.31+0.81
22:4n-6  0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 2.19%2.59
22:5n-3 2.21+181 1.76+132 2.06+1.34 1.62+0.83
22:5n-6 459155 4.24+269 269+153 1.88+1.03
22:6n-3 1347461 17.88+6.20 296+1.05 2.21+1.10
Total 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00

Total SFA' 32.35+8.30 30.99+12.70 26.73 £ 21.59 21.47 + 14.16
Total MUFA 29.56 + 10.28 27.80 + 16.57 38.69 + 12.23 42.65 + 19.84
Total PUFA 38.09 +4.57 41.21+8.06 34.57+9.73 35.87+7.83
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Anexo |. Composicion porcentual de acidos grasos de las clases de fosfolipidos del musculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con la dieta

experimental LP 2.5%.

Tratamiento LP 2.5%

FA PC PE PI PS
14:0 136+1.18 0.54+053 133+1.84 1.35+%1.52
15:0 0.31+0.28 0.41+0.39 0.68+0.79 0.89+0.97
16:0 26.38+1.24 947+1.85 10.79+0.91 15.13+3.84
17:0 0.06£0.02 0.12+0.00 0.51+0.12 1.01+0.71
18:0 6.83+1.55 19.29+3.92 19.18 +10.58 17.05 *+ 8.88
20:0 0.40+0.11 0.69+0.06 1.23+0.06 1.60+0.54
22:0 0.12+0.09 0.09+0.02 0.22+0.06 0.26+0.11
24:0 144+046 052+0.26 147+0.19 1.79%+0.84

14:1n-5 0.19%0.16 0.50+0.10 1.61+0.44 1.68+0.44
14:1n-7 0.08 £0.07 0.32+0.20 0.88+0.45 0.99+0.36
15:1n-5 0.21+0.07 2.43+0.53 047+0.19 0.69+0.39
16:1n-7 133 +1.15 057+049 155+1.73 0.92+0.82
16:1n-9 1.07+0.24 1.88+1.39 149+1.78 3.80+2.08
17:1n-3  0.20%0.04 043+0.14 092+0.32 1.16+0.31
18:1n-11 0.25+0.08 0.09+0.07 0.15+0.05 0.20+0.19
18:1n-5 0.27+0.10 0.36+0.06 0.57+0.11 0.51+0.39
18:1n-7 4.01+0.64 2.89+091 585%+2.17 3.76+3.90
18:1n-9 21.76£1.97 10.23+1.09 12.97+1.25 13.73+3.64
20:1n-11 0.73+0.10 0.74+0.03 0.86+0.51 0.54+%0.14
20:1n-5 0.90%+0.26 0.51+0.09 0.69+0.27 0.17+0.07
20:1n-7 0.06+0.01 0.12+0.17 0.09+0.13 0.31+0.38
20:1n-9 0.11+0.06 0.02+0.04 0.32+0.20 0.44+0.42
24:1n-9 0.44+0.22 0.10+0.08 0.47+0.36 0.53+0.44
16:3n-4 0.26+0.12 0.40+0.26 0.73+x0.60 0.58+0.11
16:4n-1 0.23+0.22 1.08+094 0.86+0.82 1.04+1.01
18:2n-4  0.22+0.09 0.35+0.09 1.04+0.38 1.33+0.58
18:2n-6 11.00+1.88 6.27+1.12 6.11+4.10 7.86%+6.79
18:2n-6t 0.21+0.13 0.45+0.15 0.64+0.44 1.11+0.71
18:2n-9 0.39+0.03 0.29+0.01 0.19+0.11 1.05%*1.74
18:3n-3  3.02+2.44 5.29+410 13.31+5.42 3.12+1.22
18:3n-4 0.32+0.19 0.39+0.16 0.37+0.36 1.16+0.61
18:3n-6 0.73+0.04 0.24+0.04 0.64+x0.49 0.73+0.57
18:4n-3 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00=*0.00




Tratamiento LP 2.5%

FA PC PE Pl PS
20:2n-6  1.80+0.16 1.44+0.16 0.76+0.14 0.35+0.09
20:2n-9 0.46+0.11 0.60+0.07 0.70+0.48 0.95+%0.13
20:3n-3  0.08+0.05 0.17+0.01 0.27+0.13 0.34%0.20
20:4n-3  0.65+0.19 1.24+035 1.60+2.01 1.40+1.28
20:4n-6  2.51+0.55 7.29+1.77 2.29+2.10 0.55+0.48
20:5n-3  0.46+0.05 0.35%+0.09 094+0.24 1.13+0.24
22:4n-6 0.88+0.81 0.56+0.92 1.04+1.80 1.21+2.09
22:5n-3  0.72+0.43 153+1.18 095+£0.61 1.32+0.57
22:5n-6 3.72+0.70 7.39%0.72 091+0.26 1.76+0.54
22:6n-3  3.84+1.38 12.36+4.05 2.38+2.24 4.51+3.87

Total 100.00 £+ 0.00 100.00 £ 0.00 100.00 + 0.00 100.00 +0.00

Total SFA' 36.89+0.97 31.12+3.87 35.40+8.88 39.07+8.61
Total MUFA 32.11+2.43 22.67+1.06 30.47+1.87 31.06+0.83
Total PUFA 31.00+2.72 46.21+3.66 34.13+7.01 29.87+7.80
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Anexo J. Composicion porcentual de acidos grasos de las clases de fosfolipidos del musculo de
juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con la dieta

experimental LP 5%.

Tratamiento LP 5%

FA PC PE PI PS
14:0 155+139 0.84+0.04 155+0.22 1.71+1.59
15:0 0.82+0.55 0.68+0.18 0.76+0.24 0.76+0.12
16:0 43.04 £16.29 15.01+7.99 12.53+6.27 14.09+10.74
17:0 0.18+0.15 0.35+0.46 0.37+042 0.63+0.71
18:0 534+497 21.12+6.07 16.42+7.43 13.06+9.24
20:0 0.59+0.23 0.80+0.55 2.00+1.72 2.49+%1.22
22:0 0.19+0.10 0.11+0.02 0.20+0.09 0.33+0.11
24:0 239+0.37 0.58*+0.26 1.79%+0.58 2.97+2.06

14:1n-5 0.53+0.39 0.87+0.66 297+2.05 3.41+0.68
14:1n-7 0.38+0.26 0.24+0.03 1.56+1.04 1.28+0.63
15:1n-5 0.20+0.15 2.00+1.15 0.76+1.08 1.03+0.46
16:1n-7 2.32+133 0.80+0.06 0.46+0.53 1.82+3.16
16:1n-9 1.74+151 156+0.09 2.85+0.98 3.19+1.11
17:1n-3 0.57%+0.19 1.11+0.88 2.08+0.88 3.80+1.53
18:1n-11 0.34+0.05 0.16+0.08 0.17+0.09 0.26+0.26
18:1n-5 0.40%+0.09 043+0.13 0.65+0.20 0.99+0.97




Tratamiento LP 5%

FA PC PE Pl PS
18:1n-7 454+2.49 286+0.73 241+1.19 9.88+9.18
18:1n-9  6.67+5.92 12.54+5.84 17.39+12.30 2.68+3.50

20:1n-11 0.92+0.29 0.79+0.10 0.89+0.53 0.79%0.83
20:1n-5 0.40+041 0.32+0.14 0.07+£0.12 0.24%0.21
20:1n-7 0.10+0.01 0.12+0.12 0.15+0.14 0.20%0.18
20:1n-9 0.20+0.13 0.30%+0.35 0.57+0.86 0.95+%0.83
24:1n-9 0.73+0.14 0.07+0.04 0.19+0.22 0.32+0.32
16:3n-4 0.49+0.13 0.51+£0.25 0.73+x0.19 0.94+0.16
16:4n-1 0.43+0.26 143+032 3.62+256 4.79+0.76
18:2n-4 0.43+0.41 0.67+0.59 1.18+1.49 1.25+0.90
18:2n-6 7.96+3.47 2.77+137 192+248 0.35+0.31
18:2n-6t 0.43+0.28 0.99+0.70 2.92+2.13 3.75+1.04
18:2n-9 0.38+0.27 0.33+0.18 0.27+0.24 0.40+0.06
18:3n-3 0.23+0.21 1.23+1.10 131+1.16 2.69+2.86
18:3n-4 0.63+0.29 0.35+0.12 0.47+0.18 0.44+0.29
18:3n-6 0.68+0.33 0.23+0.16 0.19+0.11 0.28+0.30
18:4n-3  0.00+0.00 0.29+0.38 0.71+1.24 1.14+0.99
20:2n-6  1.25+0.59 0.88+0.58 0.75+0.70 0.27+0.19
20:2n-9 0.54+0.08 0.93+0.21 2.36+0.93 2.60+0.36
20:3n-3 0.11+0.05 0.16+0.07 0.31+0.31 0.29+0.25
20:4n-3  091+1.11 1.14+0.61 0.91+0.89 0.67+0.65
20:4n-6  1.69+0.89 493+3.26 4.34+3.80 1.19+0.97
20:5n-3  0.70+0.05 0.43+0.29 135+0.90 2.03+0.81
22:4n-6 0.97+0.86 2.29+0.81 1.20+1.54 1.99+2.28
22:5n-3 1.02+0.40 197+1.00 1.80+0.57 2.23+1.67
22:5n-6 2.65+1.28 4.84+3.05 193+052 3.00+242
22:6n-3 434+350 996+*6.12 295+3.16 2.82+3.68
Total 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00

Total SFA' 54.11+10.16 39.49 + 15.10 35.61+6.61 36.04 + 16.41
Total MUFA 20.96 +5.55 26.12+5.53 37.52+8.78 36.57+8.70
Total PUFA 24.93 +11.02 34.38+9.73 26.87+2.32 27.39+9.66

130



131

Anexo K. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de la composicion de la microbiota
intestinal de juveniles de tilapia del Nilo (O. niloticus) alimentados durante dos semanas con
dietas experimentales suplementadas con fracciones neutras (LN) y polares (LP) de
Schizochytrium sp. Los puntos representan las réplicas de cada tratamiento: Control, LN 2.5%,
LN 5%, LP 2.5% y LP 5%. Los ejes PC1 y PC2 explican el 30.8% y 17.3% de la variacion,
respectivamente.
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