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Resumen/Abstract

1. RESUMEN

Con el propésito de avanzar en la formulacién y fabricacion de una dieta especifica
y sostenible para juveniles de tenca, se evaluaron los efectos de la sustitucién de la
harina y del aceite de pescado por fuentes alternativas de proteina y lipidos sobre su
supervivencia, crecimiento y composicidon corporal. Para ello, se realizaron cuatro
experimentos de 90 dias con juveniles de tenca de cuatro meses de edad.

Considerando resultados previos de nuestro equipo de investigacion y la posible
deficiencia de metionina y arginina como factor limitante para incrementar los niveles
de inclusién en las dietas de concentrado proteico de soja y de guisante, se realizaron
dos experimentos donde se evaluaron los efectos de la suplementacidon con ambos
aminodacidos esenciales. En ambos casos, se comprobé que los juveniles presentaron
una alta tolerancia a la inclusion, tanto de concentrado proteico de soja (hasta 383 g
kg™ dieta) como de guisante (hasta 487 g kg dieta), sin que la supervivencia y el
crecimiento se vieran afectados. La metionina fue el principal aminoacido limitante
estimandose los requerimientos minimos para juveniles de tenca en 10 g kg™ de dieta,
haciendo innecesaria la suplementacion de este aminodcido a partir de esta cantidad.
Respecto a los efectos sobre la composiciéon corporal, la inclusién de ambos
concentrados proteicos determind una reduccién significativa del contenido lipidico en
las dietas que se reflejé en la disminucién del contenido graso corporal de los juveniles
de tenca.

En los otros dos experimentos, se sustituyd el aceite de pescado por una mezcla de
aceites vegetales o por aceite de camelina. En ambos casos, la sustitucidn total no afectd
la supervivencia ni el crecimiento de los juveniles de tenca. En relacion con la
composicion corporal, los peces alimentados con dietas que no contenian aceite de
pescado mostraron una disminucidn significativa del contenido corporal de lipidos. No
hubo diferencias significativas en el contenido total de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y polinsaturados entre los juveniles tenca alimentados con dietas
donde se sustituyd parcial o totalmente el aceite de pescado por aceites vegetales. Los
valores mas elevados del indice nutricional acidos grasos poliinsaturados / acidos grasos
saturados correspondientes al andlisis corporal de los juveniles tenca se obtuvieron con
las dietas que carecian de aceite de pescado, que se sustituyd por mezcla de aceites
vegetales o aceite de camelina, 0.86 y 0.92, respectivamente.

Los resultados de esta Tesis Doctoral permiten disponer de una valiosa informacidn
para lograr dietas sin harina y aceite de pescado especificas para juveniles de tenca



Resumen/Abstract

ABSTRACT

With the aim of advancing in the formulation and ellaboration of a specific and
sustainable diet for juvenile tench, the effects of fishmeal and fish oil replacement with
alternative sources of protein and lipids on their survival, growth and body composition
were evaluated. For this, four 90-day experiments were carried out with four-month-
old tench juveniles. Considering previous results of our research team and considering
a possible deficiency of methionine and arginine as a limiting factor to increase the
inclusion levels of soybean and pea protein concentrate in the diets, two experiments
were carried out where the effects of supplementation with both essential amino acids.
In both cases, the tench juveniles had a high tolerance to the inclusion of both, soybean
protein concentrate (up to 383 g kg! diet) and pea (up to 487 g kg! diet), without
negative effects on survival and growth. Methionine was the main limiting amino acid
and its minimum requirements for tench juveniles can be estimated at 10 g kg of diet,
making supplementation of this amino acid unnecessary over that amount. Regarding
the effects on body composition, the inclusion of both protein concentrates determined
a significant reduction in lipid content in the diets, which was reflected in the decrease
in body fat content of tench juveniles.

In the other two experiments, the fish oil was replaced by a mixture of vegetable oils or
by camelina oil, verifying in both cases that the total substitution did not affect the
survival or growth of tench juveniles. Regarding body composition, juveniles fed diets
that did not contain fish oil showed a significant decrease in body lipid content. No
significant differences were found in the total content of saturated, monounsaturated,
and polyunsaturated fatty acids among tench juveniles fed diets where fish oil was
partially or totally replaced by vegetable oils. The highest/best values of the nutritional
index polyunsaturated fatty acids / saturated fatty acids corresponding to the body
analysis of the juvenile tench, were obtained with the diets with total replacement of
fish oil by a mixture of vegetable oils or camelina oil, 0.86 and 0.92, respectively.

The results obtained in this provide valuable information to achieve specific free
fishmeal and fish oil diets for juvenile tench.
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2. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION TEMATICA DE LOS ESTUDIOS

Los alimentos acuaticos gozan de un reconocimiento cada vez mayor por el papel
esencial que desempeiian en la seguridad alimentaria y la nutricion humana, no sélo
como fuente de proteina sino también como uno de los mayores proveedores de acidos
grasos n-3. Por ello, la produccidn pesquera y acuicola desempefiard una funcién cada
vez mas importante en el suministro de alimentos.

Excluyendo las algas, el ritmo medio anual de crecimiento de consumo mundial de
estos alimentos desde 1961 es del 3%, muy superior al 1.6% correspondiente al
crecimiento de la poblacién. Asi, el consumo per cdpita ha aumentado desde 9.9 kg en
la década de 1960 a 20.5 kg en 2019, mostrando una ligera reduccién a 20.2 kg en 2020.
Considerando la previsién de un incremento del 15 %, que supondra un consumo de
21.4 kg per capita en 2030, es necesario que la produccién total de animales acuaticos
alcance los 202 Mt en ese afio (FAO, 2022).

Segun los ultimos datos proporcionados en el informe de la FAO (2022), en 2020 el
volumen mundial de productos acudticos de origen animal destinados a consumo
humano registré su cifra maxima, 178 Mt, debido en gran medida al crecimiento de la
acuicultura, especialmente en Asia. Actualmente, la acuicultura aporta 88 Mt que, segln
las previsiones de crecimiento del sector, alcanzaran los 100 Mt 2027 y 106 Mt en 2030.

En aguas continentales se producen en torno a 54.8 Mt, destacando especies de la
familia Ciprinidae. De hecho, junto a la tilapia, cuatro especies de carpa (carpa herbivora,
carpa plateada, carpa cabezona y carpa comun), ocupan los primeros puestos en la
produccién piscicola. La cria de ciprinidos se localiza fundamentalmente en Asia
mientras que, en la Unién Europea, a excepcién de la carpa comun, la produccién es
testimonial, siendo la trucha arcoiris (Onchorhynchus myekiss) la especie predominante
en el cultivo en aguas continentales (APROMAR, 2022a).

En ese contexto, la produccion acuicola en Espafia goza también de un auge
sostenido desde hace décadas, tanto en aguas marinas como continentales. Aunque la
pandemia de la COVID-19 y la guerra de Ucrania han impactado negativamente en la
produccién, aun se mantiene una tendencia de crecimiento. En comparacién con la
acuicultura marina, la cria de especies piscicolas en aguas continentales presenta una
escasa diversificacion (Tabla 1), centrandose fundamentalmente en la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), la anguila (Anguila anguila), el esturién (Acipenser naccarii,
Acipenser baerii) y la tenca (Tinca tinca).

La tenca (Fotografia 1) es muy apreciada en numerosos paises europeos,
principalmente por su calidad gastrondmica, pero también por su atractivo para la pesca
deportiva (Wedekind et al., 2003; Garcia et al., 2015; Pula et al., 2018;). A pesar de ser
considerada una de las especies de agua dulce mas prometedoras (Kujawa et al., 2011),
en Espafa su volumen de produccién es un escaso, debido al predominio de sistemas
de cultivo extensivo donde el crecimiento suele ser limitado, generando habitualmente
rendimientos bajos e impredecibles (Kaminski et al., 2017; Pula et al., 2018). Por ello, el
desarrollo de técnicas de cultivo intensivo es necesario no sdlo para satisfacer su
previsible aumento de demanda, sino también para cumplir con el objetivo de
diversificacion propuesto por la FAO (2017).
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Produccidn de peces de aguas continentales en Espaiia

Especie Produccién (t) Valor (M€)
Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss 15805.72 51.541
Anguila Anguilla anguilla 340.5 3.065
Esturidn siberiano Acipenser baerii 128.92 0.896
Esturidn del Adriatico Acipenser naccarii 30.48 0.293
Tenca Tinca tinca 7.13 0.040
Esturidon del Danubio Acipenser baerii 0.46 0.003
Otras especies 0.03 0.05

Total 16313.23 55.889

Tabla 1. Produccion y valor de las especies piscicolas continentales en Espaia
correspondientes a 2020. (Fuente: SGP-MAPA, 2022)

Fotografia 1. Tenca adulta (Fuente: Departamento de Produccidon Animal).

En anteriores investigaciones, nuestro grupo ha desarrollado técnicas para el
control de la reproduccion, transferidas con éxito a centros de produccidn, que abarcan
el desarrollo gonadal de los reproductores, la induccién de la ovulacién, la obtencién de
gametos y la fecundacién e incubacién artificial (Carral et al. 2003, 2006; Rodriguez
2003, Rodriguez et al. 2004, 2005, 2008; Aguilera et al. 2005 ), permitiendo la obtencién
de alevines vesiculados (comunmente llamadas larvas) bajo condiciones controladas.

Tras lograr una aceptable eficiencia en la produccién de larvas, el siguiente paso
abordd la mejora de las tasas de supervivencia y de crecimiento. Dentro de ello, la
alimentacién constituye un factor que influye decisivamente sobre los resultados desde
el inicio de la alimentacién externa. Este grupo de investigacidon formuld y elabord una
dieta practica para juveniles con la que se consiguieron tasas de supervivencia préximas
al 100% y un crecimiento aceptable (Garcia et al. 2013). Posteriormente, Gonzalez-
Rodriguez et al. (20144, b) estimaron los requerimientos proteicos entre 48 y 52%, a la
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vez que probaron algunas alternativas a la harina de pescado en la formulacion de
piensos.

Dentro de los ingredientes empleados para la fabricacion de los alimentos
acuicolas comerciales, como fuente de proteina se utiliza mayoritariamente la harina de
pescado. Aunque su inclusion muestra una tendencia a la baja, sigue siendo un
componente importante en los piensos para numerosas especies de peces (Herman y
Schmidt, 2016; Hua et al., 2019) y, de hecho, el sector de la acuicultura consume mas
del 70 % de la harina de pescado (Jannathulla et al.,, 2019). Considerando que esta
materia prima se obtiene principalmente a partir de especies piscicolas sin interés para
alimentacion humana procedentes de la pesca y que sus capturas permanecen
estancadas desde 1980, Cottrell et al. (2020) estimaron que, ante el previsible
crecimiento de la acuicultura en las proximas décadas, satisfacer la demanda de harina
de pescado resultard insostenible.

En la busqueda de fuentes proteicas alternativas, las materias primas de origen
vegetal se incorporan cada vez mas en la fabricacion de alimentos acuicolas (Malcorps
et al., 2019). La harina de soja ha sido una de las alternativas mas estudiadas, pero
presenta limitaciones como baja palatabilidad, alto contenido de factores
antinutricionales, desequilibrio de aminodcidos y efectos adversos sobre la integridad
intestinal de algunas especies carnivoras (Gatlin et al. al. 2007; Torstensen et al. 2008;
Daniel 2018). Su valor nutritivo se puede mejorar mediante la técnica de
fraccionamiento utilizada para producir concentrado proteico de soja (Vielma et al.
2000; Collins et al. 2012), que tiene un contenido de proteina y aminodcidos similar a la
harina de pescado (Hardy 2008). Ademas, gran parte de los factores antinutricionales
presentes en la harina de soja se eliminan durante el procesamiento (Peisker 2001;
Bowyer et al. 2013).

Existen numerosos estudios sobre los efectos de la sustitucion de harina de
pescado por concentrado proteico de soja (CPS) sobre en el crecimiento de especies
marinas y continentales. Las cantidades incluidas sin efectos negativos sobre el
crecimiento, muestran una gran variabilidad; entre 90 (Chen et al., 2019) y 503 g kg* de
dieta (Kalhoro et al., 2018) en especies marinas y entre 121.2 (Burr et al. 2012) y 620 g
kg (Kausik et al., 1995) en especies continentales.

En la tenca, Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c) obtuvieron un crecimiento similar
en juveniles alimentados con una dieta control (sin CPS) y aquellos alimentados con
dietas donde se sustituyd hasta el 45% de la harina de pescado (295 g CPS kg™ dieta).
Sin embargo, cuando la inclusién de CPS sustituyé del 55% al 100% de la harina de
pescado, el crecimiento se redujo significativamente. Al comparar el contenido de
aminodcidos esenciales de las dietas, se evidencié una disminucién significativa de
metionina y arginina en las dietas con el 55% o porcentajes superiores de sustitucion de
harina de pescado, sugiriendo una posible deficiencia de ambos aminoacidos como
principal causa de la reduccién del crecimiento.

Otra prometedora fuente de proteina vegetal alternativa a la harina de pescado
es el concentrado de proteina de guisante (Gatlin et al., 2007; Hartviksen et al., 2014).
Este producto se obtiene mediante un proceso de fraccionamiento en seco que, tras la
molienda, emplea un sistema de clasificacién por aire para separar los granulos mas
pequefios, ricos en proteinas, de los mas grandes, ricos en fibra y almidén (Pelgrom et
al., 2013; Schutyser et al., 2015). Entre sus principales ventajas, destaca el alto contenido
proteico, entre 51% y 55% (Pelgrom et al., 2013), que permite formulaciones con alta
sustitucion de harina de pescado, y su buena digestibilidad (@verland et al., 2009). Sin
embargo, como sucede con otras fuentes vegetales, su valor nutritivo puede verse
afectado negativamente por la presencia de factores antinutricionales, baja
palatabilidad y desequilibrio de aminodcidos (Torstensen et al., 2008; Daniel, 2018).
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La sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de guisante
(CPG) ha sido probada por Tibaldi et al. (2005) en lubina europea (Dicentrarchus labrax),
por Sanchez-Lozano et al. (2011) en dorada (Sparus aurata), por Gao et al. (2013), en
dorada de cabeza negra (Acanthopagrus schlegelii), por Cantril (2015) en tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), por Carter y Hauler (2000) y @verland et al. (2009) en salmdn
del Atlantico (Salmo salar) y por Thiessen et al. (2003), Collins et al. (2012) y Zhang et al.
(2012) en trucha arcoiris (0. mykiss). La mayoria de estos estudios confirmaron la
viabilidad de incluir entre 200 y 340 g CPG por kg de pienso, sin efectos negativos
significativos en el crecimiento.

Gonzalez-Rodriguez et al. (2016a) no encontraron diferencias significativas en el
crecimiento entre juveniles de tenca alimentados con una dieta control (sin CPG) y los
alimentados con dietas donde se sustituyé hasta el 35% harina de pescado (290.4 g CPG
kg™ dieta). Sin embargo, cuando el CPG sustituyd el 45% de la harina de pescado (373.3
g kg de dieta), el crecimiento se redujo significativamente. Al igual que con el
concentrado proteico de soja, se evidencié una disminucién significativa de metionina
en dietas con porcentajes de sustitucién de harina de pescado del 45% o superiores,
sugiriendo una posible deficiencia de este aminoacido como principal causa de la
reduccion del crecimiento.

Otro ingrediente cominmente usado para fabricar los piensos acuicolas es el
aceite de pescado, principal fuente de lipidos. Ademas de su alta digestibilidad y
palatabilidad, es una fuente natural importante de algunos 4dacidos grasos
poliinsaturados esenciales de cadena larga n-3 (AGPI CL n3), como el &cido
eicosapentaenoico (AEP, 20:5n-3) y el acido docosahexaenoico (ADH, 22:6n-3), para
numerosas especies piscicolas. Teniendo en cuenta la baja eficiencia en el proceso de
produccién de aceite de pescado, ya que se necesita una tonelada de peces peldgicos
para obtener un promedio de 50 kg de aceite (Hamilton et al., 2020), y el previsible
déficit de suministro ante el crecimiento de la acuicultura (Tocher et al., 2019), es
prioritario buscar alternativas para reemplazar este ingrediente en la fabricacién de
piensos.

Las mas utilizadas provienen de plantas terrestres, ya que la producciéon de
aceites vegetales, en términos generales, es mas estable (Ayisi et al., 2019), y los precios
son mas bajos que los del aceite de pescado (Turchini et al., 2019). Los lipidos de origen
vegetal suelen ser ricos en acidos grasos C18, principalmente linoleico (AL, 18:2n-6), a-
linolénico (ALN, 18:3n-3) y oleico (OA, 18:1n-9), pero carecen o tienen un contenido muy
limitado de AGPI CL n3, como AEP y ADH (Nasopoulou y Zabetakis, 2012). Una gran
variedad de aceites vegetales, solos o en mezclas, se han considerado como sustitutos
del aceite de pescado para muchas especies acuicolas (Turchini et al, 2009; Ayisi et al.,
2019,), destacando los de soja, palma, linaza, girasol, colza, camelina y oliva.

Segun Tocher (2010), la sustitucidn parcial o total de aceite de pescado es mas
factible para las especies picicolas continentales que para las especies marinas, que
aparentemente carecen de la capacidad de desaturar y alargar el AGPI C-18 vy, por lo
tanto, es mds probable que tengan deficiencia de &acidos grasos poliinsaturados
esenciales de cadena larga n-3. Por ello, en la mayoria de los estudios donde se evalud
la sustitucion de aceite de pescado por aceites vegetales no se evidenciaron efectos
negativos en el crecimiento de las especies de agua dulce, incluyendo los realizados en
trucha arco iris (0. mykiss) (Guler y Yildiz 2011, Gesto et al., 2021), salvelino (Salvelinus
alpinus) y trucha de arroyo (S. fontinalis) (Dupont-Cyr et al., 2022), trucha de Manchuria
(Brachymystax lenok) (Yu et al., 2019), lucioperca (Sander lucioperca) (Schulz et al.,
2005; Molnar et al., 2006), black bass (Micropterus salmoides) (Chen et al., 2020),
esturiéon beluga (Huso huso) (Falahatkar et al., 2018), barbo plateado (Puntius
gonionotus) (Nayak et al., 2017), pez mandarin (Siniperca scherzeri) (Sankian et al.,
2019), tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Peng et al., 2016, Erondu et al., 2021),
tilapia hibrida (Oreochromis spp.) (Teoh y Ng, 2016), carpa negra (Mylopharyngodon

6



Introduccién y justificacién tematica de los estudios

piceus) (Sun et al., 2011), Onchystoma macrolepis (Gou et al., 2021) y carpa comun
(Cyprinus carpio) (Yildirim et al., 2013; Zorlu y Glim{s, 2022). Sin embargo, teniendo en
cuenta que la composicidn final de pescado, ya sea del cuerpo entero o de los filetes,
generalmente refleja la composicién del alimento, varios estudios han mostrado que la
sustitucion de aceite de pescado por aceites vegetales puede modificar las propiedades
saludables y la calidad de los peces al reducir su contenido de AGPI CL n3 (Turchini et
al., 2011; Ayisi et al., 2019). Por esta razon, es necesario evaluar los cambios en el perfil
de acidos grasos, que pueden comprometer las propiedades nutricionales del pescado
y los beneficios asociados con su consumo.

Entre las fuentes de lipidos de origen vegetal destaca la camelina (Camelina
sativa), planta herbdcea perteneciente a la familia Brassicaceae. Esta especie es nativa
de Europa del norte y Asia central, pero se ha introducido en América del norte. De
acuerdo con Zohary y Hopf (2000), hasta 1940 fue un cultivo importante en Europa
oriental y central para producir aceite vegetal usado tradicionalmente en la fabricacién
de jabones y pinturas. Desde épocas mas recientes, el aceite de camelina se utiliza en
alimentacion humana. En su revision, Zanetti et al. (2021) aportan un numero
considerable de estudios sobre la adaptabilidad de la camelina a amplias condiciones
ambientales, los bajos requisitos de agua y nutrientes, la resistencia a multiples plagas
y enfermedades de insectos, asi como los multiples usos en alimentos, piensos y
aplicaciones de base biolégica. Por todo ello, el interés por la produccion de aceite de
camelina ha crecido en los ultimos anos debido, no solo a sus beneficios agrotécnicos,
gue la hacen mas respetuosa con el medio ambiente que otros cultivos oleaginosos
convencionales (Budin et al.,1995; Neupane et al., 2022), sino también por su alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados, hecho poco comin en aceites vegetales.
Asi, en el aceite de camelina obtenido mediante presién en frio mas del 50% de los
acidos grasos son poliinsaturados, destacando el acido alfa linolénico (ALN), precursor
de AGPI CL n3. Ademas, los valores n-3/n-6 son cercanos a 2, hecho poco frecuente en
los aceites vegetales (Toncea et al., 2013; Berti et al.,2016; Popa et al., 2017).

Como se menciond anteriormente, este grupo ha llegado a la formulacion y
elaboracién de una dieta practica base especifica para juveniles de tenca, que ha sido
utilizada con buenos resultados para determinar los niveles éptimos de lipidos (Saez-
Royuela et al., 2015) utilizando aceite de pescado. Considerando la necesidad de reducir
su inclusidon como principal fuente de lipidos en los piensos para especies acuaticas, se
plantea su sustitucion por otras fuentes alternativas de origen vegetal.

En el marco del proyecto “Cria de la tenca (Tinca tinca L.) durante las etapas
larvaria-postlarvaria y juvenil en condiciones controladas: dietas compuestas vy
alternativas para una acuicultura sostenible” referencia AGL-2015-64202-R
(MINECO/FEDER), se planted la cria de animales obtenidos mediante reproduccion
artificial desde el inicio de la ingestion de alimento hasta diversas edades juveniles. La
finalidad basica de este proyecto fue llegar a la definicién de dietas compuestas
adecuadas para la cria de la tenca, teniendo en cuenta que los ingredientes han de
ajustarse a las directrices globales para una acuicultura sostenible. Esta Tesis Doctoral
incluye los resultados correspondientes a la evaluacién de diferentes ingredientes
alternativos a la harina y aceite de pescado usados para la alimentacién de la tenca en
la etapa juvenil y han generado cuatro publicaciones:

Carral J.M., Garcia T., Sdez-Royuela M., Celada J.D., Marafia L. (2022). Growth
and feed utilization of juvenile tench (Tinca tinca L.) given diets in which soy protein
concentrate replaces fishmeal and methionine and arginine are used as amino acid
supplements. Journal of  Applied Aquaculture, 34 (4): 969-988.
https://doi.org/10.1080/10454438.2021.1914266
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Carral J.M., Garcia T., Sdez-Royuela M., Celada J.D. (2021). Juvenile tench (Tinca
tinca L.) response to practical diets with different replacement levels of fishmeal by pea
protein concentrate supplemented with methionine. Aquaculture Research, 52 (11):
5260-5269. https://doi.org/10.1111/are.15394

Sdez-Royuela M., Garcia T., Carral J.M., Celada J.D. (2022). Fish Qil Replacement
by a Blend of Vegetable Qils in Diets for Juvenile Tench (Tinca tinca Linnaeus, 1758):
Effects on Growth Performance and Whole-Body Composition. Animals 2022, 12(9),
1113. https://doi.org/10.3390/ani12091113

Garcia T., Carral J.M., Sdez-Royuela M., Celada J.D. 2022. Fish oil replacement by
camelina (Camelina sativa L.) oil in diets for juvenile tench (Tinca tinca L.): effects on
survival, growth and whole-body fatty acid profile. Animals, 12(23), 3362;
https://doi.org/10.3390/ani12233362
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. ACUICULTURA MUNDIAL

La produccion mundial de animales acuaticos fue de 178 millones de toneladas (Mt)
en 2020 (214 Mt si sumamos la produccion de algas), lo que supone un ligero descenso
en comparacion con el récord de 179 Mt en el aflo 2018. La pesca contribuyd con 90 Mt
(51%) y la acuicultura con 88 Mt (49%). De la produccion total, el 63% (112 Mt) se
capturd o recolecté en aguas marinas (70% procedente de la pesca y 30% de la
acuicultura) y el 37% (66 Mt) en aguas continentales (83% procedente de la acuicultura
y 17% de la pesca) (FAO, 2022).

Excluyendo las algas, mas de 157 Mt (el 89%) se emplearon para alimentacién
humana. Los 20 Mt restantes se destinaron a usos no alimentarios, principalmente para
la produccién de harina y aceite de pescado (16 Mt).

La expansién de la acuicultura en las ultimas décadas ha impulsado el crecimiento
general de la produccidn en aguas continentales. En 1950, el aporte de alimentos para
consumo humano procedente de aguas continentales apenas representaba el 12 % del
total (pesca + acuicultura), porcentaje que, con algunas fluctuaciones, se mantuvo
relativamente estable hasta finales de la década de los 80 del siglo pasado. Con el
crecimiento de la acuicultura, se incrementd gradualmente hasta el 18% en la década
de los 90, el 28% en los 2000 y el 34% hasta el afo 2020 (FAO, 2022).

3.2. LATENCA

Es un pez de agua dulce que pertenece a la familia de los ciprinidos (Cyprinidae). Es
una especie autdctona de Europa y Siberia, pero en la actualidad esta presente en todos
los continentes (Freyhoff y Kottelat, 2008). En la peninsula Ibérica fue introducida por
los romanos (Cerdd y Mulet, 1992) y se cria principalmente en Extremadura, Castilla 'y
Ledn y Andalucia. Su distribucion en Espafia se asocia a las repoblaciones realizadas en
cuerpos de agua cerrados del oeste peninsular mas que a su desarrollo natural en rios,
donde su presencia es mas bien escasa.

Esta especie se cultiva exclusivamente en Europa y en 2020 se obtuvieron 738 t. La
tenca se cria en 20 paises, siendo Francia el principal productor (240 t), seguido por
Polonia (160 t), la Republica Checa (135 t) y Alemania (121 t). En Espafia, las particulares
caracteristicas de su explotacion y mercado dificultan enormemente obtener datos
fiables de su produccion. Segin APROMAR (2022a), en 2021 se produjeron 17.5
toneladas, principalmente en Extremadura y en menor medida en Castilla y Ledn,
obtenidas mayoritariamente mediante el engorde en charcas. Ambas cifras estan muy
por debajo de los maximos alcanzados a finales de la década de los ochenta, en torno a
las 450 t (Figura 1).
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Figura 1. Evolucion de la produccién de la tenca Espafia (Fuente: MAPA-FAQ, 2022).

En 2022, la Asociacién de Productores de Acuicultura Marina (APROMAR) ha
desarrollado el proyecto “Analisis del Sector de la Tenca en Espafia” junto a la Asociaciéon
de Tencicultores de Extremadura (Ibertenca) con el propdsito de analizar las causas del
estancamiento del cultivo y promoverlo como modelo de desarrollo rural sostenible
(APROMAR, 2022b). Entre sus conclusiones, se afirma que la tenca es una especie clave
en la acuicultura continental con elevado grado de sostenibilidad y de gran relevancia
en las politicas de dinamizacién rural de la Unidon Europea. Por ello, es necesario
desarrollar técnicas que permitan intensificar su cultivo.

3.2.1. Ciclo vital y caracteristicas bioldgicas de interés productivo

La tenca es una especie demersal que habita en aguas poco profundas, con
abundante vegetacion y fondos limosos o fangosos como charcas, lagos y embalses; en
los rios selecciona zonas con escasa velocidad de corriente y fondos blandos. Es
considerado un pez de aguas calidas que presenta tolerancia a bajos niveles de oxigeno
(Coad, 1999) y rangos de pH entre 6.5 y 8, siendo letales valores por debajo de 4.5 y por
encima de 10.8 (Lokowicz y Proske, 1980).

En habitats naturales, es una especie carnivora (Kennedy y Fitzmaurice 1970) y su
dieta se basa principalmente en zooplancton (cladéceros, copépodos y ostracodos),
crustaceos bentdnicos (anfipodos y decdpodos), insectos bentdnicos (quirondmidos,
efimeros, odonatos, hemipteros e hirudineos) y moluscos (gasterépodos y pequefios
bivalvos) (Michel y Oberdorff, 1995; Rowe et al., 2008).

Respecto a la reproducciéon, aunque con un ano de vida puede producir gametos
fértiles (Rodriguez et al., 2004), se considera que alcanza la madurez sexual entre los dos
y los cuatro afios. La reproduccién se inicia a finales de primavera, cuando la
temperatura del agua se encuentra por encima de los 18-20 °C y se prolonga durante el
verano, periodo en el que pueden tener lugar hasta 3 6 4 oviposiciones (Morawska
1984). El nimero de huevos producido depende del tamafio de la hembra y varia entre
140.000 y 230.000 huevos/kg de peso vivo (Linhart y Billard, 1995). Para la eyeccién es
necesaria la presencia de vegetacidn sumergida donde los huevos permanecen
adheridos para su posterior fecundacién y desarrollo embrionario. Los huevos
eclosionan a los 100 grados dia (Kennedy y Fitzmaurice, 1970; Pérez-Regadera, 1987),
obteniéndose larvas de unos 4 mm de longitud, transparentes y con una vesicula vitelina
muy alargada. Los alevines permanecen adheridos a la vegetacién durante los primeros
momentos de vida y, tras reabsorber la vesicula vitelina, su alimentacion se basa en
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microplancton y, posteriormente, cuando alcanzan una talla aproximada de 15 mm,
comienzan a alimentarse de presas de mayor tamano como zooplancton y otros
pequefios invertebrados (Kennedy y Fitzmaurice 1970). En condiciones naturales, tras el
primer verano (en el mes de octubre), los juveniles pueden alcanzar una talla entre 2.5
y 10 cm (Organizacion de Productores Piscicultores, 2006).

3.2.2. SITUACION ACTUAL DEL CULTIVO DE TENCA EN ESPANA

En Espafia, dependiendo del grado de intensificacion, los sistemas de cultivo se
pueden clasificar en extensivos, semiextensivos, semiintensivos e intensivos.

e Extensivo. Basado exclusivamente en la repoblacién periddica con alevines en
cuerpos de agua cerrados y en la recoleccion de los animales cuando han alcanzado la
talla comercial. Se caracteriza por una producciéon muy variable y de bajo rendimiento.
La cosecha normalmente se realiza a finales de verano-principios de otofio, cuando el
volumen de agua es menor y los peces estan mas concentrados, lo que facilita su
captura. Esta prdctica productiva tradicional no requiere de importantes inversiones
econdmicas, pero presenta numerosos inconvenientes derivados de la dependencia de
las condiciones meteoroldgicas y la imposibilidad de control de enfermedades vy
depredadores.

Fotografia 2: Charca de engorde de tencas (Fuente: Departamento de Produccién
Animal).

e Semiextensivo. La fase reproductiva y la cria posterior se separan, utilizandose
dos tipos de estanques en el proceso. Para la reproduccion, se utilizan estanques con
macrovegetacion sumergida (Myriophyllum sp, Potamogeton sp o Ceratophyllum sp,
etc.) sobre la que los reproductores realizan la freza (Fotografia 3). Tras alcanzar un
tamanfio suficiente, los alevines de tenca son transferidos a estanques de engorde. En
ambos casos, se realiza un aporte de alimento suplementario a la alimentacién natural.
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Fotografia 3. Estanque de reproductores, piscifactoria Casaseca de las Chanas, Zamora.
(Fuente: Departamento de Produccién Animal).

e Semiintensivo. Se realiza control de la reproduccién con el propésito de obtener
larvas de tenca bajo condiciones controladas. El alevinaje y/o engorde posterior tiene
lugar en estanques de tierra o de hormigén.

Fotografia 4. Bateria de botellas tipo Zug para la incubaciéon de huevos de tenca,
piscifactoria Casaseca de las Chanas, Zamora. (Fuente: Departamento de
Produccion Animal).

¢ Intensivo. Su objetivo es lograr el ciclo completo, reproduccién y posterior
engorde, bajo condiciones controladas. Las etapas de alevinaje y engorde se
encuentran en fase desarrollo y su consecucion depende aun de los avances
en el conocimiento de los requerimientos nutritivos y el desarrollo de piensos
especificos para la tenca.
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3.3. ESTADO ACTUAL DE LA INVESTIGACION EN EL CULTIVO DE TENCA
3.3.1. Reproduccién

El desarrollo de técnicas para el control de la reproduccidon es clave para la
intensificacién de los procesos de cria de tenca. Por ello, gran parte de las
investigaciones desarrolladas por nuestro grupo han incidido en la fase reproductiva
permitiendo obtener resultados, transferidos con éxito a centros de produccién, que
abarcan desarrollo gonadal de los reproductores, induccion de la ovulacidn, obtencién
de gametos, fecundacion e incubacion artificial y recogida de alevines vesiculados
(Carral et al., 2003; Rodriguez, 2003; Rodriguez et al., 2004; Aguilera et al., 2005;
Rodriguez et al., 2005; Carral et al., 2006; Rodriguez et al., 2008).

Fotografia 5. Colector de alevines vesiculados de tenca (Fuente: Departamento de
Produccidon Animal)

1 2\
B ! \\\J

Fotografia 6. Larvas de tenca recién eclosionadas (Fuente: Departamento de
Produccién Animal).

Una vez garantizada la produccién de larvas en condiciones controladas
(Fotografias 5y 6), los esfuerzos de investigacidon han de encaminarse a los factores que
determinan su supervivencia y crecimiento. A continuacion, se expone un breve
resumen de los niveles actuales de conocimientos en los diferentes aspectos estudiados.
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3.3.2. Cria larvaria-postlarvaria

Respecto a la temperatura, las investigaciones realizadas durante esta etapa han
determinado un rango dptimo entre 22 °Cy 28 °C (Korwin-Kossakowski y Jezierska 1984;
Pendz et al., 1989; Aguilera, 2004).

En un ensayo especifico sobre la densidad Celada et al. (2007a) comprobaron que
concentraciones iniciales entre 20 y 160 larvas por litro no afectaron significativamente
a la supervivencia y al crecimiento.

En cuanto a la alimentacidn, el empleo de piensos secos como Unico alimento
resulta insatisfactorio en términos de supervivencia y crecimiento, siendo necesario el
aporte de alimento natural tras la reabsorcion del vitelo. De esta forma, la utilizacion de
diferentes especies de zooplancton recolectadas de su habitat natural (Sestdkova et al.,
1989; Hamackova et al., 1995 y 1998; Kamler et al., 1995) ha permitido resultados
aceptables. Sin embargo, la dificultad para cultivar este zooplancton ha conducido a la
busqueda de alternativas mas sencillas. Los resultados han demostrado que los nauplios
vivos de Artemia pueden ser utilizados desde el primer dia de alimentacidn externa,
obteniéndose altos porcentajes de supervivencia y buenas tasas de crecimiento en
experimentos con una duracién entre 20 y 60 dias (Wolnicki y Myszkowski, 1998;
Hubenova et al., 2001; Wolnicki et al., 2003a; Celada et al., 2007a, 2008).
Posteriormente, Garcia et al. (2010) evidenciaron que los nauplios vivos pueden ser
sustituidos por quistes decapsulados de Artemia, mejorando incluso los valores de
crecimiento. Esto ha permitido establecer un protocolo de alimentacién durante la
etapa larvaria-postlarvaria de la tenca basado en el uso de quistes decapsulados, de
diferentes calidades y/o sometidos a procesos de conservacion (Garcia et al., 2011;
Celada et al., 2013).

3.3.3. Cria de juveniles
3.3.3.1. Abastecimiento de agua, temperatura y fotoperiodo

No es necesario aportar grandes volimenes de agua comparado con otras formas
de acuicultura. Sin embargo, es evidente la necesidad de disponer de agua de buena
calidad y en cantidad suficiente para mantener los pardmetros quimicos dentro de
rangos tolerables por los animales.

El crecimiento de los peces teledsteos depende directamente de la temperatura y
del fotoperiodo (Thorpe et al., 1989; Imsland et al., 1995). Por ello, ambos pardmetros
son manipulados habitualmente con objeto de mejorar el rendimiento, la rentabilidad y
la sostenibilidad de las practicas de cultivo.

Las investigaciones realizadas han determinado un rango de temperatura éptima
que oscila entre 22 °Cy 30 °C (Backiel, 1986). Puesto que temperaturas elevadas pueden
afectar negativamente a la calidad del agua, en los ensayos realizados por nuestro
equipo se ha mantenido un rango térmico de 22-262C que coincide, aproximadamente,
con el de la época de crecimiento en condiciones naturales.

En cuanto al fotoperiodo, existe una gran variabilidad interespecifica en la
receptividad de los peces a los cambios de la luz. Asi, la mayoria de las especies muestran
diferente actividad de alimentacidn en relaciéon con el ciclo diario de alternancia de
luz/oscuridad (Boujard, 2004). En la tenca, la escasa informacion disponible sugiere la
existencia de diferencias en la actividad de alimentacion dependiendo de la edad (Pyka
1997). Se considera que las tencas adultas tienen habitos estrictamente nocturnos
(Siegmund, 1969; Herrero et al., 2003), pero durante las primeras etapas de vida (menos
de 100 dias) muestran una intensa actividad en horas diurnas (Pyka, 1997). Los estudios
realizados por Carral et al. (2014) aportaron la primera informacion acerca de los efectos
del fotoperiodo en la etapa juvenil. Las altas tasas de supervivencia obtenidas con los
fotoperiodos probados apoyan la idea de que los juveniles de tenca son capaces de
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adaptarse a condiciones extremas de luz (oscuridad o luz continua); pero estas
condiciones afectaron negativamente al crecimiento. El mayor crecimiento y el indice
de conversion del alimento mas bajo fue observado con el fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad, que coincide con el de la estacién de crecimiento de la tenca.

3.3.3.2. Densidad

Las pruebas realizadas bajo condiciones controladas han utilizado densidades
iniciales entre 0.13 g/Ly 4.08 g/L (Quirds y Alvarifio, 1998; Wolnicki y Myszkowski, 1998;
Wolnicki et al., 2003b y 2006; Quirds et al., 2003; Kamler et al. 2006; Mares et al. 2007
Celadaetal., 2007b y 2009; Zakes et al., 2010; Myszkowski et al, 2010; Garcia et al., 2010
y 2013). En experimentos especificos sobre el efecto de la densidad, se evidencié que el
crecimiento individual fue mayor con bajas densidades (0,18 g/L), mientras que la
biomasa obtenida por unidad de volumen fue muy superior con densidades mas altas
(1.3 04 g/L) (Celada et al., 2007b). Ambos factores han de combinarse en funcién de las
circunstancias y teniendo en cuenta que cuanto mas alta es la densidad, mayor es el
trabajo de limpieza y el riesgo frente a cualquier eventualidad.

3.3.3.3. Alimentacion

La inexistencia de dietas especificas ha forzado al uso de piensos comerciales
formulados para otras especies de peces (carpa, trucha, dorada y anguila) que,
aportados como Unico alimento, han determinado bajas tasas de supervivencia,
reducidos indices de crecimiento y altos porcentajes de deformidades corporales
(Quirds y Alvarifio 1998, Quirds et al. 2003, Rennert et al. 2003, Kamler et al. 2006,
Wolnicki et al. 2003b, 2006, Mares et al. 2007, Celada et al. 2009, Myszkowski et al.
2010). Se ha demostrado que la adicién de alimento natural a los mencionados piensos
comerciales, como Daphnia sp. (Quirds y Alvarino 1998, Quirds et al. 2003) o larvas de
quirondmidos (dipteros) congelados (Wolnicki et al. 2003b) mejora los resultados.

En este sentido, Celada et al. (2007b, 2009) comprobaron que la suplementacién de
dietas secas para otras especies con determinadas cantidades de nauplios vivos de
Artemia salina mejoraba, en gran medida, la supervivencia y el crecimiento. Se han
probado diversas suplementaciones, evidenciandose relaciones positivas entre el
crecimiento y las cantidades suministradas. El aporte adicional de alimento vivo puede
ser parcialmente sustituido por reemplazantes secos de Artemia, pero sin alcanzar el
crecimiento obtenido solo con nauplios (Sdez-Royuela et al., 2008). Sin embargo, el
suplemento de nauplios vivos ha sido sustituido con éxito por las mismas cantidades de
quistes de Artemia de alta calidad (eclosionabilidad) tanto en estado fresco (Garcia et
al., 2010) como conservados en salmuera o desecados, e incluso por quistes de bajo
coste (Garcia et al., 2014).

Kamler et al. (2006), Wolnicki et al. (2006) y Myszkowski et al. (2010) sugirieron la
existencia de una posible relacidon entre la incidencia de deformidades corporales
externamente visibles y el uso de dietas comerciales para otras especies que
determinaban altos valores del coeficiente de condicion (1.3-1.4) en los juveniles de
tenca. Segun estos autores, los juveniles con rapido crecimiento tendrian mayor
probabilidad de presentar deformidades corporales y, por ello, recomiendan dosis
diarias de alimento por debajo de la saciedad (hasta el 2.5% de la biomasa). No obstante,
en nuestros ensayos se evidencid una incidencia practicamente nula de deformaciones
corporales cuando las dietas comerciales formuladas para otras especies se
suplementaron con nauplius o quistes de Artemia, indicando que el uso de dietas
equilibradas puede tener mayor transcendencia para la reduccion del nimero de
juveniles deformes.

Tras establecer posibles protocolos de alimentacién durante la etapa juvenil con
nauplius o quistes de Artemia, solos o como suplemento de dietas comerciales
formuladas para otras especies piscicolas, Garcia et al. (2015) formularon y fabricaron
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una dieta practica seca basada en los conocimientos disponibles sobre juveniles de
tenca, pero no en todos los ingredientes, ya que se utilizd una premezcla de vitaminas y
minerales para salmonidos. Posteriormente, Gonzalez-Rodriguez et al. (2014a)
definieron una composicion de vitaminas y minerales mejor adaptada para la tenca.
Asimismo, se determinaron los niveles éptimos de proteina, entre 50-52%, (Gonzalez-
Rodriguez et al. 2014b) y de lipidos (Sdez-Royuela et al., 2015) entre 8 y 10%, utilizando
harina y aceite de pescado como fuente proteica y lipidica, respectivamente. Todo ello
ha permitido disponer de una dieta practica base relativamente bien equilibrada para
juveniles de tenca que, aportada como Unico alimento, ha permitido tasas muy altas de
supervivencia, aceptables ritmos de crecimiento y porcentajes muy bajos de animales
deformes.

Sobre esta dieta ha sido posible realizar estudios de nutricidn, cuyo objetivo es
posibilitar la fabricacidn industrial de dietas compuestas especificas, todo ello dentro de
una utilizacién de ingredientes acorde con las recomendaciones para una acuicultura
sostenible. En este sentido, en el marco del proyecto del Plan Nacional de I+D+i ref.
AGL2010-16554 se realizaron ensayos con fuentes proteicas alternativas a la harina de
pescado. Entre las materias primas de origen animal se incluyeron harinas de plumas
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2014a) y subproductos de pollo (Gonzalez-Rodriguez et al.,
2016b). La harina de subproductos de pollo ha permitido reemplazar hasta un 25% de
harina de pescado sin efectos negativos sobre la supervivencia y el crecimiento, pero su
deficiencia de metionina y su alto contenido de grasa (19-20%) limitan severamente su
inclusion.

Respecto a las alternativas de origen vegetal, se ha probado la harina de soja (Garcia
et al., 2015), el concentrado proteico de soja (Gonzalez-Rodriguez et al., 2014c) y el de
guisante (Gonzdlez-Rodriguez et al., 2016a). Se puede sustituir hasta el 25% de harina
de pescado por proteina de harina de soja (Garcia et al., 2015) y esta sustitucién puede
llegar al 45% utilizando concentrado proteico de soja (Gonzdlez-Rodriguez et al., 2014c).
Los aminoacidos mas limitantes para niveles mas altos de sustitucion fueron la
metioninay la arginina. El concentrado proteico de guisante ha permitido sustituir hasta
el 35% de harina de pescado (Gonzdlez-Rodriguez et al., 2016a). En este caso,
nuevamente la metionina y la arginina fueron los aminodcidos mas limitantes. En
conjunto, se han probado algunas fuentes alternativas de proteina mientras que se
desconocen las posibilidades de sustitucidn del aceite de pescado.

3.4. Perspectivas de futuro

Actualmente, la principal limitacién para aumentar la produccién de la tenca es el
déficit de juveniles con fines de engorde y repoblacién. Por ello, es indispensable
desarrollar técnicas de cultivo para juveniles dentro de su primer afio de vida bajo
condiciones controladas, centrandose principalmente en la alimentaciéon como un factor
esencial.

En proyectos de investigacidn previos se ha establecido la formulacién y posterior
fabricacion de una dieta practica base especifica para juveniles de tenca determinando
necesidades de lipidos (utilizando aceite de pescado) y de proteina (utilizando harina de
pescado), que ha sido utilizada con buenos resultados. Esto ha permitido evaluar
posibilidades de sustitucién de harina de pescado por otros ingredientes de origen
vegetal como la harina de soja, el concentrado proteico de guisante y el concentrado
proteico de soja. Sobre esta base y considerando ademas la necesidad de reducir el
consumo de aceite de pescado como principal fuente de lipidos en los piensos para
especies acuaticas, se plantearon los objetivos del presente plan de investigacion.
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4. OBJETIVOS

La finalidad de esta Tesis Doctoral fue avanzar en la formulacién y fabricacién de
una dieta especifica y sostenible para juveniles de tenca evaluando las posibilidades de
sustitucion de la harina de pescado y del aceite de pescado por fuentes alternativas de
proteina vy lipidos. Los objetivos especificos fueron:

1.- Evaluar las posibilidades de incrementar los niveles de sustituciéon de harina de
pescado por concentrado proteico de soja mediante suplementacidon con metionina
y arginina sin afectar la supervivencia y el crecimiento de los juveniles de tenca.

1. Evaluar las posibilidades de incrementar los niveles de sustitucién de harina de
pescado por concentrado proteico de guisante mediante suplementacion con
metionina sin afectar la supervivencia y el crecimiento de los juveniles de tenca.

2. Evaluar los efectos de la sustitucidn parcial o total de aceite de pescado por una
mezcla de aceites vegetales sobre la supervivencia, crecimiento y composicion
corporal de los juveniles de tenca.

3. Evaluar los efectos de la sustitucion parcial o total de aceite de pescado por aceite
de camelina sobre la supervivencia, crecimiento y composiciéon corporal de los
juveniles de tenca.

Estos objetivos estdn incluidos en el proyecto “Cria de la tenca (Tinca tinca L.)
durante las etapas larvaria-postlarvaria y juvenil en condiciones controladas: dietas
compuestas y alternativas para una acuicultura sostenible” referencia AGL-2015-64202-
R (MINECO/FEDER).

La informacion obtenida permitird establecer las bases de composicién analitica e
ingredientes adecuados para dietas compuestas especificas para la tenca durante la
etapa juvenil y ofrecer diversas posibilidades de utilizaciéon de fuentes alternativas de
proteinay de lipidos a fin de lograr una acuicultura sostenible y compatible con el medio
ambiente.
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5. ANIMALES, INSTALACIONES Y PROCEDIMIENTO BASICO DE EXPERIMENTACION.
5.1. ANIMALES E INSTALACIONES

Los estudios de esta Tesis se llevaron a cabo en el laboratorio de acuicultura del
Departamento de Produccion Animal de la Universidad de Ledn, ubicado en la Facultad
de Veterinaria (Fotografia 7).

Fotografia 7. Vista general de las instalaciones del laboratorio de acuicultura (Fuente:
Departamento de Produccién Animal).

Durante los meses de mayo y junio, se seleccionaron reproductores maduros
procedentes de la piscifactoria Tencas de Babilonia ubicada en la provincia de Caceres.
Tras su traslado al laboratorio, las larvas se obtuvieron mediante las técnicas de
reproduccién controlada (Fotografia 8) descritas por Rodriguez et al., (2004). Desde el
quinto dia post eclosion se alimentaron con quistes frescos decapsulados de Artemia
salina durante un periodo de 2 meses. Posteriormente, se realizé una transicién durante
dos semanas, con el objetivo de proporcionar como Unico alimento la dieta extrusionada
control propuesta por Gonzalez-Rodriguez et al (2014a) y Garcia et al (2015), que se
utilizé hasta el inicio de los estudios.

Se llevaron a cabo 4 experimentos de 90 dias de duracién: dos de sustitucién de
harina de pescado por fuentes proteicas de origen vegetal suplementadas con
aminodcidos esenciales y dos de sustitucidn de aceite de pescado por aceites vegetales.
En todos, los juveniles, procedentes de, al menos, 8 reproductores, fueron distribuidos
al azar entre los diferentes grupos experimentales. Las instalaciones de acuicultura eran
abastecidas con agua procedente de un pozo artesiano cuyos parametros de calidad se
analizaban periédicamente en nuestro laboratorio. Los valores medios de las
caracteristicas fisicoquimicas mas relevantes del agua a la entrada de las instalaciones
de experimentacién fueron pH = 7.5, dureza total = 5.3 2dH (calcio 32.8 mg/L), sélidos
totales en suspension = 35 mg/L. Cada semana, se median el oxigeno disuelto, el amonio
y los nitritos del agua de los tanques donde se encontraban los animales. Las medidas
de oxigeno se realizaron con un oximetro HACH HQ30d (Hach Lange GMBH, Vigo,
Espaiia) y los valores oscilaron entre 5.7 y 7.2 mg/L. El amonio y los nitritos midieron con
un espectrofotometro HACH DR 2800 (Hach Lange GMBH, Vigo, Espafia) mostrando
valores inferiores a 0.1 mg/L y 0.013 mg/L, respectivamente.
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Fotografia 8. Fecundacion artificial: extraccién de semen (Fuente: Departamento
de Produccion Animal).

Para el mantenimiento de los animales, se utilizaron tanques de fibra de vidrio
aglomerada con poliéster (0.5 x 0.25 x 0.25 m) con una capacidad de 25 litros. El régimen
de circulacién del agua fue en sistema abierto, de modo que cada tanque tenia su propia
entrada de agua con un flujo continuo de 0.3 L/min y una salida provista con una malla
de 250 um a fin de evitar posibles pérdidas de alimento durante el desarrollo de los
experimentos. Ademads, cada tanque disponia de una ligera aireacién (Fotografia 9). La
temperatura se registraba dos veces al dia manteniéndose valores de 25 °C £ 1 °C. En
todos los casos, el fotoperiodo fue de 16 horas luz/ 8 horas oscuridad.

Fotografia 9. Vista superior de un tanque (Fuente: Departamento de Produccién

Animal).

Cada dos dias se limpiaban los tanques mediante sifonado y los filtros con agua a
presion. Al finalizar cada prueba, se limpiaban, desinfectaban con hipocloruro sédico y
se dejaban secos.
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5.2. DIETAS Y ALIMENTACION.

La dieta practica propuesta por este grupo de investigacién (Gonzalez-Rodriguez et
al. 2014a; Garcia et al. 2015) se utilizé como control. (Fotografia 10). A partir de ella, se
formularon las diferentes dietas de los cuatro estudios de esta Tesis Doctoral.

Fotografia 10. Dieta practica (Fuente: Departamento de Produccion Animal).

Para su fabricacion, se utilizd una mezcladora STEPHAN UMCS para homogeneizar
los ingredientes (Fotografia 11). La mezcla resultante se introducia en una extrusora
BRABENDER KE19/25D, a un rango de temperatura entre 90 y 110 °C (Fotografias 12 y
13). Los pellets obtenidos, con un didmetro de 1 mm, se secaban en una campana de
flujo laminar durante 24 horas a una temperatura de 30 °C y después se cubrian con la
mezcla de aceites de cada férmula. Una vez finalizado el proceso, los piensos se
almacenaban a 3-4 °C, hasta su aporte a los animales.

Fotografia 11. Mezcladora STEPHAN UMCS5 (Fuente: Departamento de Produccidn
Animal).
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Fotografia 12. Extrusora BRABENDER KE19/25D (Fuente: Departamento de Produccién
Animal).
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Fotografia 13. Pantalla mostrando la rampa de temperaturas durante el proceso de
extrusion (Fuente: Departamento de Produccién Animal).

Las dietas se suministraron manualmente tres veces al dia: a las 10, 14 y 18 horas
hasta saciedad aparente.

5.3. ANALISIS DE DIETAS Y ANIMALES.

Tras la elaboracidn de los piensos, se tomd una muestra de 50 g para analizar su
composicidon proximal y, dependiendo del experimento, perfil de aminoacidos o de
acidos grasos. Al comienzo y al final de cada estudio se tomd una muestra de juveniles
de los distintos tratamientos para realizar los analisis mencionados anteriormente.
Previamente, los animales se mantuvieron en ayunas durante 14 horas. Las muestras se
almacenaron a -30°C hasta su analisis.
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Los analisis se realizaron por duplicado en el laboratorio Analiza Calidad (Burgos,
Espaia) siguiendo el Regulacion 152/2009 de la Comisién Europea mediante la
metodologia que se describe a continuacién:

- Humedad: por secado a 105 °C.

- Proteina: con el método Kjeldahl.

- Lipidos: por extraccién con petréleo ligero y destilacién adicional.
- Cenizas: por calcinacién a 550°C.

- Energia bruta: segun la regulacién de la UE 1169/2011.

- Hidratos de carbono: célculo mediante diferencia entre peso hiumedo total y el
contenido de humedad, proteinas, lipidos y cenizas.

El perfil de aminodcidos se analizé con HPLC utilizando el método AccQTag de
Waters (Milford, MA, EE. UU.). Los aminoacidos se derivatizaron con reactivo de
carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo (AQC) por el método de Cohen 'y
Michaud (1993) y Cohen y De Antonis (1994), detectados por el Detector de Absorbancia
Dual A Waters 2487 de Waters (Milford, MA, USA) a 254 nm y cuantificados con el
software Empower Pro 2.0 de Waters (Milford, MA, USA). El perfil de acidos grasos se
analizé mediante cromatografia de interaccion hidrofilica usando el método AccQTag de
Waters (Milford, MA).

5.4. RECOGIDA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO.

Con el fin de garantizar una longitud y peso iniciales medios similares en todos los
tanques, el tamafio de la muestra se calculd suponiendo un nivel minimo aceptable de
potencia estadistica del 80% (Buhjel, 2008). Antes de la distribucion en los diferentes
grupos experimentales, se midié en una muestra de 120 individuos la longitud total (LT)
y el peso (P).

Para facilitar el manejo y minimizar los potenciales dafios derivados de su
manipulacién durante estas mediciones, los juveniles se anestesiaron con metasulfato
de tricaina MS-222 (Ortoquimica S.L, Barcelona, Espafia).

La longitud total de cada individuo se midié con un calibre digital Sylvac con una
precision de #0.01 mm (Fotografia 14) y, previa eliminaciéon del agua con papel
absorbente, se registro el peso con una balanza COBOS M-150-SX con una precision de
10.001 g (Fotografia 15). Asimismo, se registrd la biomasa inicial de cada tanque.

Fotografia 14. Medicion de longitud total (Fuente: Departamento de Produccién
Animal).
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Fotografia 15. Medicion de peso (Fuente: Departamento de Produccién Animal).

En todos los experimentos, el disefio fue unifactorial, siendo la variable
independiente el diferente nivel de sustitucidon de harina o aceite de pescado (que a su
vez afectéd al perfil de aminodcidos y acidos grasos). Por cada tratamiento, se
establecieron tres réplicas que correspondian a tres tanques con 30 juveniles/tanque.

Cada 30 dias, se tomaba una muestra representativa de cada réplica (el 50% del
total) con objeto de registrar la longitud total y peso de cada individuo. Al finalizar, los
experimentos, en todos los casos de 90 dias, se midieron y pesaron individualmente los
juveniles y se registrd la biomasa final de cada tanque. Asimismo, se cuantificod el
numero de animales con deformidades externamente visibles, que afectaron
mayoritariamente al opérculo y a la espina dorsal (Fotografias 16 y 17).
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Fotografia 16. Juvenil de tenca con deformacién del opérculo (Fuente: Departamento
de Producciéon Animal).
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T

Fotografia 17. Juvenil de tenca con deformacién de la espina dorsal (Fuente:
Departamento de Produccion Animal).

Con los resultados obtenidos se calcularon los siguientes indices:
- Porcentaje de supervivencia (%): n2 final de juveniles / n2 inicial de juveniles x100.
- Tasa de crecimiento especifico, TCE (%) = (Ln P final (g) — Ln P inicial (g)) x 100/ dias.

- Indice de conversién del alimento, IC = Alimento suministrado (g)/ (P final (g) — P inicial
(g)) (Fornshell y Hinshaw, 2008).

- Factor de condicién, K = P final (mg)/ LT (mm)3.
- Incremento de longitud total diario, ILT (mm/ dia): LT final-LT inicial/dias
- Ganancia de biomasa, GB (g) = Biomasa final por tanque — Biomasa inicial por tanque.

Diariamente, se inspeccionaban cuidadosamente los tanques para verificar el
correcto mantenimiento de las condiciones de experimentacién, asi como para retirary
anotar los animales muertos. Se hicieron observaciones sobre el consumo de alimentos
y el comportamiento de los juveniles durante las tareas de suministro de alimentos y
limpieza de tanques.

Para la realizacidon de los estudios estadisticos, se utilizé el programa SPSS 16.0
(SPSS Inc. Chicago, IIL., USA). Las comparaciones entre los tratamientos de los diferentes
experimentos fueron realizadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA) seguido por
un analisis de contraste de polinomios y, en su caso, de regresién. La comparacion de
medias se llevé a cabo por el método Tukey y el nivel de significacidon establecido fue
siempre p < 0.05. Los porcentajes fueron transformados al arcoseno previamente a los
analisis estadisticos.
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6.1. ESTUDIO I: SUPERVIVENCIA, CRECIMIENTO Y COMPOSICION CORPORAL DE
JUVENILES DE TENCA (Tinca tinca L.) ALIMENTADOS CON DIETAS CON DIFERENTES
PORCENTAJES DE SUSTITUCION DE HARINA DE PESCADO POR CONCENTRADO DE
PROTEINA DE SOJA SUPLEMENTADO CON METIONINA Y ARGININA.

Growth and feed utilization of juvenile tench (Tinca tinca L.) given diets in which soy
protein concentrate replaces fishmeal and methionine and arginine are used as amino
acid supplements.

José M. Carral, Teresa Garcia, Maria Sdez-Royuela, Jesus D. Celada, Lidia Marafia

Journal of Applied Aquaculture
https://doi.org/10.1080/10454438.2021.1914266

6.1.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

El concentrado proteco de soja (CPS) se ha incluido como sustituto de la harina de
pescado en dietas de diversas especies piscicolas marinas y continentales, mostrando
una gran variabilidad de resultados, dependiendo de la especie, el tamafio y la
suplementacion con aminoacidos (Tabla 1).

En juveniles de tenca, Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c) compararon ocho dietas
practicas con diferente nivel de sustitucion de harina de pescado por CPS. Después de
90 dias, el crecimiento fue similar en los juveniles alimentados con la dieta control y
aquellos alimentados con dietas donde se sustituyé el 45% de harina de pescado (295 g
CPS kg™'). Sin embargo, cuando recibieron dietas con mayor contenido de CPS (55 % al
100% de sustitucion de harina de pescado), el crecimiento fue significativamente
inferior. Al comparar el contenido de aminoacidos esenciales (AAE) de las dietas, se
evidencid una disminucion significativa de metionina y arginina con un nivel de
sustitucion del 55 % o superior, sugiriendo una posible deficiencia de ambos como la
causa principal de la reduccién del crecimiento.

Por ello, se planted evaluar si la sustitucion parcial (superior al 45%) o total de la
harina de pescado con concentrado proteico de soja suplementado con metionina y
arginina seria factible sin afectar la supervivencia y el crecimiento de juveniles de tenca.

6.1.2. Material y Métodos

Se realizdé un experimento de 90 dias en el que 630 juveniles de tenca de cuatro
meses (LT inicial: 20.7 £ 0.14 mm; P medio inicial: 0.122 mg + 0.005 mg) se alimentaron
con siete dietas que diferian en el nivel de sustitucién de harina de pescado por
concentrado proteico de soja: 0% (dieta control), 45%, 55%, 65%, 75%, 85% o 100%,
correspondientes a 0, 312, 383, 451.6, 521.7, 590 y 695 g CPS kg™ de dieta,
respectivamente.

Segun los datos proporcionados por las empresas, el CPS se obtuvo mediante la
extraccién con etanol acuoso de harina de soja, mientras que la harina de pescado
procedia de anchoveta. Las siete dietas fueron formuladas para obtener un contenido
similar de proteina y energia.

Bajo la hipdtesis de una posible deficiencia de aminoacidos esenciales propuesta
por Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c), las dietas se suplementaron con arginina y
metionina a partir del nivel de sustitucién del 55% con objeto de proporcionar la misma
cantidad de AAE que la dieta control. La formulacién de las dietas se incluye en la Tabla
2.
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Tabla 1. Cantidad de concentrado de proteina de soja (CPS) incluida en la dieta sin
efectos negativos en los parametros de crecimiento en especies piscicolas marinas y

continentales.

Autores Especies marinas Pinicial CPS(gkg?) Suplementacion AAE
Day y Gonzalez (2000) Rodaballo (Scophthalmus maximus) 13 185 Met
Deng et al. (2006) Lenguado Japonés (Paralichthys 2.45 <159 Met, Lys, Leu, Val, Thr
olivaceus)
Chatzifotis et al. (2008) Denton comun (Dentex dentex) 35.4-39.8 223.2 Tau
Li et al. (2015) Lenguado estrellado (Platichthys stellatus) 12.76 279.2 Mety Lys
Salze et al. (2010) Cobia (Rachycentron canadum) 81.7-104 494 Met, Lys y Tau
Raggi et al. (2019) Cobia 122-132 210* Met, Lys y Tau
Ngandzali et al. (2011) Besugo negro (Acanthopagrus schlegelii) 10.7 249.2 Ninguna
Kalhoro et al. (2018) Besugo negro 5.53 503.2 Met
Burr et al. (2012) Salmén del Atlantico (Salmo salar) 315 216.4* Met, Lys, Thr, Tau
Quintero et al. (2012) Pémpano de Florida (Trachinotus 8.2 120 Ninguna
carolinus)
Bowyer et al. (2013) Pez rey cola amarilla (Seriola lalandi) 5-10 200 Mety Lys
Wu et al. (2015) Pémpano dorado (Trachinotus ovatus) 14-14.8 160 Ninguna
Mohd Faudzi et al. (2018) Mero hibrido (Epinephelus lanceolatus x 6.1 424 Tau
E. fuscoguttatus)
Chen et al. (2019) Mero hibrido 8 90 Ninguna
Biswas et al. (2019) Besugo rojo (Pagrus major) 2 300 Tau
Especies continentales
Kaushik et al. (1995) Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) 83 620 Met
Stickney et al. (1996) Trucha arcoiris 12 325 Met, Lysy Tre
Mambrini et al. (1999) Trucha arcoiris 103- 319.5 Met
105
Vielma et al. (2000) Trucha arcoiris 252 315%* Met y Lys
Barrows et al. (2007) Trucha arcoiris 38 322.2 Mety Lys
Burr et al. (2012) Trucha arcoiris 19.5 121.2 Met, Lys, Thry Tau
Collins et al. (2012) Trucha arcoiris 610.8 300 Met
Espirito Santo et al. (2015) Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) 10 493 Ninguna
Zhang et al. (2019) Anguila de campo de arroz (Monopterus 25.6 255 Ninguna
albus)
Escaffre et al. (1997) Carpa comun (Cyprinus carpio) 0.62 200-400 Ninguna
Gonzalez-Rodriguez et al. Tenca (Tinca tinca) 0.4 285 Ninguna

(2014b)

* Cantidad maxima de CPS de las dietas usadas en el estudio.
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Tabla 2. Formulacion de las dietas practicas con diferentes niveles de sustituciéon de
harina de pescado por concentrado proteico de soja (CPS) (g kg™* dieta).

% Sustitucion

Ingredientes (g kg?) 0 45 65 75 85 100
Harina de pescado ® 645 355 226 161 97 0
Concentrado proteico de soja ® 0 312 451.6 521.7 590 690
Harina de maiz © 1556 131.5 102.7 94.5 86.8 75.1
Quistes Artemia decapsulados © 100 100 100 100 100 100
Carboximetilcelulosa © 30 30 30 30 30 30
Aceite de higado de bacalao f 30 30 30 30 30 30
L-ascorbil-2-monofosfato-Na & 5 5 5 5 5 5
Fosfato dicalcico ¢ 10 10 10 10 10 10
Cloruro de colina & 3 3 3 3 3 3
Lecitina de soja " 11 12.5 12.5 125 125 125
Cloruro sédico ! 1 1 1 1 1 1
Premix vitaminico-mineral } 10 10 10 10 10 10
Metionina & 0 0 9.2 10.3 11.7 134
Arginina & 0 0 9 11 13 15

aSkretting Espafia S.A., Ctra. de la Estacion s/n 09620 Cojobar. Burgos. Espafia.

5C.D.A. S.L., Pol. Ind. El Estanquillo. Burguillos. Sevilla. Espafia.

¢Adpan Europa S.L., ES-33186 El Berrdn. Siero. Asturias. Espafia.

dINVE Aquaculture Nutrition. Hoogyeld 91. Dendermonde. Bélgica.

eHelm Iberica S.A., ES-28108 Alcobendas. Madrid. Espafia.

fAcofarma distribution S.A., ES-08223 Terrassa. Barcelona. Espafia.

eCargill, ES-28720 Colmenar Viejo. Madrid. Espafia.

"Biover N.V., Monnikenwerve 109. B-8000 Brugge. Bélgica.

iUnién Salinera de Espafia S.A., ES-28001 Madrid. Espafia.

iPremix de minerales y vitaminas (mg kg™): inositol, 50000; tiamina, 500; riboflavina, 800; niacina, 5000; piridoxina, 1500;
adcido pantotenico, 5000; biotina, 150; acido fdlico, 3500; cianocobalamina, 5; retinol, 2400; a-tocoferol, 30000; colecalciferol,
6.25; naftoquinona, 5000; hidroxitolueno butilado, 1500; MgS04-7H20, 300000; ZnSOs-7H20, 11000; MnSO4-H-0, 4000; CuSO4-
5H:0, 1180; CoS04, 26; FeS04-7H20, 77400; K, 340; Na,SeOs, 68.

6.1.3. RESULTADOS

La composicion proximal y el perfil de aminodcidos de las principales fuentes proteicas
incluidas en las dietas se presentan en la Tabla 3.

El andlisis proximal y el perfil de aminoacidos de las dietas se recogen en las Tablas 4 y 5.
Se observd una reduccion lineal significativa del contenido de lipidos y cenizas cuando aumentd
la inclusién de CPS. Cuando el porcentaje de sustitucion de harina de pescado aumentd, el
contenido de histidina, lisina y tirosina disminuyd, mientras que el de leucina, fenilalanina,
aspartato, cisteina, glutamato y prolina aumenté (p < 0.05).
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Tabla 3. Composicién proximal y perfil de aminoacidos de la harina de pescado (HP) y
del concentrado proteico de soja (CPS) (g kg™'). Los andlisis se realizaron por duplicado.

Composicion proximal HP CPS
Humedad 75+2.8 7228
Proteina bruta 668 + 11.3 620+ 7.1
Lipidos totales 96+ 5.6 8.0+0.7
Carbohidratos - 198 +7.1
Cenizas 161 +4.2 68.0 £ 5.6
Energia (MJ) 14.0+0.1 13.6 £ 0.2

Aminoacidos esenciales

Arginina 57.2+0.3 41003
Histidina 36.0 £ 0.6 29.5+0.6
Isoleucina 23304 25.0+0.3
Leucina 443 +04 55.2+0.6
Lisina 51.5+0.7 420+1.1
Metionina 28.2+0.4 8.7+0.6
Fenilalanina 28 + 0.6 39.5+0.7
Treonina 241 +04 26.0+0.4
Triptéfano 7.1+03 9.8+0.7
Valina 28.2+03 31.5+0.6

Aminoacidos no esenciales

Alanina 434+ 0.6 33.0+04
Aspartato 67.8+1.0 80+1.3
Cisteina 6.0+0.1 10.4 £ 03
Glutamato 85.4 £ 0.7 130.0 + 3.5
Glicina 489 +1.1 27.7£0.8
Prolina 28.4+0.6 420+1.1
Serina 30.5+0.7 37.6 £ 0.6
Tirosina 23.1+04 22.0+0.6

Valores: media + desviacidén estandar.

A partir de las observaciones del comportamiento de los juveniles, las dietas fueron
ingeridas por igual durante todo el experimento, independientemente de la cantidad de
CPS. Al comienzo del experimento, se observé un comportamiento anormal (natacién
lateral cerca de la superficie del agua y de forma erratica) e hinchazén abdominal, que
afectaba a los juveniles alimentados con las dietas con 65-100% de sustitucion (12.2 %,
23.3 %, 21.1 % y 17.8 % de peces, respectivamente). Los sintomas desaparecieron
espontaneamente después de un periodo promedio de 20 dias, sin mortalidad.
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Tabla 4. Composicion proximal de la dieta control y las dietas con diferentes niveles de
sustitucion de harina de pescado por concentrado proteico de soja (CPS)(g kg™ de
pienso). Los andlisis se realizaron por duplicado.

% Sustitucién 0 45 55 65 75 85 100 ESM ANOVA
Humedad 74.5 74.2 74.1 73.8 74.6 75.6 746 1.33 1.000
Proteina 495.3 492.5 493.1 493.2 492.2 493.2 4935 1.95 1.000
Lipidos 108.12 98.02b 92.0 89.0°b¢ 85.6b¢  79.5¢ 73.7¢ 3.09 0.003

Carbohidratos 188.72 234.8b 246.2> 253.8bc  263.9bcd  280.7¢d 295.4c 9.14 0.000

Cenizas 133.42 100.5P 94.6" 90.2b 83.7b¢  74.0bc 62.8¢ 5.95 0.000

Energia (MJ/kg) 15.6 15.4 153 153 153 153 15.1 0.20 0.953

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado.
La ausencia de superindices dentro de una fila representa diferencias no significativas (p > 0.05).

Las diferencias de crecimiento entre los juveniles alimentados con diferentes dietas
no fueron significativas después de 30 dias (valores medios de LTy P =27.02-28.12 mm;
0.32-0.37 g) ni después de 60 dias de experimento (valores medios de LT y P 32.20-
37.01 mm; 0.56-0.68 g). Se lograron aumentos medios de LT del 33% y 67% después de
30y 60 dias, respectivamente. El peso casi se triplicd a los 30 dias, mientras que a los 60
dias fue 5 veces mayor.

Las tasas de supervivencia, los datos de crecimiento y el porcentaje de animales con
deformidades externamente visibles tras 90 dias se presentan en la Tabla 6. No hubo
diferencias entre las tasas de supervivencia, que fueron cercanas al 100%. Con respecto
al crecimiento, los juveniles alimentados con la dieta control y con las dietas de
sustitucion de 45% y 55% (312 y 383 CPS kg%, respectivamente) alcanzaron una LT
significativamente mas alta que aquellos alimentados con mayores porcentajes de
sustitucion. En cuanto al peso, solo se encontraron diferencias significativas entre la
dieta control y la del 75% de sustitucion. El ILT y el TCE mostraron una disminucién
significativa cuando los animales fueron alimentados con niveles de sustitucién del 65 %
y superiores. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos para K (1.31-1.37).
El porcentaje de peces con deformidades externamente visibles estuvo entre 0% y 9.3%
con mayor incidencia (p< 0.05) en los tratamientos de 75%, 85% y 100% de sustitucion.
Las deformidades afectaron al opérculo y a la espina dorsal en su zona caudal.

La Tabla 7 recoge los datos de composicion proximal y el perfil de aminodcidos en
el cuerpo entero de los juveniles al principio y al final del experimento.
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Tabla 5. Perfil de aminodcidos de la dieta control y de las dietas con diferentes niveles
de sustitucion de harina de pescado por concentrado proteico de soja (CPS) (g kg™ de

pienso). Los analisis se realizaron por duplicado.

% Sustitucion 0 45 55 65 75 85 100 ESM ANOVA
AAE

Arg 45.0° 37.2b 45.4-2 4532 45.25° 45.42 45.32 0.80 0.000
His 23.82 21.7b 21.9bc  20.5bcd 20.2¢d 19.7d 18.9¢ 0.43 0.000
lle 15.6 15.7 15.8 15.9 15.9 16.1 15.9 0.27 0.000
Leu 31.72 32.32b 32.8bc 33,1 bed 33.7¢d 34.04 35.1¢ 0.30 0.000
Lys 34.6° 30.8° 30.0b¢ 29.3¢ 28.7¢d  27.8¢% 26.8¢ 0.65 0.000
Met 20.82 13.4b 20.62 20.72 20.6° 20.72 20.6° 0.71 0.000
Phe 20.62 21.43b 22.0bc 22.8¢d 23.5de 24.1¢f 249f 0.40 0.000
Thr 16.2 16.4 16.3 16.4 16.5 16.6 16.5 0.67 0.909
Trp 4.6 4.4 4.7 4.8 4.9 5.0 5.2 0.08 0.159
Val 19.2 19.4 19.4 19.7 19.8 19.9 20.1 0.09 0.052
AANE

Ala 27.28 25.45 24.6¢ 23.74 22.9¢ 22.3¢° 21.2f 0.52 0.000
Asp 47.32 47.6° 47.9% 48.9bc 49.3¢ 50.0¢d 50.9¢ 0.35 0.000
Cys 4.22 5.2b 5.5b 5.8b¢ 6.0 bc 6.1 bc 6.7¢ 0.21 0.001
Glu 47.92 68.1b 70.7¢ 73.64 75.8¢ 78.6f 82.68 2.90 0.000
Gly 42.5° 25.8b 24.2¢ 22.8¢ 21.3d 19.8¢ 17.7f 2.11 0.000
Pro 21.22 22.3b 23.2b¢ 23.9¢d 24.7de 25.3¢ 26.7f 0.48 0.000
Ser 21.92 2232 2192 22.82b 23.12b 23.43 239°b 0.21 0.010
Tyr 10.22 14.90 14.6° 14.72b 14.3b 14.2b 14.0° 0.42 0.000

Valores presentados como medias. ESM: error estdndar combinado de la media.

La ausencia de superindices dentro de una fila representa diferencias no significativas (p > 0.05).
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La inclusion de CPS condujo a una disminucidn significativa en el contenido de
lipidos en comparacion con los peces alimentados con la dieta control. Aunque las dietas
proporcionaron un contenido significativamente diferente de seis AAE y de todos los
AANE (Tabla 5), el perfil corporal de aminoacidos solo se vio afectado en lisina, aspartato
y cisteina.

Tabla 6. Tasa de supervivencia, resultados de crecimiento y porcentaje de deformidades
externamente visibles en juveniles de tenca alimentados con dietas con diferentes
niveles de sustitucién de harina de pescado por concentrado proteico de soja (CPS) tras
90 dias.

Contraste
polinémico

% Sustitucion 0 45 55 65 75 85 100 ESM ANOVA Llineal

Supervivencia (%) 99.0 97.9 97.9 99.0 97.8 99.0 99.0 0.466  0.983 0.795

LT (mm) 45242 44477 p590a 4275 4570 42830 42945 0209  0.000 0.000
P (g) 1312 ti.zsa 1.30° ;.1zab 1.06> 1.3 1.12% 0.199  0.001 0.000
TCE (% dia?) A 2542 252 2538 236b 2346 2426 240> 0017  0.002 0.001
ILT (mm dial) & 0275 0.26® 0.27@ 024> 024> 024> 0.25° 0.002 0.000 0.000
K¢ 133 137 132 134 132 131 135 0006 0.162 0.428
ICP 127 1322 129 141 146 138 141 0267 0.072 0.047
Peces deformes (%)  0° 326 0o 3.2 8.6 93¢ 93¢ 1.083  0.012 0.000

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado. La ausencia de superindices en la misma fila
representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05).

A Tasa de crecimiento especifico (% d1) = 100 x [(In P final - In P inicial) x dias™)].

B Incremento diario de longitud total (mm dia1) = (LT final-LT inicial) x dias!

CFactor de condicion = 100 x (P x LT-3).

D {ndice de conversién del alimento = total alimento suministrado x ganancia de peso 1.

6.1.4. DISCUSION

El nivel de inclusién de CPS en dietas sin efectos negativos en el crecimiento
muestra una gran variabilidad entre especies. En peces marinos, los valores oscilan entre
90 (Chen et al. 2019) y 503 g kg (Kalhoro et al. 2018), mientras que en peces de agua
dulce se encuentran entre 121.2 (Burr et al. 2012) y 620 g kg* (Kaushik et al. 1995). En
nuestro estudio, los juveniles de tenca toleraron hasta 383 g kg de CPS, valor cercano
a los mas elevados en otras especies carnivoras.

Segun las revisiones de Daniel (2018) y Gyan et al (2019), las principales limitaciones
para el uso de harina de soja como sustituto de la harina de pescado en alimentos
acuicolas son la baja palatabilidad, la composicién desequilibrada de aminodcidos
esenciales, la presencia de factores antinutricionales y la baja digestibilidad. De acuerdo
con nuestras observaciones, los juveniles de tenca aceptaron por igual todas las dietas
y, por tanto, parece que la inclusion de CPS no afectdé a la palatabilidad. Este hecho
podria estar relacionado con la eliminacién del sabor amargo durante el proceso de
produccién de CPS mediante la extraccidn acuosa con etanol a partir de la harina de soja
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(Morr y Ha 1991) y su consiguiente mejora en la palatabilidad (Gatlin et al., 2007; Cruz-
Sudrez et al., 2009), haciendo las dietas atractivas para la tenca.

Tabla 7. Composicidn proximal y perfil de aminodcidos del cuerpo entero de juveniles
de tenca alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucidn de harina de
pescado por concentrado proteco de soja (CPS) (g kg'). Los andlisis se realizaron por
duplicado.

% Sustitucion ESM  ANOVA ﬁﬁﬂﬁ?ﬁfﬁo

Inicial @ 0 45 55 65 75 85 100 Lineal
Humedad 782.0+11.5 744.0 748.8 755.3 764.1 760.2 757.6 743.0 272 0.246 0.371
Proteina 144.8+7.3 162.9 161.1 161.2 162.4 160.3 165.5 159.7 1.13 0.928 0.833
Lipidos 34.2+2.8 66.2° 49.3° 50.4° 50.2° 50.5° 48.3° 48.1° 1.80 0.018 0.001
Cenizas 25.1+2.7 25.6 253 23.8 23.6 211 215 21.6 0.67 0.410 0.053
AAE
Arginina 10.6x0.3 11.5 111 114 114 11.3 11.5 11.5 0.76 0.874 0.856
Histidina 5.6+0.3 7.5 7.7 7.0 7.6 7.0 6.8 6.6 0.13 0.109 0.024
Isoleucina 2.6+0.3 4.5 3.9 4.3 4.4 4.3 4.5 4.4 0.09 0.656 0.868
Leucina 8.7+0.4 10.5 9.9 10.2 10.4 10.2 10.8 10.9 0,13 0.424 0.298
Lisina 13.2+0.4 16.6%° 15.6° 16.2% 16.5% 17.1% 17.2% 17.6° 0.19 0.027 0.014
Metionina 2.6+0.1 4.9 4.3 4.8 4.4 4.1 4.5 4.9 0.11 0.395 0.577
Fenilalanina 5.7+0.4 6.2 5.8 5.9 6.3 6.3 6.5 6.8 0.10 0.124 0.048
Treonina 43104 4.3 4.6 4.4 4.4 5.1 5.3 5.4 0.14 0.052 0.006
Triptéfano 0.1+0.0 0.7 0.7 0.7 0.6 0.6 0.6 0.6 0.02 0.792 0.214
Valina 5.0+0.1 5.1 5.0 5.5 5.6 5.5 5.8 5.6 0.09 0.227 0.037
AANE
Alanina 8.1+0.3 10.1 9.9 9.2 9.3 9.8 10.1 10.0 0.11 0.069 0.842
Aspartato 12.71£0.3 15.4° 15.6° 16.4% 16.5% 17.3b¢ 17.8b¢ 18.1¢ 0.28 0.001 0.000
Cisteina 0.9+0.1 1.8° 1.5% 1.2 0.9° 1.1%® 0.8° 0.7° 0.11 0.012 0.000
Glutamato 17.5+0.4 22.9 20.2 23.2 22.5 20.6 20.5 22,6 0.60 0.783 0.669
Glicina 8.1+0.3 9.0 8.8 8.7 7.22 7.4 7.6 7.8 0.21 0.012 0.002
Prolina 5.8+0.1 6.2 6.1 6.0 5.8 5.8 6.1 6.2 0.08 0.726 0.696
Serina 6.1+0.4 6.8 6.7 6.7 6.6 6.8 6.9 7.1 0.09 0.913 0.555
Tirosina 2.6+0.1 4.0 3.9 3.9 3.6 3.2 3.4 3.6 0.98 0.246 0.053

2 Los datos iniciales no se incluyeron en el andlisis estadistico. Valores presentados como medias.
ESM: error estdandar combinado de la media. La ausencia de superindices dentro de una fila representa diferencias no significativas

entre tratamientos (p > 0.05).

Ademads de las diferencias interespecificas y la palatabilidad, la suplementacién con
aminodacidos esenciales determina la cantidad de CPS que puede incluirse en las dietas
para especies piscicolas sin generar efectos negativos sobre el crecimiento en especies
piscicolas. La metionina es el primer aminoacido limitante cuando se incluyen altos
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niveles de proteina de soja en la dieta (Furuya et al.,, 2004) y, por lo tanto, la
suplementacion puede mitigar los efectos negativos de una elevada inclusién. En este
sentido, Mambrini et al. (1999) afirmaron que la suplementacién con metionina revirtié
parcialmente los efectos adversos sobre el crecimiento en truchas arcoiris alimentadas
con dietas de elevado contenido en CPS. También Kalhoro et al. (2018) atribuyeron
parcialmente a la suplementacidon con metionina los buenos resultados obtenidos en los
juveniles de dorada de cabeza negra (Acanthopagrus schlegelii) alimentados con dietas
con alto porcentaje (82.5 %) de sustitucién de harina de pescado por CPS. Segun
Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c), los juveniles de tenca toleraron hasta 285 g kg™ de
inclusién de CPS, mientras que en el presente experimento no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento con la inclusién de 383 g kg™ (55% sustitucién) y con la
dieta control y con 45 % de sustitucion. Considerando que el contenido de metionina y
arginina en la dieta 45% fue significativamente menor que en el resto, la posibilidad de
reemplazar mayores cantidades de harina de pescado sin efectos adversos sobre el
crecimiento no puede atribuirse a la suplementacién de aminoacidos, lo que nos lleva a
considerar que en todas las dietas el contenido de ambos AAE necesario para cubrir los
requerimientos de los juveniles era adecuado.

Teniendo en cuenta los datos de Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c) y los del
presente estudio, para cubrir los requerimientos de juveniles de tenca, la dieta debe
aportar al menos 10 g kg* de metionina, valor cercano al recomendado (NRC, 2011)
para la carpa mrigal (Cirrhinus mrigala) y la perca amarilla (Perca fluviatilis). Respecto a
la arginina, la cantidad minima suministrada (37.2 g kg™') superaba ampliamente las
necesidades de especies de agua dulce (NRC, 2011) como la carpa comun (Cyprinus
carpio), la perca amarilla, el bagre de canal (Ictalurus punctatus), la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) o la trucha arco iris. Por tanto, la suplementaciéon con este
aminodcido parece ser innecesaria.

Aunque la produccién del CPS implica una gran reducciéon de los factores
antinutricionales (Peisker 2001; Bowyer et al. 2013; Gyan et al. 2019), algunos con
efectos negativos sobre la utilizacién y digestion de proteinas, como el inhibidor de
tripsina, el acido fitico, el antigeno de glicinina y oligosacaridos, todavia estan presentes
(Zhou et al. 2018). Ademas, la inclusidn de CPS en las dietas puede inducir cambios en
la microbiota intestinal que conducen a trastornos intestinales, como sefialaron Green
et al (2013) en el salmén del Atlantico. Ambos factores podrian haber causado el
comportamiento anémalo observado en juveniles de tenca alimentados con cantidades
elevadas de CPS al inicio del experimento (natacién lateral y errdtica préxima a la
superficie del agua) y la hinchazén abdominal, compatible con el proceso conocido como
enteritis inducida por la ingestién de harina de soja (Baeverfjord y Krogdahl 1996; Gu et
al. 2016; Booman et al. 2018). De forma similar a los sefialado por Uran et al. (2008) en
la carpa comun, los sintomas desaparecieron espontaneamente tras un periodo medio
de 20 dias sin causar mortalidad. Sin embargo, Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c) no
sefialaron este problema incluso con la sustitucién total de harina de pescado. Teniendo
en cuenta que los animales jdvenes son mas vulnerables a los factores antinutricionarles
de la dieta (Dersjant-Li, 2002), la diferente respuesta en ambos experimentos podria
estar relacionada con la edad/tamafio de los juveniles. De hecho, el presente
experimento se inicid con animales mas jévenes/pequefios (4 meses, peso inicial 0.11 g)
que el realizado por Gonzalez-Rodriguez et al. (2014c) con juveniles de 5 meses y 0.4 g
de peso.

En un estudio para evaluar los requerimientos lipidicos de los juveniles de tenca,
Sdez-Royuela et al. (2015) obtuvieron los mejores valores de crecimiento con contenidos
de lipidos totales entre 84.7 y 118 g kg™ de dieta. En el presente experimento, la
inclusidon de CPS determind una disminucién significativa del contenido de lipidos, si bien
Unicamente las dietas 85% y 100% de sustitucion de harina de pescado proporcionaron
cantidades inferiores (79.5 y 73.7 g kg™ respectivamente) a las recomendadas por los
mencionados autores. No obstante, debido a que no se encontraron diferencias en la
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LT, la TCE y el ILT entre dietas con 65% y dietas con porcentajes de sustitucion de
pescado superiores, el contenido de lipidos no parece ser la causa del menor
crecimiento registrado.

Puesto que no pudo medirse la cantidad de pienso ingerido, el indice de conversion
del alimento se calculd segin Fornshell y Hinshaw (2008), considerando la cantidad
suministrada. Como los juveniles se alimentaron hasta conseguir una aparente saciedad
y, por lo tanto, una pequefia cantidad de pienso no fue consumida, este indice fue
sobrevalorado. No obstante, los datos pueden compararse con los de Gonzalez-
Rodriguez et al. (2014c) quienes comprobaron un aumento significativo del IC cuando
las dietas incluian niveles de sustitucion de harina de pescado del 55% o superiores,
coincidiendo con un contenido de metionina por debajo de 10 g kg™* de dieta. En el
presente estudio, aunque el IC empeord cuando aumentd el concentrado de proteina
de soja, no se encontraron diferencias significativas entre las dietas.

De acuerdo con Jobling (2001), Sargent et al. (2002) y Sdez-Royuela et al. (2015), el
contenido de lipidos de las dietas esta correlacionado con la composicion corporal. Asi,
la disminucion de lipidos en las dietas con concentrado proteico de soja (Tabla 4) supuso
una disminucidn significativa de los lipidos en los juveniles de tenca en comparacién con
los alimentados con la dieta control (Tabla 6).

Coincidiendo con un menor contenido corporal de cenizas, los porcentajes de
juveniles de tenca con deformidades externamente visibles fueron mayores en las dietas
con 75%, 85% y 100% de sustitucion de harina de pescado. En salmén del Atlantico,
segln Storebakken et al. (1998), las dietas basadas en concentrados de soja tienen poca
disponibilidad de fésforo, lo que conduce a una cantidad reducida de este mineral en el
cuerpo de los peces. Dado que el fésforo juega un papel relevante en la incidencia de
deformidades esqueléticas (Baeverfjord et al. 2019), el aumento de tencas juveniles
deformes podria atribuirse a su baja disponibilidad en dietas con un alto contenido de
CPS.

En resumen, ni la suplementacién con metionina y arginina, ni la reduccién del
contenido de lipidos explican el menor crecimiento en juveniles de tenca alimentados
con dietas con alto contenido en concentrado proteico de soja (sustitucion de harina de
pescado del 65% y superior), siendo probablemente la tolerancia a la proteina de origen
vegetal la principal causa de reduccién del crecimiento.
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6.2. ESTUDIO II: RESPUESTA DE JUVENILES DE TENCA (Tinca tinca L.) A DIETAS
PRACTICAS CON DIFERENTES NIVELES DE SUSTITUCION DE HARINA DE
PESCADO POR CONCENTRADO PROTEICO DE GUISANTE SUPLEMENTADO CON
METIONINA

Juvenile tench (Tinca tinca L.) response to practical diets with different replacement
levels of fish meal by pea protein concentrate supplemented with methionine.

José M. Carral | Teresa Garcia | Maria Sdez-Royuela | Jesus D. Celada

Aquaculture Research. 2021; 00:1-10.
https://10.1111/are.15394

6.2.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Entre las fuentes de proteina vegetal, el concentrado proteico de guisante (CPG) es
una alternativa a la harina de pescado (Gatlin et al., 2007; Hartviksen et al., 2014)

En juveniles de tenca, Gonzalez-Rodriguez et al. (2016a) obtuvieron un crecimiento
similar en juveniles alimentados con una dieta control (sin CPG) y aquellos alimentados
con dietas con sustitucion de harina de pescado hasta el 35% (290.4 g CPG kg™ de dieta).
Sin embargo, cuando se sustituyé el 45% (373.3 g CPG kg™ de dieta), el crecimiento se
redujo. Al comparar el contenido de AAE’s de las dietas, la disminuciéon de metionina en
la dieta de sustitucion del 45% fue significativa, sugiriendo una posible deficiencia de
este aminodcido como la causa principal del menor crecimiento. Sobre esta base, el
objetivo del presente estudio fue evaluar las posibilidades de incrementar los niveles de
sustitucion de harina de pescado por concentrado de proteina de guisante en dietas
suplementadas con metionina.

6.2.2. MATERIAL Y METODOS

Se realizdé un experimento de 90 dias en el que 540 juveniles de tenca de cuatro
meses (longitud media inicial: 30.7 £ 0.43 mm; peso medio inicial: 0.390 mg + 0.002 mg)
fueron alimentados con seis dietas (50 % de proteina) que diferian en el nivel de
sustitucion de harina de pescado por concentrado proteico de guisante (CPG): 0 % (dieta
control), 35 %, 45 %, 60 %, 75 % y 85 %, respectivamente, correspondiendo a 0, 285,
366, 487, 608 y 685.4 g CPG kg! de dieta, respectivamente. Para proporcionar la misma
cantidad que la dieta control, se incluyé metionina a partir del nivel de sustitucién del
45%.

La Tabla 1 muestra la composicién proximal y el perfil de aminoacidos esenciales de

la harina de pescado y del concentrado proteico de guisante. La formulacién de las
dietas se incluye en la Tabla 2.
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Tabla 1. Composicién proximal y perfil de aminodcidos de la harina de pescado (HP) y
del concentrado de proteico de guisante (CPG) (g kg'dieta). El andlisis se realizd por
duplicado.

Composicion proximal HP CPG
Humedad 751.4 96+3.9
Proteina 668+3.1 535+2.5
Lipidos 96%3.0 53.5+2.1
Carbohidratos 0 254.8+4.0
Cenizas 161+4.6 60.7+2.7

AAE
Arginina 38.1+1.1 36.5+2.8
Histidina 18.6+2.4 8.4+1.4
Isoleucina 23.3+1.9 21.2+2.0
Leucina 44.3+3.3 32.9+2.6
Lisina 51.2+4.0 31.4+2.4
Metionina 19.2+2.2 7.5%1.0
Fenilalanina 28.0+2.3 27.0£2.0
Treonina 24.1+2.1 22.7+2.3
Triptéfano 7.1+1.1 5.240.8
Valina 28.2+2.4 22.2+2.0

AANE
Alanina 43.4+3.1 28.6%2.1
Aspartato 67.8%4.2 61.2+4.4
Cisteina 6.0£0.9 1.610.3
Glutamato 85.4+5.1 79.0+4.8
Glicina 48.9+3.9 27.5%2.6
Prolina 47.1£2.2 24.3+2.1
Serina 30.543.0 29.1+2.6
Tirosina 23.1+1.9 18.0+1.4

Valores presentados como media * desviacion estandar.
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Tabla 2. Formulacion de las dietas con diferentes niveles de sustitucion de harina de
pescado por concentrado proteico de guisante (g kg* dieta).

% Sustitucion

0 35 45 60 75 85
Ingredientes (g kg™)
Harina de pescado ? 645 419 354 258 161.2 95
CPG? - 285 366 487 608 685.4
Harina de maiz 3 166 116 88 62 37.3 25.1
Quistes secos de Artemia * 100 100 100 100 100 100
Carboximetilcelulosa ® 30 30 30 30 30 30
Aceite de higado de bacalao © 20 20 20 20 20 20
L-ascorbil-2-monofosfato-Na ’ 5 5 5 5 5 5
Fosfato dicalcico ’ 10 10 10 10 10 10
Cloruro de colina’ 3 3 3 3 3 3
Lecitina de soja ® 10 10 10 1 10 10
Cloruro sédico ° 1 1 1 1 1 1
Metionina ’ 3 4 4.5 5.5
Premix vitaminico-mineral ° 10 10 10 10 10 10

! Skretting Espafia S.A., Ctra. de la Estacién s/n 09620 Cojébar. Burgos. Espafia.

2Yantai Oriental Protein Tech Co., Ltd., Jincheng Road, Zhaoyuan City, Shandong Province, China.

3 Adpan Europa S.L., ES-33186 El Berrdn. Siero. Asturias. Espafia.

4INVE Aquaculture Nutrition. Hoogyeld 91. Dendermonde. Bélgica.

5 Helm lberica S.A., ES-28108 Alcobendas. Madrid. Espafia.

6 Acofarma distribution S.A., ES-08223 Terrassa. Barcelona. Espafia.

7 Cargill., ES-28720 Colmenar Viejo. Madrid. Espafia.

8 Biover N.V., Monnikenwerve 109. B-8000 Brugge. Bélgica.

2 Unidn Salinera de Espafia S.A., ES-28001 Madrid. Spain.

10 premix (mg kg): inositol, 50000; tiamina, 500; riboflavina, 800; niacina, 5000; piridoxine, 1500; dcido pantoténico, 5000; biotina,
150; acido fdlico, 3500; cianocobalamina, 5; retinol, 2400; a-tocoferol, 30000; colecalciferol, 6.25; naftoquinona, 5000;

hidroxitolueno butilado, 1500; MgS04-7H,0, 300000; ZnSO4-7H,0, 11000; MnSO4-H,0, 4000; CuSO4-5H-0, 1180; CoSOa, 26; FeSO4-
7H20, 77400; KI, 340; Na:SeOs, 68.

6.2.3. RESULTADOS

La composicion proximal y el perfil de aminodcidos de las dietas se presentan en la
Tabla 3. Se observd una reduccion lineal significativa del contenido de lipidos y cenizas
con el aumento de CPG, mientras que los carbohidratos mostraron un aumento
significativo. Cuando aumentd el porcentaje de sustitucién de harina de pescado,
disminuyé el contenido de arginina, histidina, leucina, lisina, valina, alanina, aspartato,
glutamato y prolina (p < 0.05).

A partir de las observaciones de su comportamiento, se comprobd que los juveniles

de tencaingirieron por igual todas las dietas, independientemente de la cantidad de CPG
incluida. En ningun caso se observaron comportamientos anormales.
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Tabla 3. Composicion proximal y perfil de aminoacidos de las dietas con diferentes niveles
de sustitucion de harina de pescado por concentrado proteico de guisante
suplementadas con metionina (g kg dieta).

% Sustitucion

0 35 45 60 75 85 ESM  ANOVA
Humedad 61.01  61.4 62.5 63.1 61.2 59.8 0.57  0.737
Proteina 501.0  500.5 500.2 500.6 501 500.3 1.07  1.000
Lipidos 107.5°  102.7°® 95.5% 95.9%¢ 92,0  87.1° 231  0.007
Carbohidratos  200.1*  225.3°  237.7° 243.0% 2573 271.2¢ 696  0.000
Cenizas 130.4° 110.1° 104.1* 97.4°¢  885%  81.6° 4.88  0.001
Energia (M) 15.8 16.0 15.9 16.1 16.1 15.2 0.12  0.244
AAE
Arginina 25.1° 23.8%0 2223 21.00¢ 203«  19.7¢ 0.67  0.002
Histidina 12.32 10.5° 10.0° 9.2b¢ 8.6° 8.0¢ 0.43  0.000
Isoleucina 27.1 26.8 26.6 26.1 25.8 25.7 0.19 0.172
Leucina 36.1° 32.8° 32.6° 32.3° 32.1° 31.9° 0.44  0.000
Lisina 41.3° 32.0° 31.7% 31.0%¢  30.2¢  30.1¢ 1.18  0.000
Metionina 12.7° 10.3° 12.6° 12.52 12.5° 12.6° 0.27  0.050
Fenilalanina 31.8 31.1 30.2 31.2 30.6 30.8 0.18  0.115
Treonina 19.9 19.7 19.6 19.4 19.1 19.0 021  0.384
Triptéfano 43 4.2 4.2 4.2 4.1 4.1 0.07 0.986
Valina 23.3? 23.0° 22.6° 21.4° 18.7¢ 18.1° 0.63  0.000
AANE
Alanina 28.32 25.4° 25.2° 24.2° 22.6° 20.4¢ 074  0.000
Aspartato 59.32 57.3%> 578 57.7%* 5758  565P 0.27 0.021
Cisteina 4.3 4.2 4.2 4.1 4.0 4.1 080  0.468
Glutamato 67.8° 67.5° 67.3° 65.4° 65.3° 64.4° 0.41  0.002
Glicina 324 31.9 31.6 31.4 30.7 30.8 021  0.110
Prolina 30.5° 27.0° 26.1° 24.5¢ 24.5¢ 22.9¢ 0.74  0.000
Serina 20.6 20.7 20.6 20.3 20.2 20.3 012 0860
Tirosina 15.0 14.7 14.6 14.0 14.1 13.8 0.16 0.136

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado. La ausencia de superindices en la
misma fila representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05).
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La longitud total y el peso a los 30 y 60 dias de experimento se recogen en la Tabla
4. No hubo diferencias significativas entre los valores medios de LT y P tras 30 dias
(35.69-38.39 mm; 0.67-0.85 g) ni tras 60 dias de experimento (46.11-47.33 mm; 1.43—
1.69 g). Se registraron aumentos medios de LT del 20% y del 67% después de 30 y 60
dias, respectivamente. El peso medio se duplicé después de 30 dias, mientras que a los
60 dias fue casi cuatro veces mayor.

En la Tabla 5 se muestran las tasas de supervivencia, los resultados de crecimiento
y el porcentaje de animales con deformidades externamente visibles al finalizar el
experimento tras 90 dias. No hubo diferencias significativas entre las tasas de
supervivencia, que fueron cercanas al 100 %.

Se evidencio una reduccion del crecimiento con el aumento de CPG en las dietas,
pero no hubo diferencias significativas en la LT de los juveniles alimentados con la dieta
control, 35%, 45%, 60% y 75% de sustitucidon de harina de pescado (285, 366, 487 y 608
g CPG kg™ dieta, respectivamente). Sin embargo, el peso fue significativamente inferior
en los juveniles que recibieron las dietas con un porcentaje de sustitucion de harina de
pescado superior al 75%.

La TCE y el IC fueron significativamente inferiores cuando los animales fueron
alimentados con las dietas con 75% y 85% de sustitucién en comparacién con la dieta
control, mientras que el ILT presentd diferencias significativas solo con el nivel de
sustitucion mayor. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el factor de
condicidn (rango 1.30-1.39) entre los tratamientos.

El andlisis de contrastes polindmicos indicé que la inclusién de CPG origind una
relacion lineal negativa significativa en LT (r?= 0.60), P (= r?0.66), TCE (r>= 0.71), ILT (r?=
0.60) e IC (r?= 0.69).

Las dietas no afectaron los porcentajes de peces con deformidades visibles
externamente, que fueron inferiores al 0.1%. Las deformidades corporales afectaron al
opérculo y la espina dorsal a nivel del pedinculo caudal.

La composicién proximal y el perfil de aminoacidos en el cuerpo entero de los
juveniles al principio y al final del experimento figuran en la Tabla 6. Se evidencié una
disminucion lineal significativa en el contenido de lipidos con el incremento de la
cantidad de CPG en las dietas. Aunque las dietas proporcionaron un contenido
significativamente diferente de nueve aminodcidos (Tabla 3), no hubo diferencias en su
contenido en el cuerpo entero de los juveniles.
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Tabla 4. Longitud total peso en juveniles de tenca alimentados con dietas con diferentes
niveles de sustitucion de harina de pescado por concentrado proteico de guisante
suplementadas con metionina, después de 30 y 60 dias de experimento.

% Sustitucion 0 35 45 60 75 85 ESM ANOVA
LT (mm) 36.46 3569 37.3 38.39 3594 37.39 0.326 0.133
30dias
P (g) 0.81 073 079 085 067 082 0022 0.156
LT (mm) 46.89 47.29 46.13 47.33 46.40 46.11 0.302 0.788
60 dias
P (g) 1.69 1.60 1.53 1.56 1.45 1.43 0.040 0.462

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado.

Tabla 5. Tasa de supervivencia, resultados de crecimiento y deformidades externamente
visibles de juveniles de tenca alimentados con dietas con diferentes niveles de
sustitucion de harina de pescado por concentrado proteico de guisante suplementadas
con metionina durante 90 dias.

Contraste

polinémico
% Sustitucion 0o 35 45 60 75 85 ESM  ANOVA Lineal
Supervivencia 100 958 97.9 97.9 93.7 96.5 0.845 0411  0.132
Longitud total (mm) ~ 61.232 59.17%  59.08%  57.66%  57.03® 5596 0529 0.028  0.001
Peso (g) 3472 317 314  pgsw 270 261° 0876 0010  0.000
LTCE (% dia™!) 2240 212  213®  p03bc  1.98%  1.90¢ 0.031 0.003  0.000
2ILT (mm dia) 034* 032%  031®  030®  029® 028 0006 0028  0.001
" 139 139 1.39 137 1.34 1.30 0010 0.085  0.170
ac 115¢  130% 131  1a4gwc 151 1.67¢ 0047 0003  0.000
Peces deformes (%) ~ 0.04 0.10 0.01 0.03 0.01 0.04 0010 0123 0358

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado. La ausencia de superindices en la misma fila
representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05)

1 Tasa de crecimiento especifico (% dia™) = 100 x [(In P final - In P inicial) x dias™)]
2 Incremento diario en el largo total (mm dia) = (LT final- LT inicial) x dias™*

3 Factor de condicion= 100 x [P final x (LT final?-!]

4 indice de conversién del alimento = cantidad total de alimento ingerido x ganancia de peso™
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6.2.4. DISCUSION

Los estudios sobre las posibilidades de inclusion de concentrados de proteina de
guisante en los alimentos acuicolas muestran importantes diferencias interespecificas.
En juveniles de sargo picudo (Diplodus puntazzo), Nogales-Merida et al. (2016)
comprobaron que las cantidades de CPG incluidas, entre 160 y 487 g kg™, tuvieron
efectos negativos sobre el crecimiento. Sin embargo, en la tilapia del Nilo (Cantril, 2015)
y en la dorada (Sdnchez-Lozano et al., 2011) la inclusién de 325 y 340 g kg™,
respectivamente, no causaron efectos negativos sobre el crecimiento. En la trucha
arcoiris, Zhang et al. (2012) recomendaron no incluir cantidades superiores a 300 g kg™*.
En otras especies, como la lubina europea (Tibaldi et al., 2005) y el salmdn del Atlantico
(Carter y Hauler, 2000; @verland et al., 2009), las cantidades de CPG toleradas fueron
inferiores, entre 200 y 258 g kg™*. En todos estos estudios, el peso inicial fue superior al
de los juveniles de tenca de este experimento. A pesar de ello, la inclusion de 487 g kg™
(60% de sustitucion de harina de pescado) no afectd a su crecimiento, mostrando la
tolerancia de la especie a esta fuente de proteina vegetal.

Las diferencias interespecificas podrian atribuirses a las limitaciones de las fuentes
proteicas vegetales para reemplazar la harina de pescado en los alimentos acuicolas.
Segun Daniel (2018), estas limitaciones estadn relacionadas con un menor contenido de
aminodcidos esenciales, una menor palatabilidad, la presencia de factores
antinutricionales y una menor digestibilidad. Respecto a los AAEs, la sustitucion de la
harina de pescado estd limitada por el nivel de metionina (Séité et al., 2018), que
desempeiia un papel fundamental en el crecimiento y el aprovechamiento de los piensos
(Gao et al., 2019). Los guisantes poseen un bajo contenido de este aminoacido esencial,
incluso después de ser procesados para la obtencién de concentrados (Cabuk et al.,
2018). En el estudio de Gonzalez-Rodriguez et al. (20162) sobre las posibilidades de
sustituicién de harina de pescado por CPG en juveniles de tenca, el crecimiento fue
similar con una dieta de control (sin CPG) y con un 25% y un 35% de sustitucién. Sin
embargo, cuando el nivel aumentd del 35% (290.4 g de CPG) al 45% (373.3 g de CPG),
coincidiendo con una disminucidn en el contenido de metionina de 9.8 a 8.9 g kg* dieta,
se registrd una disminucidn significativa en el crecimiento, lo que sugiere una posible
deficiencia de este aminoacido esencial. Considerando estos resultados, en el presente
experimento se suplementaron con metionina las dietas con niveles de sustitucion del
45% o superiores para conseguir contenidos similares a la dieta control (12.7 g kg™). No
hubo diferencias significativas entre los resultados de crecimiento con la dieta control y
con las dietas con niveles de sustitucién de harina de pescado hasta el 60%. Por lo tanto,
se puede deducir que el menor contenido de metionina proporcionado por la dieta no
suplementada con aminodcidos (10.2 g kg-1) permitio cubrir los requerimientos de los
juveniles de tenca. Teniendo en cuenta los resultados de Gonzdlez-Rodriguez et al.
(2016a) y del presente estudio, se puede sugerir que las dietas para la tenca juvenil
deberian proporcionar alrededor de 10 g de metionina kg™ de dieta.
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Tabla 6. Composicién proximal y perfil de aminoacidos del cuerpo entero de juveniles
de tenca alimentados con dietas con diferentes niveles de sustituciéon de harina de
pescado por concentrado proteico de guisante (CPG) (g kg™!). Los analisis se realizaron
por duplicado.

% Sustitucion Cor?tr,a ste
polinédmico
Inicial 2 0 35 45 60 75 85  ESM ANOVA  Lineal

Humedad  767.4t9.7 7336 7338 7341 7482 7548 7524 350 0209 0.034

Proteina 133.5¢8.7 160.0 1640 162.0 159.0 160 159.0 2.03  0.990 0.805
Lipidos 73+4.7 80.5° 63.4° 561> 489> 49.7° 475> 361  0.002  0.000
Cenizas 245+21 246 257 243 232 238 231 068  0.893 0981
AAE

Arginina 9.5+0.4 116 113 113 114 114 111 015 0.984  0.594
Histidina 2.5:0.2 4.6 4.4 4.2 3.9 4.4 43 0.09 0.470  0.326

Isoleucina 20.142.2 252 2622 23.3 226 214 211 0.72 0.233  0.040

Leucina 4.9+0.7 5.8 5.9 4.9 5.2 4.9 5.2 0,15 0.178  0.062
Lisina 10.2¢0.8 118 119 116 121 115 117 022 0.990  0.867
Metionina 3.9102 5.4 5.1 4.4 4.9 4.9 4.2 0.14  0.052 0.014

Fenilalanina  11.2¢0.9 12.0 119 11.7 12.2 116 118 020 0.985  0.738

Treonina 5.5£0.5 5.8 6.2 6.2 6.2 5.9 6.4 0.15 0.993  0.559
Triptofano 0401 06 0.6 0.6 0.5 0.6 0.6 004 0981  0.904
Valina 6.1#09 6.2 6.4 6.2 6.2 6.2 6.7 0.21 0.989  0.758
NAAE

Alanina 7.7:0.7 8.8 9.2 9.2 8.9 9.1 9.1 020 0996 0.812
Aspartato 13.0+¢13 139 142 139 139 141 142 0.34  1.000 0.891
Cisteina 0.2¢00 0.7 0.6 0.6 0.6 0.6 0.5 004 0870 0.295

Glutamato 17.7+1.9 20.1 21.1 19.4 20.5 19.8 20.1 0.36 0.900 0.846

Glicina 2.5:0.6 8.7 8.3 8.2 7.8 8.5 8.4 0.16 0796  0.625
Prolina 4.9+0.7 5.3 5.2 6.0 6.1 6.2 6.4 021 0553 0.117
Serina 6.3:0.4 6.4 6.3 6.2 6.0 6.4 6.7 011 0732  0.690
Tirosina 2.0£0.3 4.6 4.3 3.8 4.2 4.2 4.0 0.17 0.896 0.465

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado. La ausencia de superindices en la misma
fila representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05)? Los datos iniciales presentados como media *
desviacion estandar no se incluyeron en el andlisis estadistico.

Como los efectos adversos sobre el crecimiento cuando el CPG reemplazé al 75% y
el 85% de la harina de pescado no se pueden atribuir a la deficiencia de metionina, se
deben considerar otros factores. La menor palatabilidad del CPG estaria asociada al
contenido de saponinas, que no se eliminan mediante el procesado para su obtencién
(zhang et al., 2012). En la lubina europea, Tibaldi et al. (2005) consideraron que la peor
palatabilidad podria representar un importante factor limitante para lograr la sustituciéon
total de la harina de pescado por CPG. A partir de las observaciones realizadas durante
el suministro de las dietas, se comprobd que todas eran ingeridas rapidamente, lo que
permite considerar que la palatabilidad era adecuada, siendo atractivas para los
juveniles incluso con una alta inclusién de CPG.
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Aunque el proceso de produccion del CPG determina una importante reduccion de
algunos factores antinutricionales, Schulz et al. (2007) afirmaron que el proceso de
descascarillado y clasificado por aire aumenta, en gran medida, los niveles de otros FAN’s
como los inhibidores de la proteasa, el acido fitico y los a-galactésidos. Estos no solo
tienen efectos negativos sobre la utilizacién de proteinas, la biodisponibilidad mineral y
la fisiologia digestiva (Francis et al., 2001), sino que también pueden provocar enteritis.
En el salmén del Atlantico adulto, Penn et al. (2011) observaron una inflamacién y un
menor peso relativo del intestino distal, similar a lo descrito en la enteritis inducida por
harina de soja, cuando la dieta contenia 350 g kg'! de CPG. Aunque en el presente trabajo
no se tomaron muestras del intestino de los juveniles, no se observaron sintomas
conductuales compatibles con enteritis. Sin embargo, el previsible aumento de los
factores antinutricionales derivado de las mayores cantidades de CPG podria ser la causa
del empeoramiento significativo del rendimiento del crecimiento. La posible
disminucion en la absorcion de nutrientes derivada de la presencia de FANs también
podria explicar el aumento de la tasa de conversidn de alimento a medida que aumenta
el CPG de la dieta.

Utilizando dietas similares, Gonzdlez-Rodriguez et al. (2016a) obtuvieron valores de
TCE inferiores, entre 1.73 y 1.88 % dia™!, a las del presente estudio, 1.90-2.24 % dia™’. La
tasa de crecimiento especifica tiende a disminuir con la edad (Lugert et al., 2016) y, por
ello, las diferencias de edad/tamafio se deben tener en cuente para establecer
comparaciones. Asi, las mayores TCE podrian atribuirse parcialmente al menor peso
inicial de los juveniles de tenca en este estudio (0.39 g) respecto al de Gonzdlez-
Rodriguez et al. (2016a), 0.46 g. El incremento diario en la longitud total (ILT) es
considerado por Kaminski et al. (2017) un indicador mds fiable de crecimiento somatico
que la TCE, ya que no depende del depésito de grasa en los peces. En este estudio, el ITL
tuvd una tendencia similar a la TCE mostrando que ambas medidas dan informacion
valiosa en estudios nutricionales.

La inclusién de CPG determiné una disminucidn significativa de lipidos y un aumento
de carbohidratos en las dietas. El contenido lipidico oscilé entre 84.7 y 118 g kg™ dieta,
dentro del rango recomendado por Sdez-Royuela et al. (2015) para juveniles de tenca, lo
gue nos lleva a considerar que su reduccién no afecta al crecimiento. Aunque no existen
datos sobre la tolerancia maxima a los hidratos de carbono en la alimentacién de la
tenca, teniendo en cuenta que, en habitats naturales, los juveniles se alimentan
principalmente con zooplancton y otros pequefios invertebrados (Pyka, 1997), se podria
considerar el alto contenido de hidratos de carbono de las dietas con un 75% y un 85%
de sustitucidon de harina de pescado como una posible causa para explicar el menor
crecimiento.

Segun Jobling (2001), Sargent et al. (2002) y Sdez-Royuela et al. (2015), el contenido
de lipidos de las dietas se correlaciona positivamente con la composicién corporal de los
peces. De acuerdo con esta afirmacién, la disminucidn del contenido de lipidos en las
dietas con CPG (Tabla 3) condujo a una disminucion significativa de la grasa de la tenca
juvenil en comparacién con los animales alimentados con la dieta control (Tabla 6).

En juveniles de tenca, Kamler et al. (2006), Wolnicki et al. (2006), y Myszkowski et
al. (2010) sugirieron una relacidon entre un elevado factor de condicion (1.3-1.4) y la
incidencia de deformidades corporales. En este experimento, a pesar de que los valores
de K oscilaron entre 1.30 y 1.39, el porcentaje de animales con deformidades
externamente visibles fue bajo (<0.10%). Por tanto, los altos valores de K no parecen ser
responsables, al menos cuando se suministran dietas equilibradas ya que, segun
Fontagné (2009), la alimentacién, especialmente durante el desarrollo temprano, es
importante para evitar malformaciones.

En resumen, los requerimientos minimos de metionina para los juveniles de tenca
pueden estimarse en 10 g kg'' de dieta, sin necesidad de una suplementacién a partir de
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esta cantidad. Los juveniles de tenca tienen una alta tolerancia a la inclusiéon de
concentrado de proteina de guisante en la dieta, hasta 487 g kg™ sin afectar al
crecimiento, lo que permite considerar esta fuente de proteina como un sustituto
adecuado de la harina de pescado.
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6.3. ESTUDIO llI: SUSTITUCION DE ACEITE DE PESCADO POR UNA MEZCLA DE
ACEITES VEGETALES EN DIETAS PARA JUVENILES DE TENCA (Tinca tinca
LINNAEUS, 1758): EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA COMPOSICION
CORPORAL.

Fish Oil Replacement by a Blend of Vegetable Oils in Diets for Juvenile Tench (Tinca
tinca Linnaeus, 1758): Effects on Growth Performance and Whole-Body
Composition.

Maria Sdez-Royuela *, Teresa Garcia, José M. Carral y Jesus D. Celada

Animals 2022, 12, 1113. https://doi.org/ 10.3390/ani12091113

6.3.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Segun la OECD/FAO (2022) el incremento de la produccion de animales
acuaticos para alimentaciéon humana se debe principalmente al continuo
crecimiento de acuicultura, cuya previsidon para 2031 se estima en 108 Millones de
toneladas. Este crecimiento debe cumplir con una de las nuevas areas prioritarias
del Marco Estratégico de la FAO para 2022-2031, la Transformacién Azul, que se
centra en el desarrollo de sistemas acuicolas mas eficientes, inclusivos, resilientes y
sostenibles (FAO, 2022). En la actualidad, la acuicultura es el mayor consumidor de
harina y aceite de pescado, con un uso en 2019 del 78% y 68%, respectivamente
(EUMOFA, 2021) y, por lo tanto, la huella ambiental derivada de su uso en los
piensos constituye un importante problema para lograr un crecimiento sostenible
(Boyd et al., 2020) La estimacidn para 2031 de la produccion de aceite de pescado
es de 1.3 Mty el 53% provendra de especies procedentes de la pesca no utilizadas
para consumo humano directo (OECD/FAOQ, 2022). Ademas de su alta digestibilidad,
el aceite de pescado es una fuente natural de algunos acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga n-3 (AGPI CL n3), esenciales para espécies piscicolas, como el acido
eicosapentaenoico (AEP, 20:5n-3) y el acido docosahexaenoico (ADH, 22:6n-3).
Teniendo en cuenta la baja eficiencia en el proceso de producciéon de aceite de
pescado, ya que se necesita una tonelada de peces peldgicos para obtener un
promedio de 50 kg (Hamilton et al., 2020), se estima un enorme déficit de
suministro (Tocher et al., 2019). Por ello, es necesario encontrar fuentes alternativas
de lipidos en la previsible creciente demanda de alimentos acuicolas.

Considerando que la produccién de aceites vegetales, en términos generales,
es mas estable (Ayisi et al., 2019) y los precios son inferiores a los aceites de pescado
(Turchini et al., 2019), se planteo evaluar los efectos de la sustitucion de aceite de
pescado (AP) por una mezcla de aceites vegetales (AV) sobre la supervivencia y
crecimiento de juveniles de tenca. Puesto que la composicidn de los peces
generalmente refleja la composicién del alimento, se determiné la composicion
proximal y el perfil de acidos grasos de los juveniles con objeto de comprobar si la
inclusidon de la mezcla de aceites vegetales en las dietas afectd a su caracteristicas
nutritivas.

6.3.2. MATERIAL Y METODOS

Se realizé un experimento de 90 dias en el que 540 juveniles de tenca de cuatro
meses (longitud media inicial: 23.9 + 0.25 mm; peso medio inicial: 0.150 mg + 0.005
mg) se alimentaron con seis dietas isonitrogénicas e isolipidas con diferentes niveles
de sustitucion de aceite de pescado por una mezcla de aceites vegetales que
contenia 30% de aceite de linaza, 20% de aceite de maiz y 50% de aceite de oliva:
0% (control), 20% de AV, 40% de AV, 60% AV, 80% AV y 100% AV. En la Tabla 1 se
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muestra la formulacion de las dietas y en las Tablas 2 y 3 su composicion proximal y
perfil de acidos grasos, respectivamente.
Tabla 1. Formulacidn de las dietas con diferentes niveles de sustitucion de pescado

por una mezcla de aceites vegetales (30% aceite de linaza, 20% aceite de maiz y 50%
aceite de oliva).

% Sustitucion

Ingredientes (g kg-1) 0 20 40 60 80 100
Harina de pescado ? 645 645 645 645 645 645
Harina de maiz 2 166 166 166 166 166 166
Quistes secos de Artemia 3 100 100 100 100 100 100
Carboximetilcelulosa * 30 30 30 30 30 30
Mezcla de aceites vegetales 0 4 8 12 16 20
Aceite de higado de bacalao ® 20 16 12 8 4 0
L-ascorbil-2-monofosfato-Na © 5 5 5 5 5 5
Fosfato dicalcico ° 10 10 10 10 10 10
Cloruro de colina © 3 3 3 3 3 3
Lecitina de soja ’ 10 10 10 10 10 10
Cloruro de sodio & 1 1 1 1 1 1
Premix vitaminico-mineral® 10 10 10 10 10 10

1 Skretting Espafia S.A., Ctra. de la Estacion s/n 09,620 Cojobar. Burgos. Espafia; 2 Adpan Europa S.L., ES-33186 El Berron.
Siero. Asturias. Spain; 3 INVE Aquaculture Nutrition. Hoogyeld 91. Dendermonde. Belgium; 4 Helm Iberica S.A., ES-28108
Alcobendas. Madrid. Spain; > Acofarma distribution S.A., ES-08223 Terrassa. Barcelona. Spain; ¢ Cargill., ES-28720
Colmenar Viejo. Madrid. Spain; 7 Biover N.V., Monnikenwerve 109. B-8000 Brugge. Belgium; & Union Salinera de Espafia
S.A., ES-28001 Madrid. Spain; ° Provides mg kg-1 premix: inositol, 50000; thiamin, 500; riboflavin, 800; niacin, 5000;
pyridoxine, 1500; pantothenic acid, 5000; biotin, 150; folic acid, 3500; cyanocobalamin, 5; retinol, 2400; a-tocopherol,
30000; cholecalciferol, 6.25; naphthoquinone, 5000; butylated hydroxytoluene, 1500; MgSOa-7H,0, 300000; ZnS04-7H-0,
11000; MnS04-H-0, 4000; CuSO4-5H,0, 1180; CoS0O4, 26; FeSO4-7H20, 77400; KI, 340; Na,SeOs, 68.

No hubo diferencias significativas en la composicidn proximal de las dietas
experimentales (Tabla 2). Como se puede observar en la Tabla 3, en comparacién
con el grupo control, existid una reduccidn significativa de los acidos grasos miristico
(14:0), pentadecanoico (15:0), palmitoleico (16:1), AEP y ADH en dietas con 60% de
sustitucidn de aceite de pescado y superiores. La reduccion del acido miristoleico
(14:1) fue significativa en todas las dietas que incluian la mezcla de aceites
vegetales. Finalmente, el contenido de 18:2-n6 (acido linoleico) y 18:3-n3 (4cido

linolénico) aumentd significativamente a partir del 60% de sustitucion de aceite de
pescado.

Tabla 2. Composicion proximal (g kg™ de dieta) de las dietas experimentales con
diferentes niveles de sustitucidon de aceite de pescado por una mezcla de aceites
vegetales (AV).

% Sustitucion

0 20 40 60 80 100
Humedad 72.0£2.0 71+1.5 70.14£3.2 74.1£3.5 69.8+2.8 71.6%2.3
Proteina 482+12.0 482+11.0 47112 481+13.0 478+10.0 47949.0
Lipidos 111.0+3.4 113.5+2.6 117.8+3.1 114.0+2.9 110.8+2.8 112.443.0
Carbohidratos 205.0+4.2 203.343.0 203.043.2 204.343.9 211.4+4.4 200.0+3.6
Cenizas 130.0+1.9 130.2+2.0 128.1+1.8 126.6+1.7 130.0+1.8 137.0+1.7

Energia Bruta (MJ kg™) 15.70+0.7 15.73+0.8 15.87+0.6 15.72+0.7 15.71+0.7 15.6+0.6

Valores presentados como media * error estandar de la media (ESM).
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos (% del contenido total de lipidos) de las dietas
con diferentes niveles de sustitucion del aceite de pescado por la mezcla de
aceites vegetales.

% Sustitucion

0 20 40 60 80 100
14:0 5.11+0.11° 5.48+0.26° 5.48+0.20° 3.16+0.16° 3.05+0.10° 3.00+0.10°
15:0 0.47+0.022 0.53+0.02®  0.52+0.02?®  0.35+0.03° 0.38+0.02°  0.39+0.02°
16:0 18.73+0.50 18.53+0.04 18.41+0.23  18.35+0.35 18.00+0.20 18.12+0.19
17:0 0.64+0.02 0.54+0.02  0.53+0.02 0.49+0.06 0.48+0.04  0.48+0.03
18:0 3.95+0.10 4.56+0.31  4.44+0.32 4.25+0.28 4.99+0.33  4.95+0.34
20:0 1.3620.06 1.61+0.20  1.59+0.18 1.26%0.15 1.14+0.21  1.04+0.19
24:0 0.32+0.02 0.32+0.01  0.27+0.02 0.24+0.01 0.24+0.02  0.23+0.01
14:1 0.26+0.03 0 0 0 0 0
16:1 8.5+0.20° 8.10+0.10® 7.98+0.06%®  7.32#0.13*°  6.53+0.12° 5.66x0.14¢
17:1 0.63+0.02 0.61+0.05  0.60+0.04 0.56+0.02 0.57+0.03  0.53+0.02
18:1n-9  23.37+0.47 24.05+1.50 24.73¥1.30  25.79+#1.40  26.20+1.30 26.50+1.10
20:1 2.44+0.30 2.49+0.21  2.55+0.30 3.00+0.27 3.10+0.29  3.60+0.31
22:1n-9 1.85+0.02 1.91+0.22  1.87+0.18 1.51+0.15 1.52+0.14  1.43%0.13
24:1 1.01+0.02 1.02+0.07  1.10+0.09 1.11+0.10 1.10£0.12  0.99+0.08
18:2-n6 6.50+0.30° 7.40+0.50°® 7.77+0.42%¢  7.66+0.18>¢  9.51+0.55° 11.62+0.67¢
18:3n-6  <0.05 <0.05 0.07+0.06 0.12+0.06 0.26+0.06  0.31+0.06
18:3n-3 1.65+0.042 2.31+0.13%® 2.28+0.12%  2.82+0.14°  3.34+0.19° 4.28%0.21¢
20:4n-6  0.78%0.03 0.98+0.09  1.05+0.08 0.85+0.09 0.75+0.06  0.78+0.05
20:5n-3  9.48+0.20° 8.50+0.23% 8.34+0.24%c  8.20+0.21°  7.95+0.19° 7.24+0.18°
22:6n-3 7.67+0.37° 6.77+0.29®® 6.65+0.26%®  6.47+0.24°°  5.87+0.26° 5.03+0.21°
2 AGS? 30.58+0.79 31.57+#1.10 31.24#1.30  28.10+0.90  28.28+0.85 28.21+0.79
¥ AGM? 38.05+1.16 38.08+1.98 38.83+#1.50  39.29+1.53 39.02+1.48 38.71+1.62
I AGPP3 26.08+0.94 25.9621.03 26.69+1.02  27.96+1.22  29.00+1.09 29.26+1.09
AL/ALN*  0.25+0.006? 0.31+0.003%" 0.29+0.05*  0.32+0.0072%® 0.32+0.0052" 0.37+0.004°

Valores presentados como media + error estandar de la media.

La ausencia de superindices en la misma fila representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05).
No se muestran acidos grasos con valores <0.05%

1 Total acidos grasos saturados

2 Total acidos grasos monoinsaturados

3 Total acidos grasos poliinsaturados

4 Acido linolénico/ Acido linoleico

6.3.3. RESULTADOS

Mediante las observaciones del comportamiento de los juveniles, se comprobd
gue ingerian las dietas por igual durante todo el experimento, independientemente
de la cantidad de mezcla de aceite vegetal incluida. En ningun caso, los juveniles de
tenca mostraron un comportamiento anormal.

La Tabla 4 muestra la longitud total y el peso de los juveniles después de 30 y
60 dias de experimento. No hubo diferencias significativas entre las dietas
experimentales para LT y P tras 30 dias (31.37-33.14 mm y 0.44-0.57 g) y tras 60
dias de experimento (42.64—43.88 mm y 1.07-1.2 g). El aumento medio de LT fue
de 35.7% y 83%, tras 30 y 60 dias, respectivamente. El peso medio se triplicd
después de 30 dias, mientras que a los 60 dias fue casi ocho veces mayor.

En todos los casos la tasa de supervivencia fue del 100%. Los resultados de
crecimiento a los 90 dias se recogen en la Tabla 5. Las diferencias significativas lo
gue muestra la posibilidad de sustituir completamente el aceite de pescado sin que
el crecimiento se vea afectado negativamente. No se observaron peces con
deformidades visibles externamente.
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Tabla 4. Resultados de crecimiento de tencas juveniles alimentadas con dietas con
diferentes niveles de sustitucidon de aceite de pescado por una mezcla de aceites
vegetales durante 30 y 60 dias.

% Sustitucién 20 40 60 80 100 ESM  ANOVA

LT (mm) 33.15 31.84 31.82 32.82 3333 3137 0.334 0.46
30 dias
P2 (g) 0.57 0.44 0.45 0.47 0.50 0.42 0.019 0.30

1
LT (mm) 4326 4423 4260 4395 4393 4492 0371 0.63

60 dias P (g)
8 1.18 1.12 108 116 119 1.29 0.033 0.9

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado
! Longitud total (LT)
2 Peso (P)

Tabla 5. Resultados de crecimiento de tencas juveniles alimentadas con dietas con
diferentes niveles de sustitucidon de aceite de pescado por una mezcla de aceites
vegetales durante 90 dias.

% Sustitucién 0 20 40 60 80 100 ESM  ANOVA
LT* (mm) 50.09 5134 49.98 50.76 50.84 51.24 0.285 0.71
P2 (g) 1.92 191 186 182 187 194 0361 0.96
TCE? (% dia™?) 2.65 270 264 269 274 274 0.021 0.71
K* 1.35 131 135 131 136 134 0.068 0.13
IC 1.29 1.28 127 132 130 1.28 0.034 0.20
GB® (g) 53.83 5436 53.02 50.21 52.21 5391 1.074 0.94

Valores presentados como medias. ESM: error estdndar de la media combinado.

!Longitud total (LT)

2 Peso (P)

3 Tasa de crecimiento especifico (SGR)= 100 x [(In P final - In P inicial) x dias) )]

4 Factor de condicion (K) = 100 x (P x [(LT?) 7]

5indice de conversion del alimento = cantidad total de alimento suministrado por tanque x BG™*
6 Ganancia de biomasa = Biomasa final por tanque — Biomasa inicial por tanque.
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Tabla 6. Composicién proximal (g kg™!) del cuerpo entero de juveniles de tenca
alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucién de aceite de pescado
por una mezcla de aceites vegetales.

(%) Sustitucion pi:;;g:::js
Inicial 0 20 40 60 80 100 ESM ANOVA Lineal Cuadrético
Humedad 799.9 753.5 763.4 756.4 770.2 772.4 752.8 7.64 0.77 0.16 0.97
Proteina 137.0 140.0 152.5 153.8 142.3 150.8 156.7 2.61 0.29 0.13 0.19
Lipidos 31.32 77.0° 75.6° 76.5° 67.1°¢ 69.6" 64.2¢ 4.32 <0.001 <0.001 0.01
Cenizas 249 27.4 23.4 25.1 22.0 20.4 22.4 0.70 0.07 0.50 0.009

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado.
La ausencia de superindices en la misma fila representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05).

La composicidon proximal y el perfil de acidos grasos corporal de los juveniles al
principio y al final del experimento se resumen en las Tablas 6 y 7, respectivamente.
Las dietas afectaron a la composicion de los juveniles, siendo el contenido de lipidos
significativamente menor en los animales alimentados con la dieta que incluia
Unicamente la mezcla de aceites vegetales. Considerando la composicidn corporal
inicial, después de 90 dias, el contenido de lipidos y los acidos grasos miristico
(14:0), pentadecanoico (15:0), palmitoleico (16:1), eicosadienoico (20:2n-6), y
gamolénico (18:3n-6) aumentaron significativamente, mientras que el contenido de
eicosanoico (20:0), tetracosanoico (24:0), elaidico (18:1n-9), tetracosanoico (24:1)
y araquidoénico (20:4n -6) disminuyeron. Ademas, se evidencid una disminucién
significativa de AGM y un aumento significativo de AGPI (Tabla 7).

El contenido corporal de ALN (18:3n-3) fue mas elevado a medida que
aumentaba la sustitucion de aceite de pescado, siendo significativamente mayor
respecto a la dieta control en las dietas con 40% o porcentajes de sustitucion
superiores. No se encontraron diferencias en ZAGS, ZAGMI, ZAGPly 2n-3 y Zn-6.

La Tabla 8. incluye algunos indices comunmente utilizados para determinar el
valor nutritivo y saludable de los peces como alimento para humanos. Las relaciones
YAGPI/ZAGS y 3n-6/2n-3 tendieron a aumentar con la mezcla de aceites vegetales
de la dieta, mientras que la suma AEP + ADH mostrd una tendencia opuesta.
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Tabla 7. Perfil de 4cidos grasos (% de lipidos) del cuerpo entero de juveniles de tenca
alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de aceite de pescado

por una mezcla de aceites vegetales.

(%) Sustitucion Contraste
polinébmico

Inicial 0 20 40 60 80 100 ESM ANOVA Lineal
14:0 1.532 3.42b 3.000 2.92b 3.47° 3.15b 2.92b 0.17 0.001 <0.001
15:0 <0.05 0.42b 0.37 0.38 0.44b 0.38b 0.37° 0.04 0.001 <0.001
16:0 15.38 21.72 21.08 20.28 21.30 21.28 20.46 0.76 0.34 0.03
17:0 0.35 0.32 0.30 0.30 0.34 0.29 0.29 0.01 0.424 0.135
18:0 3.83 3.21 3.10 3.35 3.05 3.18 3.12 0.09 0.374 0.04
20:0 0.522 0.20° 0.18° 0.19° 0.18 0.18 0.19° 0.03 <0.001 <0.001
24:0 1.262 <0.05P 0.30¢ 0.27¢ 0.33¢ 0.32¢ 0.25¢ 0.10 <0.001 <0.001
14:1 <0.052 <0.052 <0.052 0.29b¢  0.33b 0.30bc 0.26°¢ 0.04 <0.001 <0.001
16:1 5.592 11.94 11.12b 11.33> 11.00® 10.87° 10.41* 0.60 0.004 <0.001
17:1 0.69 0.70 0.65 0.64 0.69 0.62 0.59 0.02 0.903 0.66
18:1n-9 48.522 31.46° 34.10° 33.51> 33.3b 33.24>  33.10° 1.57 0.001 <0.001
20:1 1.262 2.442b 2.492b 2.552  3,00b 3.10° 3.600 0.31 0.008 0.001
22:1n-9 0.442 0.75b 0.622 0.66®  0.76° 0.66®  0.60%* 0.03 0.047 0.004
24:1 0.772 <0.05b <0.05b <0.05> <0.05° <0.05* <0.05* 0.07 <0.001 <0.001
18:2n-6 7.11 5.36 6.95 6.94 6.82 7.37 7.71 0.30 0.60 0.66
20:2n-6 <0.052 0.19 0.20° 0.16b 0.18° 0.21b 0.18b 0.02 0.001 <0.001
18:3n-6 <0.052 0.21 0.19 0.19 0.21b 0.20b 0.19b 0.02 0.001 <0.001
18:3n-3 1.382 1.372 2.482b 2.92b 2.745 2.93b 3.33b 0.21 0.002 0.002
20:3n-6 <0.052 0.28 0.32b 0.30° 0.29b 0.30b 0.31b 0.03 <0.001 <0.001
20:4n-6 1.072 0.15° 0.17 0.19° 0.16° 0.16° 0.19b 0.09 <0.001 <0.001
20:5n-3 3.25 5.34 441 4.58 5.23 4.46 4.30 0.19 0.14 0.01
22:6n-3 6.53 7.64 6.27 6.52 6.57 6.28 6.25 0.19 0.56 0.81
JAGS! 22.87 29.29 28.33 27.69 29.11 28.78 27.60 0.69 0.06 0.003
SAGMI2 57.272 47.290 48.99b 49.05> 49.08> 48.79> 48.56° 1.00 0.01 <0.001
SAGPI3 12.812 20.54b 20.990 21.80b 21.50° 21.91° 2246 0.89 0.001 <0.001
n-6 8.18 6.19 7.83 7.78 7.66 8.24 8.58 0.26 0.27 0.42
n-3 14.41 14.35 13.16 14.02 13.84 13.67 13.88 0.27 0.953 0.56

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado. La ausencia de superindices en la misma
fila representa diferencias no significativas entre tratamientos (p > 0.05). No se muestran acidos grasos con valores <0.05%.
1Suma de 4cidos grasos saturados; 2Suma de acidos grasos monoinsaturados; 3Suma de acidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 8. indices nutricionales de todo el cuerpo de juveniles de tenca,
alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de pescado por
una mezcla de aceites vegetales.

(%) Sustitucion

0 20 40 60 80 100 ESM ANOVA
JAG PI/ZAGS1 0.70 0.74 0.79 0.74 0.76 0.86 0.01 0.68
AEP+ADH? 9.99 8.07 8.49 7.45 7.47 6.67 0.36 0.44
Zn-6/ n-3 0.43 0.60 0.56 0.59 0.61 0.62 0.03 0.59

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado
13 4cidos grasos poliinsaturados/2 acidos grasos saturados (g kg™! peso himedo)
2Suma de 4acido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico (g kg™ peso humedo).

6.3.4. DISCUSION

En los habitats naturales, la presencia de crustaceos planctonicos y otros
invertebrados en su tracto digestivo revelan que los juveniles de tenca actian como
depredadores (Adamek et al., 2003; Alas et al., 2010) y, por tanto, los aceites de origen
vegetal estan ausentes de su dieta natural. Por esta razdn, la inclusidn de aceites vegetales
en la dieta podria tener efectos negativos sobre la palatabilidad y, en consecuencia, sobre
la ingesta de alimento. En nuestro experimento, los juveniles aceptaron todas las dietas por
igual, lo que demuestra que el sabor era aceptable y, como sugirieron Turchini et al. (2009),
la fraccion lipidica juega un papel menor en la palatabilidad de los alimentos acuicolas.

En estudios realizados en otras especies de ciprinidos, como la carpa negra
(Mylopharyngodon piceus) (Sun et al., 2011) y el minnow (Onchystoma macrolepis)
(Gou et al., 2021) con aceite de colza, y en la carpa comun (Cyprinus carpio) con
aceite de cacahuete sin refinar (Yildirim et al., 2013), aceite de girasol (Sonu et al.,
2014) o aceite de semilla de uva (Zorlu y Gim{s, 2022), la sustitucion total de aceite
de pescado no afecté negativamente al crecimiento. En el presente estudio, la
sustitucidn total de aceite de pescado por una mezcla de aceites vegetales fue
factible sin efectos negativos sobre los parametros de crecimiento, lo que nos llevé
a considerar que los requerimientos de dcidos grasos esenciales estaban
completamente cubiertos. Es importante tener en cuenta que dichos
requerimientos varian cualitativa y cuantitativamente entre las especies, pero
también durante el desarrollo, siendo las primeras etapas un periodo critico
(Tocher, 2010). En este experimento, los juveniles de tenca tenian inicialmente una
longitud y peso inferiores a los de otros estudios con especies de agua dulce. Ello
nos lleva a considerar que la cantidad de AGE proporcionada por las dietas podria
ser una buena aproximacién de los valores minimos requeridos en esta especie.

A diferencia de los peces marinos, las necesidades de AGE para especies de
agua dulce generalmente son cubiertos por el AGPI C:18, ya que son capaces de
convertir los acidos linoleico y linolénico en acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga n-6 y n-3, como el AEP y el ADH (Xie et al., 2021). Bajo esta consideracién, las
cantidades de aceite de maiz, de linaza y de oliva de la mezcla se calcularon para
proporcionar un contenido similar o superior de AL y ALN al del aceite de higado de
bacalao y, de hecho, el contenido de ambos aumentd al incorporar mayores
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cantidades de la mezcla de aceites vegetales (ver Tabla 3). La dieta control de este
estudio tiene la misma formulacion que la descrita en Sdez-Royuela et al. (2015),
pero el contenido de ALN fue inferior (1.83 g kg™ y 4.60 g kg%, respectivamente),
mientras que el contenido de AL fue similar (7.2 y 6.7 g kg%, respectivamente). Los
buenos resultados de crecimiento en ambos casos sugieren que los requerimientos
de ALN para juveniles de tenca podrian ser inferiores a los recomendados en peces
de agua dulce (Tocher, 2010), entre el 0.5 y el 1% del peso seco de la dieta.

Puesto que la dieta influye sobre la composicidon final del pescado, sus
propiedades nutricionales y su calidad como alimento humano podrian verse
afectadas (Ayisi et al., 2019). Con respecto a la composicion corporal, se evidencid,
respecto a la dieta control, una disminucién significativa del contenido de lipidos
cuando los juveniles de tenca se alimentaron con la dieta sin aceite de pescado. Este
resultado no concuerda con los obtenidos en otras especies de agua dulce, como la
tilapia del Nilo (Erondu et al., 2021), el esturidn beluga (Falahatkar et al., 2018), la
trucha arco iris (Gliler y Yildiz, 2010) y el pez mandarin (Sankian et al., 2019), donde
la inclusidn de aceites vegetales en la dieta determind un aumento del contenido
de lipidos en todo el cuerpo y/u otros tejidos. En un estudio con juveniles de
pompano dorado (Trachinotus ovatus), Guo et al. (2021) hallaron una relacién entre
el contenido corporal de lipidos y la relacion ALN/AL en las dietas, de modo que el
menor contenido coincidié con la relacion ALN/AL mas elevada. En nuestro
experimento, encontramos una relacién similar, de modo que el contenido mayor
de lipidos correspondio a juveniles alimentados con la dieta control (ALN/AL = 0.25),
y el menor en aquellos alimentados con sustitucidon total de aceite de pescado
(ALN/AL = 0.37).

El contenido de acidos grasos de cadena larga n-3 es abundante en los peces'y,
debido a su importancia en el crecimiento y el mantenimiento de la salud humana
a través de la prevencidén de enfermedades cardiovasculares crénicas, diabetes,
cancer y enfermedades degenerativas relacionadas con la edad, el consumo de
productos pesqueros es muy recomendable (Calder, 2014). Un efecto negativo
derivado de la sustitucion de aceite de pescado por aceites vegetales es la reduccién
de dos acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, EPA y DHA, en la composicion
corporal de los peces. Este hecho ha sido ampliamente documentado en muchos
estudios recientes, tanto en especies marinas, como la dorada (Sparus aurata)
(Alvarez et al., 2020, Ofori-Mensah et al. 2020a), lubina europea (Dicentrarchus
labrax) (Eroldogan et al., 2013), corvina de aleta corta (Cynoscion parvipinnis)
(Gonzalez-Félix et al. 2016), mero hibrido (Epinephelus fuscoguttatus @ x E.
lanceolatus &) (An et al., 2020), corvina amarilla (Larimichthys crocea) (Mu et al.,
2020), corvina (Argyrosomus regius) (Katsika et al., 2021) y seriola (Seriola dumerili)
(Milian-Sorribes et al., 2021), y también en especies de agua dulce, como el barbo
plateado (Nayak et al., 2017), la carpa negra (Sun et al., 2011), el “black bass” (Chen
et al., 2020), la trucha de Manchuria (Yu et al., 2019), el salvelino artico y de arroyo
(Dupont-Cyr et al., 2022) y la trucha arco iris (Lazzarotto et al.,, 2018). En este
experimento, aunque el contenido de AEP y ADH en las dietas disminuyé
significativamente a medida que aumentaba el aceite vegetal, no se encontraron
diferencias en su contenido en el cuerpo de los juveniles, lo que concuerda con los
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resultados de Garrido et al. (2020) sobre la alta capacidad de la tenca para
biosintetizar AGPI CL n-3 a partir de ALN.

Al igual que otros estudios en especies de aguas continentales (Gesto et al.,
2021; Dupont-Cyr et al., 2022; Yu et al., 2019; Nayak et al., 2017; Sankian et al.,
2019; Gou et al., 2021; Lazzarotto et al., 2018), la inclusion de aceites vegetales en
la dieta resultdé en un aumento significativo de AL en la composicién corporal de los
juveniles de tenca. En humanos, la ingesta de AL se correlaciona inversamente con
la enfermedad cardiovascular y el riesgo de cancer (Naghshi et al., 2021) vy, por lo
tanto, la mezcla de aceites de origen vegetal utilizada parece tener un efecto
positivo en la calidad nutritiva de la tenca.

Entre los indices utilizados para evaluar el valor nutritivo de los alimentos
humanos, YAGPI/3AGS es uno de los mas utilizados. En los peces, presenta un
amplio rango de valores, entre 0.50 y 1.62, dependiendo de las especies (Chen et
al.,, 2020), siendo mejor cuanto mayor sea su valor. En este experimento, esta
relacion varié entre 0.70 y 0.86, correspondiente a los peces que recibieron la dieta
control y la dieta con sustitucidn total de aceite de pescado, respectivamente. Estos
resultados fueron inferiores a los obtenidos en filetes de tenca de tamafio
comercial, cultivada bajo condiciones semiintensivas (peso promedio 680 g,
JAGPI/ZAGS: 1.10) y extensivas (peso medio 210 g, YAGPI/ZAGS: 1.32) (Linhartova
et al., 2018). No obstante, fueron superior a 0.40, el limite minimo para considerar
un alimento como no aconsejable para la salud humana, debido a su potencial
efecto de aumento de los niveles de colesterol en sangre (Wood et al., 2008;
Werenska et al., 2021). Otro indice utilizado para evaluar el valor nutritivo y
saludable del pescado es la suma de AEP + ADH (Chen et al., 2020). En tencas
cultivadas en condiciones semiintensivas, este indice fue de 3.19 g kg™ (Linhartova
etal., 2018), mientras que los valores absolutos en nuestro estudio fueron mayores,
entre 7.88 g kg™! para los juveniles alimentados con la dieta que incluia 100% aceites
vegetales y 13.2 g kg™! en los que recibieron la dieta control. Los valores mas altos
obtenidos en nuestro estudio podrian atribuirse no solo al diferente tamafio de los
peces, sino también a las condiciones de alimentacién. En este sentido, Linhartova
et al. (2018) encontraron un menor contenido de AEP + ADH y lipidos en tencas
criadas en condiciones extensivas, con alimentos naturales, que en las cultivadas en
condiciones semiintensivas. En nuestro estudio, los juveniles de tenca solo
recibieron dietas extrusionadas, lo cual determind una mayor deposicion de lipidos
qgue en el estudio mencionado anteriormente y, en consecuencia, un mayor
contenido de AEP + ADH.

Finalmente, la relacidén n-6/3n-3 es un indicador Gtil no solo para comparar el
valor nutritivo de diferentes especies piscicolas, sino también para establecer si el
alimento resulta saludable en humanos, donde la proporcidon dptima recomendada
varia de 1/1 a 4/1 (Simopoulos, 2004). Considerando los datos de Werenska et al.
(2021), esta proporcion varia significativamente entre las especies piscicolas, siendo
mas elevados en las de aguas continentales. Los valores obtenidos en nuestro
estudio, entre 0.43 y 0.62, no difirieron en gran medida a los obtenidos en tencas
de cultivos semiintensivos y extensivos: 0.75 y 0.47, respectivamente (Linhartova et
al., 2018).
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Es importante considerar que las comparaciones entre los valores de los indices
nutricionales para la tenca disponibles en la literatura cientifica y nuestros
resultados deben interpretarse con precaucién, ya que se han obtenido a partir de
animales de pequefio tamafo, el perfil de acidos grasos corresponde al cuerpo
completo y los juveniles no recibieron alimento natural. Por tanto, la informacién
proporcionada podria considerarse como un enfoque inicial, siendo necesario
realizar futuros ensayos sobre los efectos de dietas con aceites vegetales en la
calidad nutritiva de tencas criadas hasta el tamafio comercial.
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6.4. ESTUDIO IV: SUSTITUCION DE ACEITE DE PESCADO POR ACEITE DE
CAMELINA (Camelina sativa L.) EN DIETAS PARA JUVENILES DE TENCA
(Tinca tinca L.): EFECTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA, EL CRECIMIENTO Y EL
PERFIL DE ACIDOS GRASOS CORPORAL.

Fish oil replacement by camelina (Camelina sativa L.) oil in diets for juvenile tench (Tinca
tinca L.): effects on survival, growth and whole-body fatty acid profile.

Teresa Garcia, José M. Carral*, Maria Sdez-Royuela, Jesus D. Celada.
Animals 2022, 123362

6.4.1. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Las formulaciones de piensos destinados a animales acuaticos incluyen cada
vez mayor cantidad de aceites de origen vegetal, especialmente para la acuicultura
(OECD/FAOQ, 2022). Tal como se planted en el experimento anterior de esta
secuencia, los aceites vegetales, solos o en mezclas, se han considerado como
posibles sustitutos del aceite de pescado en diversas especies acuicolas (Turchiniy
Torstensen, 2009; Ayisi et al., 2018), destacando los de soja, palma, linaza, girasol,
colza y oliva. Los lipidos de origen vegetal suelen ser ricos en acidos grasos C18,
principalmente linoleico (AL, 18:2n-6), a-linolénico (ALN, 18:3n-3) y oleico (18:1n-
9), pero carecen o tienen un contenido muy limitado de 4&cidos grasos
poliinsaturados n-3 de cadena larga (AGPI CL n3), como los acidos eicosapentanoico
(AEP, 20:5n-3) y docosahexaenoico (ADH, 22:6n-3).

Una nueva fuente de acidos grasos poliinsaturados n-3 es la Camelina sativa,
una especie de la familia Brassiceaceae cominmente conocida como camelina. El
interés en su produccidon ha aumentado en los Ultimos afos, debido no solo a sus
beneficios agrotécnicos, que la hacen mas respetuosa con el medio ambiente que
otros cultivos oleaginosos convencionales (Budin et al., 1995; Neupane et al., 2022),
sino también por el perfil de acidos grasos de su aceite. En su revisién, Zanetti et al.
(2021) recogen un considerable nimero de estudios sobre la adaptabilidad de la
camelina a variadas condiciones ambientales, sobre sus bajos requisitos de agua y
nutrientes, su resistencia a multiples plagas, enfermedades e insectos, asi como
sobre sus multiples usos en alimentacién humanay animal y obtencién de biodiesel.
En relacidn a los usos alimentarios, el aceite de camelina (AC) presenta un alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados (>55%), destacando el acido linolénico,
precursor de AGPI CL n3, y valores de relacion n-3/n-6 cercanos a 2, que son poco
frecuentes en aceites vegetales (Toncea et al., 2013; Berti et al., 2016; Popa et al.,
2017). Segun Tocher (2010), la sustitucién parcial o total de aceite de pescado es
mas factible en peces de agua dulce que en especies marinas, que carecen de la
capacidad de desaturar y alargar los AGPI C-18 y, por lo tanto, es mas probable que
tengan deficiencia de AGPI CL n3. Se han evideciado efectos negativos sobre el
crecimiento cuando el aceite de pescado fue parcial o totalmente reemplazado por
aceite de camelina en dorada (Sparus aurata) por Huyben et al. (2020) y Ofori-
Mensah et al. (2020), en bacalao del Atlantico (Gadus morhua) por Hixson y Parrish
(2014) y en totoaba (Totoaba macdonaldi) por Maldonado-Othon et al. (2022). Sin
embargo, la sustitucion total no afecté al crecimiento de especies de agua dulce
como la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Lu et al., 2020), la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) (Toyes-Vargas et al., 2020) y el salmén del Atlantico (Salmo
salar) (Hixson et al., 2014; Betancor et al., 2015a, 2015b; Ye et al., 2021). Con objeto
de incrementar su contenido en EPA y DHA, se probd en lubina europea
(Dicentrarchus labrax) (Betancor et al., 2021), dorada (Huyben et al., 2020; Betancor
etal., 2016) y salmon del Atlantico (Betancor et al., 2015a, 2015b) aceite de C. sativa
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genéticamente modificada para expresar genes de algas. En todos los casos, la
inclusidon de aceite de camelina transgénica no tuvo efectos negativos sobre el
crecimiento y las propiedades nutritivas de los peces cultivados.

Considerando que la camelina es un cultivo alternativo de semillas oleaginosas
con un impacto ambiental marcadamente bajo y que su aceite posee un alto
contenido de acidos grasos insaturados, el objetivo del presente trabajo fue conocer
los efectos de la sustitucion parcial o total de aceite de pescado por aceite de
camelina sobre la tasa de supervivencia, el crecimiento y la composicion corporal
de los juveniles de tenca.

6.4.2. MATERIAL Y METODOS

Se realizé un experimento de 90 dias en el que 540 juveniles de tenca de cuatro
meses (longitud media inicial: 31.48+ 0.49 mm; peso medio inicial: 0.330 £ 0.18 g)
se alimentaron con seis dietas (50 % de proteina) que diferian en el nivel de
sustitucion de aceite pescado por aceite de camelina: 0% (control), 20%, 40%, 60%,
80% o0 100%. La formulacién de las dietas practicas se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Formulacidn de las dietas con diferente sustitucién del aceite de pescado
por aceite de camelina (g kg* dieta).

Ingredientes (g kg™) 0 20 40 60 80 100
Harina de pescado ? 645 645 645 645 645 645
Harina de maiz 2 166 166 166 166 166 166
Quistes desecados de Artemia 3 100 100 100 100 100 100
Carboximetilcelulosa? 30 30 30 30 30 30
Aceite de camelina® 0 4 8 12 16 20
Aceite de higado de bacalao ® 20 16 12 8 4 0
L-ascorbil-2-monofosfato-Na ’ 5 5 5 5 5 5
Fosfato dicalcico’ 10 10 10 10 10 10
Cloruro de colina’ 3 3 3 3 3 3
Lecitina de soja & 10 10 10 10 10 10
Cloruro de sodio ° 1 1 1 1 1 1
Premix vitaminico-mineral 10 10 10 10 10 10

1 Skretting Espafia S.A., Ctra. de la Estacién s/n 09620 Cojdbar. Burgos. Espafia.

2 Adpan Europa S.L., ES-33186 El Berron. Siero. Asturias. Spain.

3 INVE Aquaculture Nutrition. Hoogyeld 91. Dendermonde. Bélgica.

4 Helm Iberica S.A., ES-28108 Alcobendas. Madrid. Spain.

5 Camelina Company. Camino de la Carrera, 11-11, 28140 Fuente el Saz, Madrid.

6 Acofarma distribution S.A., ES-08223 Terrassa. Barcelona. Spain.

7 Cargill, ES-28720 Colmenar Viejo. Madrid. Spain.

8 Biover N.V., Monnikenwerve 109. B-8000 Brujas. Bélgica.

2 Unién Salinera de Espafia S.A., ES-28001 Madrid. Spain.

10 Aporta mg *&1 de premezcla: inositol, 50000; tiamina, 500; riboflavina, 800; niacina, 5000; piridoxina, 1500; acido
pantoténico, 5000; biotina, 150; acido fdlico, 3500; cianocobalamina, 5; retinol, 2400; a-tocoferol, 30000; colecalciferol,
6.25; naftoquinona, 5000; hidroxitolueno butilado, 1500; MgSO 4-7H,0, 300000; ZnSO 4-7H,0, 11000; MnSO 4-H,0, 4000;
CuSO 4-5H,0, 1180; CoS0s, 26; FeSO 4-7H,0, 77400; Kl, 340; Na,SeOs, 68.
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En las Tablas 2 y 3 se recoge la composicidn proximal y perfil de acidos grasos
de las dietas, respectivamente.

6.4.3. RESULTADOS

Observando el comportamiento de los juveniles de tenca, se comprobd que las
dietas fueron ingeridas a lo largo del experimento, independientemente de la
cantidad de aceite de camelina incluida.

La Tabla 4 muestra la longitud total y el peso en juveniles después de 30 y 60
dias de experimento. No hubo diferencias significativas entre los juveniles
alimentados con diferentes dietas después de 30 (rango de valores medios: 40.55-
43.55 mmy 0.98-1.19 g) y 60 dias de experimento (rango de valores medios: 51.43-
54.43 mm y 2.00-2.68 g). Tras de 30 y 60 dias se lograron aumentos medios de LT
del 34.1% y el 69.3%, respectivamente. Respecto al peso inicial, el peso medio fue
3.4 veces mayor después de 30 dias, mientras que a los 60 dias fue casi 7 veces
mayor.

Tabla 2. Composicién proximal (g kg de dieta) de las dietas con diferente
sustitucion de aceite de pescado por aceite de camelina.

% Sustitucion

Composicién proximal (g kg?) 0 20 40 60 80 100
Humedad 65.8+3.1 60.5+2.2 67.7+3.4 67.3+2.1 68.3%£1.5 64.2+2.5
Proteina Bruta 509+4.0 508+2.0 509+5.0 509+3.0 504+2.0 510+3.0
Lipidos 99.1+1.8 99.3+1.8 99.4+1.7 100.0+2.0 99.8+2.1 99.612.2
Carbohidratos 196.1+#3.2  202.0+3.5 196.1#2.6  193.3+0.5 199.4+3.8 196.5+3.4
Cenizas 130.0+1.8 130.2+1.9 128.1+1.5 126.612.0 130.0%2.2 129.7+1.8
Energia bruta (MJ kg) 15.31#0.1 15.210.1 15.1+0.1 15.4+0.1 15.3+0.2 15.3+0.1

Valores presentados como media * error estandar de la media.

Los resultados de crecimiento tras 90 dias se muestran en la Tabla 5. La tasa de
supervivencia fue del 100% en todos los grupos experimentales. No hubo
diferencias en LT, P, TCE, IC, K y GB entre los juveniles alimentados con diferentes
dietas, lo que demuestra la viabilidad de una sustitucién completa del aceite de
pescado sin efectos adversos. No se observaron peces con deformidades visibles

externamente.
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos (% del contenido total de lipidos) de las dietas con
diferentes niveles de sustitucion de aceite de pescado por aceite de camelina.

% Sustitucion

0 20 40 60 80 100
14:0 4.17+0.01° 4.02+0.062 3.820.1920 3.46+0.0.182b¢ 3.1620.21b¢ 2.86+0.05¢
15:0 0.52+0.06 0.50+0.04 0.49+0.03 0.47+0.03 0.44+0.03 0.43+0.06
16:0 17.14+1.20 16.65+0.93 16.25+0.96 15.80+0.82 15.18+0.78 14.90+0.75
17:0 0.47+0.03 0.46%0.02 0.44+0.03 0.44+0.04 0.41+0.02 0.40+0.03
18:0 2.98+0.12 2.92+0.14 2.92+0.13 2.90+0.15 2.760.03 2.92+0.11
20:0 0.10+0.022 0.2140.06%° 0.28+0.072° 0.39+0.082b¢ 0.49+0.10b¢ 0.60+0.10¢
24:0 0.30+0.04 0.28+0.02 0.27+0.03 0.27+0.04 0.26+0.01 0.25+0.03
14:1 0.55+0.06 0.55+0.05 0.53+0.03 0.51+0.03 0.45+0.01 0.44+0.02
16:1 8.16+0.70 7.92+0.60% 7.44+0.50% 7.08+0.40P¢ 6.29+0.30¢ 5.85+0.20¢
17:1 0.12+0.01 0.12+0.02 0.12+0.01 0.11+0.01 0.10+0.01 0.09+0.01
18:1n-9 26.8+1.70 25.59+1.80 24.95£1.60 24.57+1.50 23.73%£1.40 23.63%£1.40
20:1 6.24+0.40 6.32+0.30 6.32+0.32 6.63+0.44 6.88+0.40 7.29+0.61
22:1n-9 0.61+0.032 0.5740.0320 0.5140.0423b¢ 0.48+0.01°¢ 0.41+0.03¢d 0.32+0.01
24:1 0.73+0.01 0.66+0.04 0.61+0.03 0.64+0.04 0.64+0.04 0.64+0.03
18:2-n-6 6.63+0.30° 7.09+0.502° 8.17+0.42b¢ 9.24+0.18¢ 10.40+0.55¢% 11.67+0.67¢
18:3n-6 <0.052 0.07+0.01° 0.37+0.03° 0.37+0.03° 0.32+0.01° 0.31+0.03b
18:3n-3 2.96+0.132 5.15%0.14° 7.29+0.22¢ 9.12+0.31¢ 11.17+0.42¢ 13.31+0.46
20:3n-66 0.14+0.01° 0.12+0.012b 0.10+0.01° <0.05¢ <0.05¢ <0.05¢
20:4n-6 0.16+0.02° 0.2340.0320 0.3540.03¢¢ 0.36+0.03b¢ 0.43+0.06°¢ 0.50+0.06°
20:5n-3 8.33+0.312 7.7740.343b 7.11+0.382bc 6.61+0.34b¢ 6.18+0.31¢ 5.19+0.274
22:6n-3 8.97+0.80° 8.28+0.75% 7.37+0.72% 6.62+0.63% 6.44+0.612b 5.02+0.51°
2 AGS? 25.68+1.00 25.03+0.91 24.47+0.89 23.73+0.87 22.74+0.79 22.36%0.75
2 AGMI? 42.96+1.10 41.78+0.92 40.48+0.87 39.99+0.84 38.65+0.83 38.27+0.80
3 AGPI3 27.19+0.94° 28.71+1.032 30.71+1.022b 32.22+1.222b 34.94+1.09° 36.00+1.09°
ALN/AL* 0.48+0.0012 0.7310.05° 0.89+0.01¢ 0.99+0.01¢d 1.07+0.001¢ 1.14+0.001¢

Valores presentados como media * error estandar de la media.

Medias en la misma fila con diferentes superindices son significativamente diferentes (p<0.05).

No se muestran algunos acidos grasos presentes en pequefias cantidades (<0,05%).

1 Acidos grasos saturados totales; 2 Acidos grasos monoinsaturados totales

3 Acidos grasos poliinsaturados totales; 4 Acido linolénico/4cido linoleico
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sustitucion de aceite de pescado por aceite de camelina después de 30 y 60 dias.

% Sustitucion 0 20 40 60 80 100 ESM  ANOVA
30 dias TL! (mm) 41.86 43,55 42.41 43.16 40.55 42.2 0.64 0.861
Peso? (g) 1.18 1.17 1.11 1.19 1.09 0.98 0.05 0.886
60 dias
TL! (mm) 54.23 51.43 52.38 54.34 >4.11 >3.3 0.66 0.808
Peso? (g) 2.68 2.00 2.22 2.30 2.29 2.32 0.09 0.424

Valores presentados como medias.
ESM: error estandar de la media combinado.

! Longitud total.
2 Peso

Tabla 5. Resultados de crecimiento de juveniles de tenca alimentados con dietas
con diferentes niveles de sustitucién de aceite de pescado por aceite de camelina
durante 90 dias.

% Sustitucion 0 20 40 60 80 100 ESM ANOVA
LT (mm) 66.54  67.01 66.85 68.58 68.64 66.83 0.439 0.633
P2 (g) 478  4.64 4.47 4.79 4.68 4.59 0.089  0.933
TCE3 (% dia-1) 2.78 2.44 2.78 2.84 2.85 2.81 0.060 0.404

K4 1.44 1.41 1.39 1.37 1.37 1.45 0.009  0.051
ICS 1.20 1.26 1.26 1.21 1.22 1.22 0.013  0.674
GBS (g) 137.75 13039  124.00 136.68  131.53  131.14 1.074 0.812

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado.

1 Longitud total.

2 Peso.

3 Tasa de crecimiento especifico = 100 x [(In peso corporal final - In peso corporal inicial) x dias)-*]
4 Factor de condicién = 100 x (peso corporal x [(longitud corporal®) 1]

5 Tasa de conversion alimenticia = cantidad total de alimento suministrado por tanque x BG-1

6 Ganancia de biomasa = biomasa final por tanque — biomasa inicial por tanque.

La composicidn proximal y el perfil de acidos grasos de los juveniles al inicio y al final
del experimento se resumen en las Tablas 6 y 7. Las dietas afectaron a la
composicidn corporal de los animales, de modo que el contenido de lipidos fue
significativamente inferior en peces alimentados con dietas con 40% y porcentajes
superiores de aceite de camelina.

59



Secuencia de experimentacién

Tabla 6. Composicién proximal (g kg') del cuerpo entero de juveniles de tenca
alimentados con dietas practicas con diferentes niveles de sustitucién de aceite de
pescado por aceite de camelina.

% Sustitucion Contrastes polindmicos
Inicial 0 20 40 60 80 100 ESM ANOVA Llineal  Cuadrdtico
Humedad 768.7 763.6 768.6 759.5 774.3 760.3 773.8 3.46 0.44 0.64 0.81
Proteina 147.2 159.9 145.7 145.8 145.3 149.1 151.4 1.80 0.15 0.22 0.03
Lipidos 19.4 59.22 56.12° 48.0° 48.4> 38.5¢ 32.2¢ 2.39 <0.001 <0.001 0.001
Cenizas 24.2 22.5 19.1 18.1 22.6 22.5 18.2 0.70 0.06 0.47 0.93

Valores presentados como medias. ESM: error estandar de la media combinado.
Medias en la misma fila con diferentes superindices son significativamente diferentes (p<0.05).

Después de 90 dias, el contenido corporal de ALN aumenté a medida que lo
hizo la inclusién de aceite de camelina, siendo significativamente mayor con
respecto a la dieta control en las dietas con porcentajes de sustitucion del 40% vy
superiores. Se evidencié un aumento significativo de 20:4n-6 (acido araquiddnico)
en juveniles alimentados con dietas con 60% de aceite de camelina y niveles
superiores. El contenido de 22:1n-9 (acido erucico) disminuyd en los juveniles
alimentados con dietas a apartir de un 80% de aceite de camelina. Finalmente, no
se encontraron diferencias en YAGS, ZAGMI, 2AGPI, 2n-3 y Zn-6.

La Tabla 8 incluye algunos indices cominmente utilizados para determinar el
valor nutritivo de los peces como alimento humano. Las relaciones ZAGPI/ZAGS y
In-6/3n-3 mostraron una tendencia al aumento lineal con la incorporaciéon de aceite
de camelina en los piensos, mientras que EPA+DHA mostrd una tendencia opuesta.
Asi, en comparacién con la dieta control, el contenido de EPA+DHA fue
significativamente menor en los juveniles de tenca alimentados con la dieta con 100
% de aceite de camelina y la relacidn Zn-6/2n-3 fue significativamente mayor en los
juveniles de tenca alimentados con dietas con 80 % y 100 %.

6.4.4. DISCUSION

La palatabilidad es una de las principales caracteristicas de los alimentos
acuicolas para garantizar una ingestién éptima y reducir la cantidad de alimento no
consumido. Kasumayan y Dgving (2003) afirmaron que los peces se sienten atraidos
por compuestos solubles en agua, anféteros, no voldatiles y que contienen
nitrégeno, con un bajo peso molecular. Teniendo esto en cuenta, los lipidos parecen
desempefiar un papel menor en la palatabilidad de los alimentos acuicolas (Turchini
y Mailer., 2010). Sin embargo, el alto contenido de glucosinolatos en C. sativa podria
ser una desventaja, ya que estas sustancias pueden ser responsables del sabor
amargo o fuerte (Berhow et al., 2013; Singh et al., 2021). De hecho, Ofori-Mensah
et al. (2020a) en doradas, Betancor et al. (2021) en lubina europea y Hixson y Parrish
(2014) en bacalao del Atlantico senalaron una reduccion del crecimiento cuando los
peces se alimentaron con dietas que incluian aceite de camelina, lo que atribuyeron
a una menor ingestiéon debido a una merma de la palatabilidad. En nuestro
experimento, los juveniles de tenca aceptaron por igual todas las dietas, lo que nos
llevé a considerar que el sabor y el olor eran aceptables, incluso cuando no contenia
aceite de pescado.
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Tabla 7. Perfil de acidos grasos (% de lipidos) del cuerpo entero de juveniles de
tenca alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de aceite de
pescado por aceite de camelina.

% Sustitucion Contraste
polinédmico
Inicial 0 20 40 60 80 100 ESM ANOVA Lineal
14:0 3.29 2.65 2.62 2.57 2.41 2.23 2.23 0.06 0.06 0.005
15:0 0.45 0.37 0.37 0.37 0.40 0.36 0.34 0.01 0.55 0.42
16:0 16.50 20.53  21.07 20.07 19.49 19.39 19.95 0.33 0.79 0.32
17:0 0.33 0.24 0.24 0.27 0.27 0.25 0.23 0.01 0.44 0.88
18:0 2.78 2.77 2.71 2.61 2.65 2.58 2.58 0.04 0.70 0.17
20:0 0.14 0.182  0.212b 0.222b 0.252b 0.272 0.29° 0.01 0.17 0.01
24:0 0.23 0.16 0.18 0.15 0.17 0.14 0.17 0.01 0.55 0.72
14:1 0.39 0.33 0.35 0.35 0.35 0.32 0.26 0.01 0.21 0.08
15:1 0.14 0.14 0.11 0.11 0.12 0.11 0.10 0.01 0.39 0.11
16:1 12.3 11.52 11.66 11.35 10.74 10.54 10.82 0.30 0.92 0.36
17:1 0.13 0.63 0.62 0.63 0.72 0.67 0.58 0.01 0.07 0.96
18:1n-9 27.82 33.98 33.20 32.79 31.36 31.79 32.53 0.41 0.57 0.19
20:1 2.23 3.30 3.20 3.50 3.63 3.91 3.91 0.10 0.39 0.05
22:1n-9 1.09 1.012  0.95% 0.8320 0.723bc 0.64bc 0.46¢ 0.06 0.007 <0.001
24:1 0.14 0.18 0.18 0.15 0.15 0.15 0.13 0.01 0.14 0.02
18:2n-6 6.54 5.20 5.42 6.07 6.92 7.18 7.31 0.30 0.13 0.01
18:3n-6 0.49 0.19 0.20 0.20 0.23 0.21 0.20° 0.01 0.87 0.60
18:3n-3 1.83 1.642 2.41@b 3.40b¢c 4,36 5.11de 5.64¢ 0.43 <0.001 <0.001
20:3n-6 0.47 0.31 0.32 0.31 0.37 0.38 0.41 0.01 0.06 0.06
20:4n-6 0.12 0.152 0.192 0.2720 0.34b¢ 0.39bc 0.41¢ 0.03 0.001 <0.001
20:5n-3 2.39 3.61 3.51 3.42 3.48 3.24 3.21 0.08 0.79 0.20
22:6n-3 10.06 8.73 7.63 8.11 8.25 7.77 6.49 0.28 0.32 0.09
JAGS! 23.72 26.40 27.40 26.23 25.64 25.29 25.85 0.49 0.92 0.46
SAGMI? 46.24 51.09 50.39 49.71 47.79 48.13 48.83 0.58 0.63 0.17
IAGPI3 21.90 19.83 19.68 21.88 24.09 24.28 23.65 0.67 0.08 0.01
n-6 7.76 5.85 6.13 6.85 7.86 8.16 8.33 0.34 0.09 0.008
n-3 14.28 13.98 13.55 14.93 16.09 16.12 15.34 0.43 0.49 0.13

ESM: error estandar de la media combinado. Los datos iniciales no se incluyeron en el andlisis estadistico. Medias en la misma fila
con diferentes superindices son significativamente diferentes (p < 0,05). No se muestran algunos acidos grasos presentes en menor
cantidad (<0.05%).! Suma acidos grasos saturados; 2Suma acidos grasos monoiinsaturados; 3 Suma acidos grasos poliinsaturados
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Tabla 8. indices nutricionales en juveniles de tenca alimentados con dietas
experimentales con diferentes niveles de sustitucion de aceite de pescado por
aceite de camelina tras 90 dias.

% Sustitucion pcc)?ir;tg;s::o
0 20 40 60 80 100 ESM  ANOVA Lineal
JAGPI/ZAGS! 075 072 0.83 0.94 096 092 0.3 0.09 0.01
AEP+ADH? 6.07° 6.25* 5,532 5.67° 4.24® 316> 0.35 0.01 0.001
In-6/3n-3 0.42° 0.45® 0.46% 0.49%® 0.51° 0.52° 0.01 0.02 0.001

ESM: error estandar de la media combinado.

Medias en la misma fila con diferentes superindices son significativamente diferentes (p < 0.05)
13 4cidos grasos poliinsaturados/ £ acidos grasos saturados (g kg peso himedo).

2 Acido eicosapentaenoico + cido docosahexaenoico (g kg peso himedo).

Los requisitos de 4acidos grasos esenciales en especies de agua dulce
generalmente pueden ser satisfechos mediante la ingesta de acidos grasos
poliinsaturados C: 18, ya que pueden convertir ALy ALN en AGPI LC n-6 y n-3. Como
era de esperar, la inclusion en las dietas de aceite de camelina proporciond mayores
cantidades de ALN y AL, mientras que el contenido de ADH y AEP disminuyd (ver
Tabla 3). Sin embargo, la sustitucidon total de aceite de pescado por aceite de
camelina fue posible sin afectar negativamente al crecimiento en juveniles de tenca,
demostrando que los requisitos de AGE estaban cubiertos. Este estudio concuerda
con los resultados obtenidos en el salmdn del Atlantico (Hixson et al., 2014; Ye et
al., 2016) y en otras especies de agua dulce como la trucha arco iris (Lu et al., 2020)
y la tilapia del Nilo (Toyes-Vargas et al., 2020) donde la sustitucion total no tuvo un
impacto perjudicial sobre los valores de crecimiento. Sin embargo, en especies
marinas solo ha sido factible la sustitucidén parcial de aceite de pescado por aceite
de camelina, alcanzdndose peor crecimiento con dietas con una sustitucién total
(Hixson et al., 2014; Huyben et al., 2020; Ofori-Mensah et al., 2020; Maldonado-
Othom et al., 2022) , a excepcion de los estudios realizados en juveniles de bacalao
atlantico por Morais et al. (2012) y en juveniles de besugo por Mzengereza et al.,
(2021). En este ultimo, los autores plantearon la hipétesis de que los requerimientos
AGPI LC n-3 habian probablemente sido cubiertos mediante las cantidades de AEP
y ADH proporcionadas por la harina de pescado incluida en las dietas, permitiendo
buenos resultados de crecimiento incluso cuando el aceite de pescado fue
completamente reemplazado por aceites vegetales.

Es ampliamente reconocido que la composicion final del pescado refleja el
alimento consumido y, por lo tanto, la dieta podria alterar sus propiedades
nutricionales y su calidad como alimento humano (Ayisi et al., 2019). La sustitucién
de aceite de pescado por aceite de camelina no afecté al contenido de lipidos en el
cuerpo entero o los filetes de peces marinos (Morais et al., 2012; Betancor et al.,
2016; Huyben et al., 2020; Ofori-Mensah et al., 2020), ni en algunas especies de
salmdnidos (Hixson et al., 2014; Betancor et al., 2015a; Lu et al., 2020; Toyes-Vargas
et al., 2020; Ye et al., 2016). Estos resultados no concuerdan con los de este
experimento donde, en comparacion con la dieta control, el contenido corporal de
lipidos disminuyd significativamente cuando los juveniles se alimentaron con dietas
gue incluian niveles de aceite de camelina del 40% y superiores. De la misma
manera, Mzengereza et al.(2021) y Maldonado-Othdn et al. (2022) senalaron una
disminucion del contenido de lipidos en el musculo con la inclusién de aceite de
camelina en la dieta. En estudios con juveniles de pompano dorado (Trachinotus
ovatus), Guo et al. (2021) y juveniles de tenca, Sdez-Royuela et al. (2022), se observéd
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una relacion entre el contenido corporal de lipidos y la relacion ALN/AL en las dietas,
de modo que el menor contenido coincidid con la relacién ALN/AL mas elevada. En
nuestro experimento, encontramos una relacién similar, de modo que el contenido
mayor de lipidos correspondié a juveniles alimentados con la dieta control (ALN/AL
=0.25), y el menor a aquellos alimentados sin aceite de pescado (ALN/AL = 1.14).

Los productos pesqueros son altamente recomendados para el consumo
humano por aportar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3, que
desempeiian un papel importante en el crecimiento y mantenimiento de la salud a
través de la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares crénicas, diabetes,
cancer y enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (Calder, 2014). Un
efecto negativo comun en todos los estudios que incluyen aceite de camelina en las
dietas es la reduccién del contenido de AEP y ADH en el cuerpo entero de los peces
o en los filetes. En este experimento, aunque el contenido de AEP y ADH disminuyd
significativamente en las dietas a medida que aumentaba el aceite de camelina, no
se encontraron diferencias en el contenido corporal de AGPI LC n-3. Esto confirma
los resultados de Garrido et al. (2020) sobre la alta capacidad de la tenca para
biosintetizar AGPI CL n3 a partir de ALN.

De acuerdo con lo sefialado en el bacalao del Atlantico (Morais et al.,2012;
Hixson et al., 2014), dorada (Huyben et al., 2020; Ofori-Mensah et al., 2020), besugo
rojo (Mzengereza et al., 2021) y tilapia del Nilo (Toyes-Vargas et al., 2020), la
incorporacion de aceite de camelina condujo a un mayor contenido de ALN en las
dietas, determinando un aumento de este acido graso en el cuerpo de los juveniles
de tenca. Teniendo en cuenta que la ingestién de ALN se correlaciona inversamente
con la enfermedad cardiovascular y el riesgo de cancer en humanos (Naghshi et
al.,2021), el aceite de camelina parece haber mejorado la calidad nutritiva de la
tenca.

Uno de los indices mas utilizados para evaluar el valor nutritivo de los alimentos
para cpnsumo humano es el JAGPI/ZAGS. Este indice presenta un amplio rango,
entre 0.50y 1.62, dependiendo de las especies piscicolas consideradas (Chen y Liu,
2020), siendo mejor cuanto mayor sea su valor. En este experimento, esta relacién
varié entre 0.75 y 0.92, correspondientes a los juveniles que recibieron la dieta
control y la dieta con sustitucién total de aceite de pescado, respectivamente. Estos
valores fueron similares a los obtenidos por Saez-Royuela et al. (2022) en juveniles
de tenca alimentados con dietas con diferentes niveles de sustitucion de aceite de
pescado por una mezcla de aceites vegetales. Linhartova et al. (2018) notificaron
valores mas altos en filetes de tenca de tamafio comercial, cultivada bajo
condiciones extensivas (peso medio 210 g, YAGPI/3AGS: 1.32) o seiintensivas (peso
medio 680 g, SAGPI/3AGS: 1.10). En este estudio, los valores de este indice fueron
superiores a 0.45, el limite minimo para para considerar un alimento como no
aconsejable para la salud humana, debido a su potencial efecto de aumento de los
niveles de colesterol en sangre (Wood et al., 2008).

Segun la FAO (2010), la ingesta minima de AEP+ADH recomendada para una
salud dptima de los adultos es de 0.25 g dia™. En filetes de tenca, Linhartova et al.
(2018) encontraron valores de 3.19y 3.75 g kg™ en peces cultivados en condiciones
semiintensivas o extensivas, respectivamente. En nuestro estudio, los valores
tienden a disminuir a medida que aumenta la inclusidon de aceite de camelina,
siendo significativamente menor cuando se reemplaza totalmente el aceite de
pescado (3.16 g kg™ en 100% vs. 6.07 g kg* en dieta control). Los valores mas altos
en nuestro estudio, a excepcidon de los juveniles alimentados con dietas que
contenian 100% de aceite de camelina, se podrian atribuir no solo a las condiciones
de alimentacion sino también al diferente tamafio de los peces. Los juveniles de
tenca solo recibieron dietas extruidas lo cual determind una mayor deposicién de
lipidos que en el estudio de Linhartova et al. (2018) y, en consecuencia, una mayor
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contenido de AEP+ADH. También es necesario considerar que nuestros datos se
obtuvieron a partir de muestras de cuerpo entero debido al pequefio tamano de los
juveniles al final del experimento.

El 2n-6/2n-3 es un indicador Gtil no solo para comparar el valor nutritivo de
diferentes especies piscicolas, sino también para establecer si el alimento resulta
saludable en humanos. Simopoulos et al., (2004) afirmaron que son mas deseables
valores bajos para reducir el riesgo de numerosas enfermedades crdénicas de alta
prevalencia en las sociedades occidentales, asi como en los paises en desarrollo.
Segun Strobel et al. (2012), esta relacion varia significativamente dependiendo de
las especies, alcanzando mayores valores en las de aguas continentales, y de si los
peces son silvestres o provienen de la acuicultura. En general, los peces silvestres
tienden a presentar 2n-6/3n-3 menores que los peces cultivados, al presentar éstos
un mayor contenido de dacidos grasos poliinsaturados n-6 debido a los aceites
vegetales incorporados en alimentos acuicolas como alternativa al aceite de
pescado (Strobel et al., 2012). A excepcion de la dieta control, los valores de este
estudio, entre 0.42 y 0.52, fueron similares a los obtenidos en tencas criadas en
cultivo extensivo (0.47) donde solo disponian de alimentos naturales (Linhartova et
al., 2018). Con respecto a este indice, el aceite de camelina podria considerarse un
buen sustituto del aceite de pescado, ya que el valor nutritivo no se vio afectado.

Debido a la escasa informacidn sobre los valores de los indices nutritivos para
la tenca disponibles en la literatura cientifica, la comparacién con nuestros
resultados debe interpretarse con precaucion, principalmente por el pequeiio
tamafio de los animales y las diferencias en las condiciones de alimentacién. Por
tanto, serd necesario realizar futuras investigaciones sobre los efectos del aceite de
camelina sobre la calidad nutritiva de tencas criadas hasta el tamafio comercial.
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7. DISCUSION GENERAL

La respuesta a lainclusidn de fuentes proteicas vegetales en los piensos en términos
de crecimiento presenta una gran variabilidad entre las especies piscicolas. Segun las
revisiones de Daniel (2018) y Gyan (2019) las diferencias interespecificas pueden
atribuirse diversas limitaciones entre las que destacan: la menor palatabilidad y el
menor contenido de aminodcidos esenciales en comparacidn con la harina de pescado,
asi como la presencia de factores antinutricionales y, como consecuencia, la menor
digestibilidad.

En los habitats naturales, la presencia de crustdceos plancténicos y otros
invertebrados en su tracto digestivo revelan que los juveniles de tenca actian como
depredadores (Adamek et al., 2003; Alas et al., 2010) y, por tanto, las proteinas y aceites
vegetales estan ausentes en su dieta natural. Por ello, su inclusién en las dietas podria
afectar negativamente a la palatabilidad y, en consecuencia, a la ingestion de alimento.
En este sentido, los juveniles de tenca aceptaron por igual todas las dietas
independientemente del contenido de las harinas vegetales. En el concentrado proteico
de soja, el proceso de produccién mediante la extraccién acuosa con etanol elimina su
sabor amargo (Morry Ha 1991) y, por ello, habria mejorado la su palatabilidad, haciendo
las dietas atractivas para la tenca. Por el contrario, segin Zhang et al. (2012) el
procesado para la obtencién de concentrado proteico de guisante no tiene efecto en la
reduccion del contenido de saponinas que pueden causar sabor amargo. De hecho, en
la lubina europea Tibaldi et al. (2005) consideraron la merma de la palatabilidad un
importante factor limitante para lograr la sustitucion total de la harina de pescado por
CPG. Esto no sucedi6 en juveniles de tenca que ingirieron rapidamente las dietas, incluso
cuando contenian elevadas cantidades de CPG. Respecto a la inclusién de aceites
vegetales en la dieta, los juveniles aceptaron todas las dietas por igual, lo que demuestra
que el sabor era aceptable mostrando que la fraccién lipidica, como sugirieron Turchini
et al. (2009), juega un papel menos relevante sobre la palatabilidad de los alimentos
acuicolas.

La deficiencia de determinados aminoacidos esenciales ha sido considerada en
varios estudios como una de las principales limitaciones para sustituir harina de pescado
en las dietas para juveniles de tenca. Segun Gonzdlez-Rodriguez et al. (2014c), los
juveniles de tenca toleraron hasta 285 g kg™ de CPS, mientras que en el presente
experimento no se evidenciaron diferencias significativas en el crecimiento con la
inclusion de 383 g kg™ (55% sustitucion) y con la dieta control y con 45 % de sustitucion.
Considerando que el contenido de metionina y arginina en la dieta 45% fue
significativamente inferior que en el resto de dietas, la posibilidad de reemplazar
mayores cantidades de harina de pescado sin efectos adversos sobre el crecimiento no
puede atribuirse a la suplementacién de aminoacidos, lo que nos llevé a considerar que
en todas las dietas el contenido de ambos AAE necesario para cubrir los requerimientos
de los juveniles era adecuado. Con el concentrado proteico de guisante, Gonzdlez-
Rodriguez et al. (2016a) obtuvieron un crecimiento en juveniles de tenca cuando
sustituyeron hasta el 35% de harina de pescado (290.4 g CPG kg™ dieta), similar al grupo
que recibio la dieta control. Al incrementar hasta 373.3 g de CPG kg™ dieta (45% de
sustitucion), se registré una disminucion significativa en el crecimiento que coincidié con
una reduccion del contenido de metionina de 9.8 a 8.9 g kg™ dieta. En el estudio 2 no se
evidenciaron diferencias significativas entre los resultados de crecimiento con la dieta
control y con las dietas con niveles de sustitucién de harina de pescado hasta el 60%.
Nuevamente, la dieta sin suplemento de metionina, con un aporte de 10.2 g kg™'de este
aminodacido, permitid cubrir los requerimientos de los juveniles de tenca. Teniendo en
cuenta los datos de Gonzélez-Rodriguez et al. (2014c, 2016a) y los obtenidos en los dos
primeros estudios de la presente tesis, la dieta debe aportar al menos 10 g kg™! de
metionina para cubrir los requerimientos de juveniles de tenca, valor cercano al
recomendado (NRC ,2011) en la carpa mrigal y en la perca amarilla. Respecto a la
arginina, la cantidad minima suministrada (37.2 g kg™) superd ampliamente las
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necesidades de especies de agua dulce (NRC 2011) como la carpa comun, la perca
amarilla, el bagre de canal, la tilapia del Nilo o la trucha arco iris. Por tanto, la
suplementacién con este aminodcido parece ser innecesaria.

Aunque los procesos para la obtencién de concentrados proteicos vegetales
determinan una importante reduccién de factores antinutricionales algunos, con
efectos negativos sobre la utilizacidon y digestién de proteinas aun se encuentran
presentes. Es es el caso del inhibidor de tripsina, el acido fitico, el antigeno de glicinina
y oligosacaridos (a-galactdsidos tanto en CPS (Zhou et al. 2018) como en CPG (Schulz et
al. 2007). Los juveniles de tenca alimentados con dietas que incluian elevadas cantidades
de CPS mostraron un comportamiento anémalo al inicio del experimento (natacion
lateral y errdtica proxima a la superficie del agua) e hinchazén abdominal, compatible
con el proceso conocido como enteritis inducida por la ingestién de harina de soja
(Baeverfjord y Krogdahl 1996; Gu et al. 2016; Booman et al. 2018). De forma similar a lo
sefialado por Uran et al. (2008) en la carpa comun, los sintomas desaparecieron
espontaneamente tras un periodo medio de 20 dias sin causar mortalidad. Utilizando
dietas con alto contenido de CPG (350 g kg!), Penn et al. (2011) observaron en salmones
del Atlantico adultos una inflamacién y un menor peso relativo del intestino distal,
similar a lo descrito en la enteritis inducida por harina de soja. En nuestro estudio, no se
observaron comportamientos compatibles con enteritis cuando los juveniles de tenca
recibieron dietas con alto contenido en CPG. No obstante, el empeoramiento
significativo del crecimiento podria atribuirse a la presencia factores antinutricionales
derivada del incremento de inclusién de ambos concentrados proteicos.

Debido a las diferencias en composicién entre la harina de pescado y los
concentrados vegetales, la inclusién de CPS o CPG determiné una reduccidon del
contenido de lipidos y un aumento de los carbohidratos en las dietas. En un estudio para
evaluar los requerimientos lipidicos de los juveniles de tenca, Sdez-Royuela et al. (2015)
obtuvieron los mejores valores de crecimiento con contenidos entre 84.7 y 118 g kg™*
de dieta. En la presente tesis, el contenido de lipidos en las dietas que incluian CPG
siempre superdé los valores minimos estimados por Saez-Royuela et al. (2015).
Unicamente las dietas 85% y 100% de sustituciéon de harina de pescado por CPS
proporcionaron cantidades inferiores (79.5 y 73.7 g kg' respectivamente) a las
recomendadas. A pesar de ello, no hubo diferencias en la LT, la TCE y el ILT entre estas
dietas y la dieta con 65% de sustitucion (Estudio 1). Esto nos lleva a considerar que el
contenido de lipidos no parece ser la causa del menor crecimiento registrado. No existen
datos sobre la tolerancia maxima a los hidratos de carbono en tenca pero, considerando
gue en habitats naturales los juveniles se alimentan principalmente con zooplancton y
otros pequenos invertebrados (Pyka, 1997), el alto contenido de hidratos de carbono
derivado de altos niveles de CPS y CPG podria explicar el menor crecimiento registrado.
De hecho, los juveniles de tenca alimentados con dietas con contenido en hidratos de
carbono superior a 253.8 g kg™l presentaron un crecimiento significativamente inferior.

De acuerdo con Jobling (2001), Sargent et al. (2002) y Sdez-Royuela et al. (2015), el
contenido de lipidos de las dietas esta correlacionado con la composicion corporal. Asi,
tanto la inclusion de CPS como de CPG determind una reduccion significativa del
contenido de lipidos en las dietas que se reflejé en la disminucién del contenido graso
corporal en comparacién con los juveniles de tenca alimentados con la dieta con harina
de pescado.

A diferencia de los peces marinos, los requisitos de AGE para especies de agua dulce
generalmente son cubiertos por el AGPI C:18, ya que son capaces de convertir los acidos
linoleico y linolénico en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-6 y n-3, como
el AEP y el ADH (Xie et al., 2021). Considerando los resultados de los estudios 3y 4, la
sustitucion total de aceite de pescado por una mezcla de aceites vegetales o por aceite
de camelina fue factible sin efectos negativos sobre el crecimiento, lo que nos llevo a
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considerar que en ambos casos los requerimientos de dcidos grasos esenciales estaban
completamente cubiertos.

Puesto que la dieta influye sobre la composicién final del pescado, su calidad
nutritiva podria verse afectada (Ayisi et al., 2019). Asi, se comprobd una disminucién
significativa del contenido de corporal de lipidos cuando los juveniles de tenca se
alimentaron con las dietas que no contenian aceite de pescado. Nuestros resultados no
concuerdan con los obtenidos en otras especies de agua dulce, como la tilapia del Nilo
(Erondu et al., 2021), el esturidn beluga (Falahatkar et al., 2018), la trucha arco iris (Gliler
y Yildiz, 2010) y el pez mandarin (Sankian et al., 2019), donde la inclusidn de aceites
vegetales en la dieta determind un aumento del contenido de lipidos en determinados
tejidos o en el cuerpo entero. En un estudio con juveniles de pompano dorado
(Trachinotus ovatus), Guo et al. (2021) hallaron una relacién inversa entre el contenido
corporal de lipidos y la relacion ALN/AL en las dietas, de modo que el menor contenido
coincidid con la relacién ALN/AL mas elevada. En la presente tesis, en los estudios 3y 4,
encontramos una relaciéon similar, de modo que el mayor contenido lipidico
correspondié en ambos casos a juveniles alimentados con la dieta control y el menor en
aquellos alimentados con sustitucidn total de aceite de pescado por la mezcla de aceites
vegetales (ALN/AL = 0.37) o por camelina (ALN/AL = 1.14).

Los productos pesqueros son altamente recomendados para la alimentacién
humana por aportar acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3, que
desempeiian un papel importante en el crecimiento y mantenimiento de la salud a
través de la prevencién de enfermedades cardiovasculares crénicas, diabetes, cancer y
enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (Calder, 2014). Un efecto
negativo comun en todos los estudios que incluyen aceite de camelina en las dietas es
la reduccién del contenido de AEP y ADH en el cuerpo entero de los peces o en los filetes.
Como era esperable, en nuestros estudios la inclusidn de aceites vegetales en las dietas
determind un incremento del contenido de ALN y AL y una reduccién significativa de
AEP y ADH. A pesar de ello, no se encontraron diferencias en el contenido corporal de
AGPI CL n-3. Esto confirma los resultados de Garrido et al. (2020) sobre la alta capacidad
de la tenca para biosintetizar AGPI CL n-3 a partir de ALA.

Entre los indices para evaluar el valor nutritivo de los alimentos para consumo
humano, el SPUFA/3SFA es uno de los mas utilizados. En peces, este indice presenta un
amplio rango de valores, entre 0.50 y 1.62, dependiendo de las especies (Chen et al.,
2020), considerandose mas adecuado cuanto mayor sea su valor. En los juveniles de
tenca alimentados con dietas donde el aceite de pescado se sustituyd por aceites
vegetales, los valores maximos se obtuvieron sustitucion total, 0.86 con la mezcla de
aceites vegetales y 0.92 con el aceite de camelina. Estos resultados fueron inferiores a
los obtenidos en filetes de tenca de tamafio comercial, cultivada bajo condiciones
semiintensivas (peso promedio 680 g, 3AGPI/ZAGS: 1.10) y extensivas (peso medio 210
g, 2AGPI/ZAGS: 1.32) (Linhartova et al., 2018). No obstante, sobrepasaron el limite
minimo, 0.40, para considerar un alimento como no aconsejable para la salud humana,
debido a su potencial efecto de aumento de los niveles de colesterol en sangre (Wood
et al., 2008; Werenska et al., 2021).

Segun la FAO (2010), la ingesta minima de AEP+ADH recomendada en adultos para
mantener una salud dptima es de 0.25 g dia™. En filetes de tenca, Linhartova et al. (2018)
encontraron valores de AEP+ADH de 3.19 y 3.75 g kg! en peces cultivados en
condiciones semiintensivas o extensivas, respectivamente. En nuestros estudios,
aungue los valores tendieron a disminuir a medida que aumento la inclusidn de aceites
vegetales, el contenido oscild entre 3.16, para aquellos alimentados con dietas que
incluian 100% de aceite de camelina, y 6.67 para los alimentados con dietas que incluian
100% de mezcla de aceites vegetales. Para interpretar adecuadamente estos datos es
necesario considerar que los juveniles de tenca solo recibieron dietas extrusionadas lo
cual determind una mayor deposicién de lipidos que la registrada por Linhartova et al.

67



Discusion general

(2018) y, en consecuencia, un mayor contenido de AEP+ADH. También debe tenerse en
cuenta que nuestros datos se obtuvieron a partir de muestras de cuerpo entero debido
al pequefio tamano de los juveniles al final del experimento.

Finalmente, la relacién 2n-6/2n-3 es un indicador util no solo para comparar el valor
nutritivo de diferentes especies piscicolas, sino también para establecer si el alimento
es saludable en humanos. Simopoulos et al., (2004) afirmaron que el consumo de
alimentos un indice bajo es aconsejable para reducir el riesgo de numerosas
enfermedades crénicas de alta prevalencia en las sociedades occidentales, asi como en
los paises en desarrollo. Segin Werenska et al. (2021), esta proporcidn varia
significativamente entre las especies piscicolas, alcanzando mayores valores en las
continentales. Ademas, existe un efecto derivado de la procedencia, silvestres o de
acuicultura que, segun Strobel et al. (2012), podria deberse a la incorporacién aceites
vegetales en alimentos acuicolas que determinaria un mayor valor de *n-6/3n-3 en
animales cultivados. A excepcién de la dieta control, los indices de nuestros estudios,
entre 0.60 y 0.62 con la sustitucion con mezcla de aceites vegetales y entre 0.45y 0.52
con aceite de camelina, se aproximaron a los obtenidos en tencas criadas en cultivo
extensivo (0.47) donde sdlo disponian de alimento natural.

Es importante considerar que las comparaciones entre los valores de los indices
nutricionales para la tenca disponibles en la literatura cientifica y nuestros resultados
deben interpretarse con precaucién, ya que se han obtenido a partir de animales de
pequefio tamafio, el perfil de dcidos grasos corresponde al cuerpo completo y los
juveniles no recibieron alimento natural. Por tanto, la informaciéon proporcionada podria
considerarse como un enfoque inicial, siendo necesario realizar futuros ensayos sobre
los efectos de dietas con aceites vegetales en la calidad nutritiva de tencas criadas hasta
el tamafio comercial.
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1.

Los juveniles de tenca presentaron una alta tolerancia a la inclusién de
concentrado proteico de soja en la dieta, hasta 383 g kg, sin que la
supervivencia y el crecimiento se vieran afectados.

Los juveniles de tenca presentaron una alta tolerancia a la inclusion de
concentrado proteico de guisante en la dieta, hasta 487 g kg™, sin que la
supervivencia y el crecimiento se vieran afectados.

Los requerimientos minimos de metionina para los juveniles de tenca pueden
estimarse en 10 g kg™! de dieta, haciendo innecesaria la suplementacion de este
aminodacido a partir de esa cantidad.

La inclusidon de concentrado proteico de soja o de guisante determiné una
reduccion significativa del contenido de lipidos en las dietas que se reflejo en la
disminucion del contenido graso corporal de los juveniles de tenca.

La sustitucidn total de aceite de pescado por una mezcla de aceites vegetales o
por aceite de camelina no afectd la supervivencia ni el crecimiento de los
juveniles de tenca.

Los juveniles alimentados con dietas sin aceite de pescado mostraron una
disminucion significativa del contenido corporal de lipidos.

No se evidenciaron diferencias significativas en el contenido total de acidos
grasos saturados (ZAGS), monoinsaturados (ZAGMI) y polinsaturados (ZAGPI)
entre los juveniles tenca alimentados con dietas con sustitucion parcial o total
de aceite de pescado por aceites vegetales

Los valores mas elevados, y por tanto, mejores del indice nutricional X acidos
grasos polinsaturados / I 4&cidos grasos polinsaturados (AGPI/ZAGS)
correspondientes al andlisis corporal de los juveniles tenca, se obtuvieron con
las dietas con sustitucion total de aceite de pescado por mezcla de aceites
vegetales o aceite de camelina, 0.86 y 0.92 respectivamente.

Aunque el indice nutricional acido eicosapentaenoico + acido
docosahexaenoico correspondiente al analisis corporal fue significativamente
menor cuando los juveniles fueron alimentados con las dietas donde se realizd
una sustitucion del 80% o total del aceite de pescado por aceite de camelina,
los valores obtenidos, 4.24 y 3.16, respectivamente, se encuentran dentro del
rango recomendado para los alimentos saludables.
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