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RESUMEN

El propésito de este trabajo fue evaluar diferentes niveles de metionina en la dieta
de juveniles de pargo flamenco Lutjanus guttatus para determinar su requerimiento
nutricional, para ello se formularon 5 dietas con niveles de metionina de 0.72, 1.12,
1.52,1.92y 2.32 %. Las dietas contenian 45% de proteina cruda y 12 % de lipidos
crudos. Las dietas se evaluaron por triplicado en 18 tanques de 300 litros, con flujo
de agua y aireacidn constante. Un total de 15 organismos con un peso inicial de
7.33 £ 0.01 g fueron alimentados a saciedad aparente tres veces al dia por 12
semanas. Los organismos fueron pesados y medidos cada 14 dias. Los valores
promedio de temperatura, oxigeno disuelto y salinidad fueron registrados en 31.01
+0.2 °C, 5.6 + 0.2 mg L™ y 34.8 + 0.1 %o. Los mejores resultados de peso ganado
(PG), tasa de crecimiento especifica (TCE), tasa de conversién alimenticia (TCA) e
indice de eficiencia proteinica (PER) los presentaron los peces alimentados con el
tratamiento MET-1.52. Mientras que la supervivencia no se vio afectada por los
diferentes niveles de metionina en la dieta. Los indices viscerosomatico (VSI) y
hepatosomatico (HSI) no presentaron diferencias significativas. Mientras que, el
factor de condicion (CF) y los analisis de quimica sanguinea se vieron afectados
por niveles de deficientes de metionina. Asi mismo, el nivel maximo de metionina
provocd una disminucién significativa en el porcentaje de lipidos en el cuerpo y
musculo del pez, en la concentracién de colesterol y triglicéridos en la sangre. El
analisis histologico de ojo no mostr6 cambios patologicos representativos. El
requerimiento de metionina fue obtenido en un valor de 1.52 % de acuerdo con la

relacion nivel de metionia y peso ganado.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate different levels of methionine in the diet
of juvenile snapper Lutjanus guttatus to determine their nutritional requirement.
Five diets were formulated to contain methionine levels of 0.72, 1.12, 1.52, 1.92
and 2.32%. Test diets used in the experiment contained 45% crude protein, and 12
% lipid crude. Diets were evaluated for triplicate in 18 tanks with a volume of 300
liters, with water flow and constant aeration. A total of 15 organisms with 7.33 *
0.01 g of initial weight were used per tank and fed three times a day to apparent
satiety by 12 weeks. The organisms were weighed and measured every 14 days.
The mean values of temperature, dissolved oxygen and salinity were recorded at
31.01+£0.2°C,5.6 +£0.2mg L-1and 34.8 + 0.1 %o respectively. The best results of
weight gain (PG), specific growth rate (TCE), feed conversion rate (TCA) and
protein efficiency index (PER) were presented by fish fed MET-1.52 treatment.
While survival was not affected by the different levels of methionine in the diet. The
viscerosomatic index (VSI) and hepatosomatico index (HSI) did not present
significant differences. While, the condition factor (CF) and blood chemistry
analyzes were affected by methionine deficient levels. Likewise, the maximum
level of methionine caused a significant decrease in the percentage of lipids in the
body and muscle of the fish, in the concentration of cholesterol and triglycerides in
the blood. Histological analysis of the eye showed no representative pathological
changes. The requirement of methionine was obtained in a value of 1.52%

according to the ratio methionine level and weight gained.
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1. INTRODUCCION

Meéxico presenta un creciente interés en el cultivo, comercializacidn y conservacion de
especies acuaticas vegetales y animales, principalmente peces. Para que un cultivo
resulte viable es necesario conocer los aspectos nutricionales requeridos por las
especies. Actualmente los requerimientos nutricionales establecidos en dietas para
peces carnivoros de origen marino se basan principalmente en el consumo de
alimentos con alto contenido proteinico, esto se debe a que estos obtienen
principalmente la energia necesaria para realizar sus funciones biolégicas y mecanicas

mediante esta fuente (Wilson, 2002; Lunger et al., 2007).

Durante muchos afos, la harina de pescado ha sido la principal fuente proteica de
muchos alimentos comerciales, debido a la palatabilidad, valor nutritivo y alto contenido
proteinico que presenta; sin embargo, los altos costos, variaciones en la calidad y la
alta demanda que existe para este tipo de productos han orillado a los productores a

buscar fuentes proteicas alternas.

Hoy en dia se realizan estudios e investigaciones que evaluan la viabilidad de sustituir
parcial o totalmente la harina de pescado en alimentos para peces, asi como el uso de
fuentes alternativas de origen animal y vegetal para lograrlo (Regost et al., 1999;
Turchini et al., 2009; Hardy, 2010). No obstante, la viabilidad de las fuentes proteicas
alternas puede verse afectada por la deficiencia de uno 0 mas aminoacidos esenciales
en su composicion, por ejemplo, las fuentes proteicas vegetales se caracterizan por
presentar un desbalance en su perfil de aminoacidos, principalmente en aminoacidos
esenciales metionina, lisina y arginina, estas deficiencias pueden disminuir la eficiencia
del alimento (Takagi et al., 2006a y Takagi et al., 2006b), por lo que, su uso puede
requerir la adicion de uno o mas aminodacidos sintéticos, para cubrir su deficiencia
(NRC, 2011; Davies y Morris, 1997; Cheng et al., 2003).

Hasta la fecha se ha demostrado que los peces requieren al menos 10 aminoacidos

esenciales (AAE) en su dieta para su crecimiento (Wilson, 1985; Zhou et al., 2007; Li et



al., 2009) y que una deficiencia o ausencia de dichos AA puede causar una disminucién
del crecimiento, una mala conversion alimenticia e incluso enfermedades debido a que
algunos aminoacidos regulan rutas metabdlicas como la sintesis de proteinas,
regulacion de ingesta de alimento y reproduccion (Wilson y Halver, 1986; Guillaume et
al., 2001), por lo que, es necesario realizar estudios e investigaciones que determinen
el nivel de inclusion requerido para cada especie. Del total de AAE la metionina en
particular es un aminoacido esencial que debe ser suministrado a través del alimento
debido a que tiene un papel importante en el crecimiento y estado de salud de los
peces (Wilson, 2002; Li et al., 2009).

Actualmente, para determinar cuantitativamente el requerimiento de un AA, la técnica
mas utilizada actualmente es a través de la variacion de niveles graduados del AA en la
dieta, dentro de esta dieta la utilizacion de fuentes proteicas puede ser AA cristalinos
en su totalidad o parcial (Wilson, 2002). Sin embargo, publicaciones mas recientes
utilizan una combinacion de harina de pescado con fuentes vegetales como base
proteica (harina de soya, gluten de trigo, gluten de maiz) y la inclusion de AA cristalinos
para balancear los niveles de inclusién del AA a estudiar (Zhou et al., 2006; Yan et al.,
2007; Zhou et al., 2011).

El pargo flamenco Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) es una especie con alto
potencial de cultivo, debido a que en condiciones de cautiverio presenta una gran
capacidad de adaptacion y control de reproduccion (Ibarra-Castro & Duncan, 2007).
Hasta el momento no existen estudios, que determinen el nivel de inclusion de
metionina necesario en dietas para la alimentacién de juveniles de pargo flamenco
Lutjanus guttatus, por lo que, el presente trabajo estd enfocado en determinar el
requerimiento de metionina mediante un disefio de dosis-respuesta, usando dietas con
diferentes niveles de metionina con el objetivo de determinar los efectos en
crecimiento, utilizacion de alimento y estado de salud del pargo flameco Lutjanus

guttatus.



2. ANTECEDENTES

2.1. Morfologia de la especie

El pargo flamenco (Figura 1) es un pez de cuerpo oblongo, moderadamente
comprimido, con cabeza triangular, hocico puntiagudo, boca terminal ligeramente
protractil y labio grueso. Posee fuertes dientes coniformes en ambas mandibulas y
otros dientes mas pequefios en el paladar. La aleta dorsal es unica y sus porciones
anteriores (compuestas por espinas) y posterior (formada por radios blandos) son
claramente distinguibles. La aleta anal es de forma similar a la parte blanda de la aleta
dorsal y posee tres espinas anteriores bien desarrolladas; la aleta caudal es de forma
truncada, las pélvicas son toracicas y el pedunculo caudal robusto. Ademas, presenta
una mancha oscura por debajo del extremo de la porcidon blanda de la aleta dorsal
(Allen, 1985).

Figura 1. Pargo flamenco (Lutjanus guttatus).

2.2. Requerimientos de proteinas y lipidos

Las proteinas son consideradas la principal fuente de obtencion de energia de peces
carnivoros, debido a la gran capacidad que presentan para metabolizarla. Los peces
carnivoros requieren aproximadamente de 50 a 60% de contenido proteico en su
alimentacion para obtener un adecuado desarrollo y crecimiento; algunos peces al
sufrir un incremento de temperatura tienden a requerir una mayor cantidad. Los
requerimientos proteicos para el crecimiento varian con la especie y la talla (Tucker,
1998).



Las proteinas son el componente mas caro e importantes en la preparacidén de dietas
artificiales para peces (Gaylord y Barrows, 2009; Zhou et al., 2011). Su funcion es
reparar el tejido dafiado o desgastado (mantenimiento del tejido) y la formacién de
tejido nuevo, la proteina suministrada en la dieta, puede ser catalizada y actuar como
fuente de energia o puede servir como sustrato en la formacion de lipidos y
carbohidratos en el tejido (FAO, 2009). La calidad de la proteina alimenticia esta
determinada por distintos factores, entre los que destacan su perfil de aminoacidos
(AA) y su digestibilidad (Guillaume et al., 2004).

Por otro lado, los peces toleran elevados contenidos de lipidos, aunque un exceso en la
dieta puede provocar una disminucion en la calidad del pescado, por lo que, el nivel de
lipidos recomendable en la dieta se encuentra en un rango de 10 a 20 % dependiendo
de la especie. Numerosos estudios se han realizado sobre los requerimientos de
proteina y lipidos en peces, sin embargo, los requerimientos de proteina para

Lutjanidos son escasos. A continuacion se presenta la informacién mas relevante.

Catacutan et al. (2001), evaluaron tres dietas en juveniles de pargo rojo (Lutjanus
argentimaculatus), las dietas contenian 35 %, 42.5 % y 50 % de proteinay 6 % y 12 %
de lipidos. Los resultados mostraron que la dieta que contenia 50 % de proteina mostro
la mejor tasa de crecimiento especifico. De igual forma, se determiné que el contenido
de lipidos no afecté de manera significativa el crecimiento de los peces. Mientras que,
Miller et al. (2005) realizaron experimentos con huachinango del golfo (Lutjanus
campechanus), en este caso los autores concluyeron que un buen crecimiento se logra

utilizando una dieta con un nivel proteico entre 32 % y 36 %, y 10 % de lipidos.

Villa-Lopez (2005), desarrollé dos experimentos con sub-adultos silvestres de pargo
flamenco (140 g), para evaluar dietas con diferente nivel de proteina (30 %, 35 %, 40
%, 45 %, 50 %, 55 % y 60 %) y de lipidos (8 %, 11 %, 14 % y 17 %) respectivamente.
Los resultados obtenidos mostraron que la dieta con inclusion de proteina del 40 %
promovidé mejor el crecimiento de los peces; asi mismo, para este nivel de proteina se

observo un contenido éptimo de lipidos de 11 %.



Abdo de la Parra et al. (2010), analizaron el efecto de diferentes niveles de proteina y
lipidos totales en el crecimiento y supervivencia del pargo flamenco (Lutjanus guttatus),
las formuladas contenian 40 %, 45 % y 50 % de proteinay 9 %,12 % y 15 % de lipidos.
Los resultados mostraron que las dietas con niveles de inclusiéon de 45 % y 50 % de
proteina, presentaron los mejores resultados en incremento de peso y tasa especifica
de crecimiento. Asi mismo, determinaron que las variaciones de los lipidos, no
presentaron diferencias significativas en las dietas. Los autores recomiendan incluir en

las dietas, un contenido proteico de al menos 45 % de proteinas y 9 % lipidos.

2.3. Aminoacidos

Los aminoacidos (AA) son las unidades mas simples que componen a las proteinas,
existen mas de 300 AA en la naturaleza. Los AA pueden estar en forma libre o ligada a
las proteinas, es decir, incorporados dentro de las cadenas peptidicas. La férmula
general de los aminoacidos se presenta en la Figura 2 (Guilluame et al., 2001), esta se
encuentra constituida por un atomo de carbono a-covalente unido a un atomo de
hidrogeno, un grupo amino (NH2), un grupo carboxilo (COOH) y una cadena lateral
llamadas grupo (R), que diferencia un AA de otro (Brody, 1999).

R-CH-COOH

I
NH 2

Figura 2. Formula general de los aminoacidos. Fuente: Guilluame et al. (2001)

Las propiedades de los aminoacidos resultan de la variacion de la estructura de los
diferentes grupos R, que influyen en el tamano, forma, carga eléctrica, y otras
caracteristicas. Los aminoacidos pueden existir como D- o L-isbmeros, o de la mezcla
de los productos. Los aminoacidos son encontrados normalmente en la naturaleza en
la configuracion L, que son, con algunas excepciones, las formas biolégicamente mas
activa. Los D-aminoacidos se producen en pequefias cantidades en ciertas moléculas

sintetizadas por invertebrados y bacterias (NRC, 2011).

Los aminoacidos desempefian un importante papel en el metabolismo celular, debido a

que todas las reacciones bioquimicas son catalizadas por enzimas constituidas por
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residuos de aminoacidos. Los aminoacidos también son esenciales para la sintesis de
proteina y otros compuestos importantes (p. ej. adrenalina, tiroxina, melanina,
histamina, hemoglobina, pirimidinas, purinas, acidos nucleicos, colina, acido fdlico,

taurina, sales biliares, etc.) (Tacon, 1989).

De acuerdo con sus necesidades nutricionales, biodisponibilidad y capacidad de
sintesis en el organismo los aminoacidos se clasifican en esenciales (AAE), no
esenciales (AANE). Los AAE son aquellos que no pueden sintetizarse en el organismo,
por lo cual estos deben ser proporcionados por la dieta. En cambio los AANE pueden

ser sintetizados adecuadamente por el organismo (Voet et al., 2006).

2.4. Biosintesis de proteinas

Se conoce como sintesis de proteinas al proceso por el cual se componen proteinas a
partir de los veinte aminoacidos. EI ARN permite copiar la informacién contenida en el
ADN vy transportarla a las estructuras celulares encargadas de elaborar las distintas
proteinas (Devlin, 2006). El lenguaje genético del ADN usa un alfabeto de cuatro letras,
dos purinas “A 'y G” (adenina y guanina) y dos pirimidinas “C y T” (citosina y timina). La
“A” siempre es pareada con una “T” y la “C” con una “G”. La biosintesis de proteinas se
conoce como traduccién, ya que implica la traduccion bioquimica de informacion entre

estos lenguajes (Voet et al., 2006).

La traduccion requiere diversas especies de ARN: una molécula de ARN mensajero
(Mrna) que contiene la informaciéon y que se exporta desde el nucleo, varios tipos de
ARN de transferencia (ARNt) “bilingiies” que leen el mensaje y ribosomas ricos en ARN
que actuan como centros cataliticos y de organizacion en la sintesis proteica. En el
ARNm la informacién también esta codificada mediante un alfabeto de cuatro letras
similar al del ADN, en el cual la base “U” (uracilo) sustituye a la “T” (timina) (Devlin,
2006). Las bases en una hebra de ADN, especifican el orden de las bases en una

nueva hebra mensajera de ARN.

En el proceso de sintesis, el ARN polimerizado copia la informacién de un gen en una

molécula mensajera (ARNm), los aminoacidos son transportados por ARN de



transferencia correspondiente para cada aminoacido hasta el ARN mensajero donde se
unen en la posicion adecuada para formar las nuevas proteinas. EI ADN siempre
permanece dentro del nucleo, pero el mensajero de ARN viaja hasta el citoplasma, ahi
una maquina de produccion de proteinas llamada ribosoma, lee el mensaje del ARN
para crear una proteina en especial. Cada tres bases de moléculas mensajeras de
ARN, codifica un aminoacido. Los polipéptidos se forman por adiccién a la secuencia
de aminoacidos, en un orden especifico establecido por la informacion contenida en la
secuencia de nucleotidos del ARNm. Las moléculas de ARN llevan el aminoacido
correcto que el ribosoma une para crear una proteina. Al finalizar la sintesis de una
proteina, se libera el ARNm y puede volver a ser leido, incluso antes de que la sintesis
de una proteina termine, ya puede comenzar la siguiente, por lo cual, el mismo ARN

mensajero puede utilizarse por varios ribosomas al mismo tiempo (Voet et al., 2006).

2.5. Aminoacidos en peces

La composicion de aminoacidos en la dieta es un factor que influye en el crecimiento y
desarrollo de los peces. Los AAE son de suma importancia debido a sus efectos
significativos sobre la deposicion de musculo, los costos de alimentacion y el
crecimiento (Small y Soares, 1999). Para optimizar la calidad proteinica en un alimento
es necesario conocer la composicion de aminoacidos, por lo que, entre mejor balance
exista en los aminoacidos esenciales mejor sera la calidad y el aprovechamiento del

pez.

En ocasiones los peces ademas de requerir aminoacidos esenciales, pueden requerir
el uso de aminoacidos condicionales (AAC), AA que a pesar de ser sintetizados por los
peces, no son producidos en cantidad suficiente, generalmente usados por organismos

en condiciones de estrés o enfermedad (Li et al., 2009).

Tabla 1. Aminoacidos en peces y otros animales acuaticos.

Esenciales No esenciales Condicionales
Arginina Alanina Cisteina
Histidina Asparagina Glutamina
Isoleucina Acido aspartico Hidroxiprolina



Leucina Acido glutamico Prolina

Lisina Glicina Taurina
Metionina Serina

Fenilalanina Tirosina

Treonina

Triptofano

Valina

Fuente: Li et al. (2008)

Para asegurar un apoyo 6ptimo al organismo del pez, los AAE y AANE deben hallarse
en una determinada proporcion relativa, debido a que si ciertos aminoacidos se
encuentran en exceso en esta relacion, se origina trastornos metabdlicos (desequilibrio
de aminoacidos) que en casos extremos puede incluso ocasionar estados de toxicidad
(Bergner y Kretz, 1969 en Steffens, 1989).

2.6. Rutas metabolicas de aminoacidos en peces

Cuando las proteinas son hidrolizadas el pez obtiene aminoacidos libres que son el
producto final de la digestion de la proteina (NRC, 2011), los cuales son absorbidos en
el tracto gastrointestinal y distribuidos por la sangre a los diferentes érganos vy tejidos
donde son usados para la sintesis de nuevas proteinas.

En los procesos de digestion y absorcion de la proteina se requiere la produccion de
enzimas que regulen todo el proceso de digestion. En el estbmago la pepsina gastrica
permite que las proteinas se hidrolicen a polipéptidos, oligopéptidos y algunos
aminoacidos. El pancreas libera proteasas pancreaticas que permiten la obtencién del
30 % de oligopéptidos y el 70 % de los aminoéacidos. Las células intestinales mediante
aminopeptidasas catalizan la hidrolisis de péptidos, que contienen un pequefio numero
de aminoacidos, los cuales se hidrolizan en el citoplasma de la célula mediante la
accion de endopetidasas. Para que este proceso aporte el maximo rendimiento tiene
que haber una buena actividad hepatica, pancreatica y digestiva. Es asi que los
aminoacidos asimilados son transportados por el sistema circulatorio a los diferentes
organos Y tejidos, y al higado, donde seran utilizados para formar nuevas proteinas; o

pasaran al sistema sanguineo donde se uniran a otros aminoacidos y por el



catabolismo de tejido se producira energia para la sintesis de proteina y otros
compuestos nitrogenados (Halver, 1980, Murai et al., 1987; Deurenberg y Schutz, 1995
y Houlihan et al., 2002).

Por otra parte los excesos de aminoacidos, son degradados en grupos cetoacidos
(esqueletos de carbono) y amonio. Los cetoacidos pueden ser posteriormente usados
para la sintesis de lipidos (lipogénesis), carbohidratos (glucogénesis) y también de
aminoacidos no esenciales (Weatherly y Gill, 1987; Hepher, 1988). El producto final de
la sintesis de proteinas es eliminado por el pez a través de las branquias, siendo el

resto excretado por la orina, heces fecales y piel (Walton, 1987).

Existen pocos estudios sobre las rutas del metabolismo de aminoacidos en peces.
Hasta donde se ha investigado, son similares o idénticas a las de los mamiferos
omnivoros. Algunas variaciones tienen lugar, en la distribucion segun los érganos, de
las enzimas que desaminan los aminoacidos de cadena ramificada (AACR), con la
ausencia de cualquier evidencia convincente de que el antagonismo entre aminoacidos

ramificados se presente en peces (cowey, 1995).

En mamiferos, la aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada (AACR) se
encuentra casi completamente en el musculo esquelético de tal manera que, de todos
los aminoacidos absorbidos los AACR (diferentes a los que son usados para la sintesis
de proteina en el higado), estos son los unicos que pasan intactos ese o6rgano vy
realizan las primeras fases de su catabolismo en el musculo. Los cetoacidos de
cadenas ramificadas después son transportados de regreso al higado. Anteriormente
se habia reportado que en trucha los aminoacidos AACR son removidos de la vena
portal a través del higado (Murai et al., 1987). De acuerdo con esto, muchos tejidos
(incluyendo higado) contienen una actividad apreciable de aminotrasferasa de AACR
(Hughes et al.,, 1983) pero las actividades en el musculo blanco son muy bajas
(Teigland y Klungsoyr, 1983). Por su parte, en el riidén y en el musculo rojo hay una

actividad elevada, pero la proporcion de musculo rojo en peces es muy pequefia.



Otras variaciones, cuando ocurren, generalmente afectan rutas metabdlicas
secundarias mas que primarias. En el caso de la serina por ejemplo, la principal ruta
catabdlica es a través de la hidroximetilserinatransferasa; la segunda ruta es
gluconeogénica. En mamiferos omnivoros esta ruta es via serinadeshidratasa hasta
piruvato y de ahi a fosfoenolpiruvato; en trucha, la ruta es via serina piruvato
aminotransferasa a hidroxipiruvato y de ahi a glicerato y fosfoglicerato antes de

alcanzar el fosfoenolpiruvato (Walton y Cowey, 1979).

En este aspecto, el metabolismo de la metionina sigue la misma via que en mamiferos
(Cowey et al., 1992). Los puntos de control ocurren a los niveles de S-adenosil
metionina y de homocisteina pero las actividades de las enzimas involucradas
(metionina adenosil transferasa y cistationina sintasa) no responden a cambios en la

ingestién de metionina ni tampoco de proteina.

De acuerdo con lo mencionado, anteriormente habia evidencia del control a nivel del
sustrato: con baja ingestion de metionina hay una cantidad insuficiente de homocisteina
disponible para la conversién a cistationina, consecuentemente la serina se acumula en
el higado y en el plasma, al mismo tiempo que los niveles de taurina tisular son
reducidos a causa de la limitacion en transulfuracion. Con una ingestion alta de
metionina ocurren cambios inversos, los niveles de serina tisular son reducidos y
aquellos de taurina incrementados (Cowey et al., 1992). Similarmente, Yokoyama y
Nakazoe (1990) mostraron que los niveles de cistationina hepatica aumentaron cuando

se dio metionina adicional en la dieta.

2.7. Metionina

La metionina (Figura 3) es un aminoacido esencial, que se puede obtener mediante el
consumo de alimentos, debido a que el cuerpo no tiene la capacidad de sintetizarlo por
si solo; se encuentra presente en mayor cantidad en proteina de origen animal que en

proteina vegetal (Zhou et al., 2006).
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Figura 3. Formula quimica de la metionina.

La metionina esta representada por el codon AUG, que se refiere a las bases
nitrogenadas adenina, uracilo y guanina (AUG). Las bases nitrogenadas del ARN van
agrupadas de tres en tres, a cada grupo de tres se le llama coddn o triplete. El coddn
AUG es el inicio del mensaje para el ribosoma que indica la iniciacion de la sintesis de
una proteina, por lo que esté aminoacido siempre toma la primera posicion en la
proteina durante la traduccion. EI ARNt iniciador cargado con metionina forma parte del
sistema ribosémico, y por tanto todas las proteinas empiezan por este aminoacido (a

menos que exista una delecion en alguna seccion en algun paso posterior).

La metionina pertenece al grupo de los aminoacidos azufrados y es la principal fuente
de azufre para el organismo. La metionina participa como precursor en la sintesis de
proteinas, en la produccion de S-adenosilmetionina (SAM) (Baker, 2006),
homocisteina, cisteina, glutatién, taurina y otros fosfolipidos (Bender, 1992; Mai et al.,
2006). EI SAM esta involucrado en la sintesis de creatina, metilcobalamina, melatonina,
fosfatidicolina, norepinefrina, coenzima Q10, carnitinina, también participa en la
formacion de sulfato activo, poliaminas (espermina y espermidina) y en el metabolismo
de la serotonina y la niacinamida (Miller, 2003). Ademas de participar en la Inhibicién
de la actividad reductasa de metilacion del tetrahidrofolato (THF), el cual forma N5-metil

tetrahidrofolato.

Cuando el SAM se encuentra presente en grandes cantidades, facilita la degradacion
de metionina. El grupo metilo de la metionina al conjugarse con glicina produce serina.
La metionina es también un aminoacido glucogénico y puede participar en la formacion
de D-glucosa y glucégeno. Ademdas de presentar diversos papeles fisioldgicos

relacionados con la proliferacion y crecimiento de las células (Murray et al., 1996).
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2.8. Metabolismo de la metionina

El catabolismo de la metionina parte de la conversidon de metionina a S-adenosil
metionina (SAM). La metionina se convierte en SAM por accion de la enzima metionina
adenosil transferasa (MAT) (Baker, 2006; Zhou et al., 2006), la cual principalmente se
produce y consume en el higado (6rgano donde se realiza la degradacion de la
metionina). La SAM funciona como precursora para numerosas reacciones de
trasferencia de grupos de metilo. La descarboxilacién del SAM sirve para formar S-
adenosil-metil-tiol propilamina, en la sintesis intermedia de las poliaminas como son la
prutrescina, espermidina y esperina. Las cuales son importantes para la divisién celular
y el crecimiento. En este aspecto, la remocion del grupo metilo de SAM forma el
compuesto S-adenosilhomocisteina (SAH). La S-adenosilhomocisteina puede ser
fraccionada a homocisteina y adenosina por la enzima S-adenosil homocisteina

hidrolasa.

La homocisteina es metabolizada fundamentalmente a través de dos posibles vias: la
remetilacion y la transulfuracion. En la via de remetilacion la homocisteina puede ser
convertida de vuelta a metionina por accion de la homocisteina metiltransferasa
(también llamada metionina sintasa), es una reaccion que ocurre bajo condiciones de
ahorro de metionina y es dependiente de la vitamina B12 (que en forma de
metilcobalmina es el donante directo del grupo metilo a la homocisteina), folacina
(como 5-metil tetrahidrofolato) (que sirve de fuente del grupo metilo para la formacién
de la metilcobamina) (Miller, 2003) y vitamina b6 (fosfato piridoxal) (como cofactor en el

proceso de regeneracion del N-metiltetrahidrofolato).

La betaina generada en el higado a partir de colina, provee un grupo metil el cual es
transferido a homocisteina por la enzima hepatica betaina homocisteina metil
tranferasa. Con la pérdida del grupo metilo, la betaina se convierte en dimetil glicina.
Asi mismo la dimetil glicina puede ser remetilada para generar glicina. Por lo tanto, la
remetilacion dependera de la vitamina B12 y el folato, ya que provee el grupo metilo
para la remetilacién de la homocisteina y formar metionina (Miller, 2003). Por otro lado

la via de transulfuracion representa la alternativa en el caso de que la metionina esté
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en relativo exceso en el organismo y no se requiera su recuperacion, permitiendo la

sintesis del aminoacido cisteina.

La homocisteina para ser metabolizada en el cuerpo debera de reaccionar con el
aminoacido serina formando cistationina a través de la enzima cistationina -sintetasa.
Es necesaria la presencia de vitamina B6 en forma de coenzima (fosfato de piridoxal)
para que ocurra esta reaccion. Mas adelante para el catabolismo de la cistationina se
necesita la cistationina y-liasa y otra vitamina B6 para formar la cisteina, en esta
reaccion se genera el a-cetobutirato. Estas reacciones ocurren en el higado, rifidn,
pancreas y los intestinos. La cisteina se utiliza para la sintesis de proteinas y otras
necesidades del cuerpo, mientras que el a-cetobutirato es descarboxilado y convertido

a propionil-CoA.

2.9. Metionina en peces

La metionina es un aminoacido esencial que influye en crecimiento y procesos
metabdlicos de vertebrados terrestres y peces. Es uno de los principales elementos de
consolidacion de las proteinas implicadas en la formacion de células y tejidos, participa
en la sintesis de proteinas y otras moléculas, es fuente de azufre y tiene diversas
funciones en el organismo. Es el principal aminoacido limitante en fuentes de proteina
vegetal usada en dietas para peces (Poston, 1986; Goff y Gatlin, 2004). La deficiencia
de metionina puede causar crecimiento lento, reduccién de eficiencia de la alimentacién
y el desarrollo de cataratas lenticular en ciertas especies de peces (Walton et al., 1982;
Keembiyehetty y Gatlin, 1993). Asi mismo, podria inhibir la participacion de metionina
en la sintesis de proteinas. Mientras que el exceso causa pobre crecimiento, mala
absorcion y bajo aprovechamiento de otros aminoacidos. Probablemente, el nivel
excesivo de metionina conduce a la acumulacion y la oxidacion de metionina a cetonas
y otros metabolitos toxicos que causan efectos adversos sobre el crecimiento (Murthy y
Varghese, 1998). Ademas, de alterar la concentracion de aminoacidos libres en el
plasma (Hidalgo et al., 1987; Griffin et al., 1994; Schwarz et al., 1998; Twibell et al.,
2000).

13



Los requerimientos cuantitativos de AAE en peces, tradicionalmente han sido
determinados mediante el suministro de dietas experimentales en las que se incluyen
niveles graduales de cada aminoacido, de tal modo que se obtienen las curvas de
crecimiento respectivas (Ketola, 1982; Cowey y Luquet, 1983; Wilson, 1985). Para
estimar un requerimiento es necesario que el perfil de aminoacidos de la dieta se
balancee de tal modo que simule el perfil de aminoacidos de referencia. En las dietas
de prueba usadas para determinar los requerimientos de aminoacidos, el componente
proteinico es suministrado casi en su totalidad en forma de aminoacidos cristalinos o en
combinacién con fuentes proteinicas “completas” selectas (normalmente caseina,
gelatina, zeina, gluten o harina de pescado). Por lo que, es comun el uso de dietas

purificadas y semipurificadas (Wilson y Halver, 1986).

Hasta el momento, son pocos los estudios realizados para determinar el requerimiento
de metionina para peces. A continuacion, se detallan una serie de investigaciones que
presentan los requerimientos de metionina en algunos peces marinos, que al igual que

los lutjanidos tienden a requerir un alto consumo de proteinas en su alimentacion.

Thebault et al. (1985), realizaron un experimento para determinar el requerimiento de
metionina en juveniles de robalo (Dicentrarchus labrax), formularon 4 dietas practicas
con 50 % de proteina y 12 % de lipidos crudos. Cada dieta con un nivel distinto de
inclusion de L-metionina (0.67, 1.00, 1.30 y 1.60 g por 100 g de dieta). Los autores
utilizaron harina de pescado, levadura, harina de soya como fuentes de proteina. El
experimento se realiz6 en 8 tanques, con 20 organismos cada uno (peso promedio
inicial de 35 + 5 g), durante un periodo de 85 dias. El requerimiento 6ptimo para el

maximo crecimiento fue de 1.3 g por 100 g de dieta.

Por su parte, Ruchimat et al. (1997) elaboraron y evaluaron 6 dietas practicas con 43 %
de proteina y 12 % de lipidos para juveniles de medregal del Japdén (Seriola
quinqueradiata). Cada dieta con un nivel distinto de inclusién de L-metionina (0.57,
0.77, 0.98, 1.20, 1.38 y 1.58 g por 100 g de dieta). Utilizaron harina de pescado,
concentrado de proteina de soya, gelatina, harina de trigo y una mezcla de

aminoacidos cristalinos como fuentes de proteina. El experimento se realizé en 12
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tanques, con 20 organismos cada uno (peso promedio inicial de 23.3 g), durante un
periodo de 30 dias. La concentracion de metionina en el cuerpo del pez fue de 0.94 g
(43 g de proteina cruda). El requerimiento obtenido 6ptimo para el maximo crecimiento

fue de 1.11 g por 100 g de dieta.

Luo et al. (2005), evaluaron en juveniles de mero de pintas naranjas (Epinephelus
coioides) dietas con 48 % de proteina y 9 % de lipidos. Cada dieta con un nivel distinto
de inclusion L-metionina (0.55, 0.84, 1.11, 1.34, 1.59 y 1.81 g por 100 g de dieta).
Utilizaron harina de pescado, concentrado proteico de soya y una mezcla de
aminoacidos cristalinos como fuentes de proteina. El experimento se realizé por
triplicado, en 18 tanques, cada uno con 25 organismos (peso promedio inicial de 13.25
+ 0.19 g), durante un periodo de 8 semanas. La concentracién de metionina en el
tejido del musculo del organismo fue de 1.62 g (48 % de proteina cruda). El
requerimiento 6ptimo para el maximo crecimiento fue estimado en 1.31 g por 100 g de

dieta.

Mai et al. (2006) evaluaron dietas con 43 % de proteina y 12 % lipidos en juveniles de
corvina amarilla (Pseudosciaena crocea). Cada dieta con un nivel distinto de inclusién
L-metionina (0.66, 0.89, 1.13, 1.41, 1.67 y 1.89 g por 100 g de dieta). Utilizaron harina
de pescado, harina de soya, harina de trigo, levadura y una mezcla de aminoacidos
cristalinos como fuentes de proteina. El experimento se realizé por triplicado, en 18
tanques, cada uno con 10 organismos (peso promedio inicial de 1.23 + 0.02 g), durante
un periodo de 10 semanas. El contenido de metionina en el musculo para 43 % de
proteina cruda fue de 1.33 g. El requerimiento 6ptimo para el maximo crecimiento fue

estimado en 1.44 g por 100 g de dieta.

Zhou et al. (2006) evaluaron 6 dietas practicas con 44 % de proteina y 16 % de lipidos
en juveniles de cobia (Rachycentron canadum). Cada dieta con un nivel distinto de
inclusiéon de L-metionina (0.61, 0.83, 1.05, 1.30, 1.48 y 1.68 g por 100 g de dieta).
Utilizaron harina de pescado, harina de gluten de maiz, harina de trigo y una mezcla de
aminoacidos cristalinos como fuentes de proteina. El experimento se realiz6 en 18

tanques, con 20 organismos cada uno (peso promedio inicial de 11.61 £ 0.16 Q),
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durante un periodo de 56 dias. El requerimiento 6ptimo para el maximo crecimiento fue
de 1.19 g por 100 gde dieta.

Yan et al. (2007) evaluaron 6 dietas practicas con 49 % de proteina y 10 % de lipidos
en juveniles de perca negro (Sebastes schlegeli). Cada dieta con un nivel distinto de
inclusion de L-metionina (0.58, 1.08, 1.58, 2.08, 2.58 y 3.08 g por 100 g de dieta).
Utilizaron harina de pescado y una mezcla de aminoacidos cristalinos como fuentes de
proteina. El experimento se realizé en 18 tanques, con 5 organismos cada uno (peso
promedio inicial de 43.61 + 0.37 g), durante un periodo de 65 dias. El contenido de
metionina en el musculo para 49 % de proteina cruda fue de 2.05 g. El requerimiento

Optimo para el maximo crecimiento fue de 1.37 g por 100 g de dieta.

Zhou et al. (2011) evaluaron en juveniles de besugo negro (Sparus macrocephalus)
dietas con 38 % de proteina y 14 % de lipidos. Cada dieta con un nivel distinto de
inclusion L-metionina (0.75, 1.09, 1.41, 1.72, 2.06 y 2.35 g por 100 g de dieta).
Utilizaron harina de pescado, concentrado de proteina de soya y una mezcla de
aminoacidos cristalinos como fuentes de proteina. El experimento se realizd por
triplicado, en 18 tanques, cada uno con 20 organismos (peso promedio inicial de 14.21
+ 0.24 g), durante un periodo de 8 semanas. El contenido de metionina en el musculo
para 38 % de proteina cruda fue de 1.45 g. El requerimiento para el maximo

crecimiento fue de 1.72 g por 100 g de dieta.

Niu et al. (2013) evaluaron en juveniles de pompano (Trachinotus ovatus) dietas con 43
% de proteina y 12 % de lipidos. Cada dieta con un nivel distinto de inclusién DL-
metionina (0.86, 0.92, 1.04, 1.15, 1.32 y 1.45 g por 100 g de dieta). Utilizaron harina de
pescado, harina de gluten de maiz, harina de soya, harina de cacahuate, concentrado
de proteina de soya, harina de trigo y una mezcla de aminoacidos cristalinos como
fuentes de proteina. El experimento se realizé por triplicado, en 18 tanques, cada uno
con 20 organismos (peso promedio inicial de 12.40 £ 0.02 g), durante un periodo de 56
dias. El contenido de metionina en el musculo para 43 % de proteina cruda fue de 1.13

g. El requerimiento 6ptimo para el maximo crecimiento fue 1.06 g por 100 g de dieta.
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Chu et al. (2014) evaluaron dietas con 44 % de proteina y 12 % de lipidos en juveniles
de botia (Myxocyprinus asiaticus). Cada dieta con un nivel distinto de inclusién de L-
metionina (0.64, 0.89, 1.15, 1.39, 1.65y 1.89 g por 100 g de dieta). Utilizaron harina de
pescado, harina de soya fermentada y una mezcla de aminoacidos cristalinos como
fuente de proteina. El experimento se realizé por triplicado, en 21 tanques, cada uno
con 30 organismos (peso promedio inicial de 1.72 + 0.05 g), durante un periodo de 8
semanas. El contenido de metionina en el musculo para 44 % de proteina cruda fue de
1.18 g. El requerimiento para el maximo crecimiento fue estimado en 1.41 g por 100 g

de dieta.

Ahmed (2014) evalué dietas con 40 % de proteina en juveniles de bagre indio
(Heteropneustes fossilis). Cada dieta con un nivel distinto de inclusiéon de L-metionina
(0.30, 0.55, 0.80, 1.05, 1.30 y 1.55 por 100 g de dieta). Utilizaron caseina, gelatina y
una mezcla de aminoacidos cristalinos como fuente de proteina. El experimento se
realizé por triplicado en 18 tanques, cada uno con 20 organismos (peso promedio inicial
de 4.33 £ 0.52 g), durante un periodo de 8 semanas. El requerimiento para el maximo

crecimiento fue estimado en 1.09 g por 100 g de dieta.

Los factores principales que afectan el requerimiento de aminoacidos, son la especie,
talla, ingredientes dietas, palatabilidad, régimen alimenticio y condiciones ambientales.
Asi mismo, el exceso de metionina también puede generar una acumulacién y
oxidacion de metionina, produciendo cetonas y otros metabolitos toxicos que afectan el
crecimiento y conversion alimenticia. La desproporcionada cantidad de metionina

también afecta la absorcién y utilizacion de otros aminoacidos.

2.10. Eficiencia de la DL-Metionina

Los aminoacidos que se encuentran en las proteinas son de la serie L, por lo que,
estos son los que tienen una mayor participacion en el metabolismo celular. Cabe
mencionar que las formas L, con ciertas excepciones, son las utilizadas por las
especies biolégicas. Mientras que, los de la serie D se hallan en pequefos péptidos de
las paredes celulares de las bacterias y en algunos antibioticos peptidicos (Armstrong y

Bennett, 1982; Fornaguera y Gomez, 2004).

17



En ciertos casos y previa transformacién a la forma L correspondiente, los animales
disponen de enzimas capaces de utilizar la forma D, tal es el caso de la metionina en el
que ambas formas son igualmente procesables. La metionina es uno de los
aminoacidos de sintesis disponible para la fabricacion de piensos. El uso de metionina
sintética ayuda a disminuir los costos de formulacion al suplementar el requerimiento
de aminoacidos azufrados (metionina y cistina). En el mercado existen dos fuentes
principales de esta familia de aminoacidos la DL-Metionina y metionina hidroxi-analoga,
acido libre en forma liquida (MHA-FA), ambos productos son producidos por sintesis
quimica. La DL-Metionina es un producto en polvo compuesto por un 99 % de
metionina y 1% agua, esta es una mezcla racémica de 50% de L-Metionina y D-
Metionina. La D-Metionina de la DL-Metionina es convertida dentro del organismo de
los animales a L-Metionina. Este proceso se da por medio de una transformacion
bioquimica por un keto-intermediario y la accion de enzimas de tipo oxidasas y
dehidrogenasas que estan presentes en grandes cantidades en el higado, riion,
mucosa intestinal y musculo esquelético (Gordon y Sizer 1965; Dibner y Knight 1984;
Dupuis et al. 1989; Dibner e Ivey, 1992), por lo que, la D-metionina es absorbidas de

una manera muy eficiente por los animales.

2.11. indices biolégicos corporales en peces

El factor de condicién (FC) es utilizado para comparar la condicion de salud de un pez
o poblacién, basandose en que los peces de mayor peso a una determinada longitud
presentan una mejor condicion (Froese, 2006). Por otro lado, el indice viscerosomatico
IVSI) e indice hepatosomatico (HSI) son indicadores biolégicos que se han adaptado
en los ultimos afos para medir el efecto nutricional de dietas experimentales en
distintos organismos (Silveira, 2005). Cuanto mas grande sea valor de HSI mejor sera

la condicién nutricional del pez (Collins y Anderson, 1995).

2.12. Hematologia en peces y quimica sanguinea
La fisiologia de la sangre frecuentemente se considera como un indice esencial para
saber el estado de salud de peces (Mohammed y Sambo, 2007). Los parametros

sanguineos en los peces indican su estado fisiolégico y sirve para evaluar el
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desbalance nutricional que pueden presentar durante el cultivo (Hrubec et al., 2000).
Mientras que las alteraciones en los parametros hematologicos son considerados

indicadores de la calidad de la dieta (Klingeret al., 1996).

Las técnicas hematoldgicas se convierten en una herramienta diagnostica y un apoyo
en el estudio de diferentes aspectos de cultivo y la biologia de las diferentes especies
de peces, proveen informacion acerca de valores ya establecidos, asi como cambios
en las caracteristicas del agua y estados de polucién a los que son sometidos (Conroy,
1989; Hrubec et al., 2000). Por este motivo, los analisis hematoldgicos son utilizados en
diversos trabajos como herramienta para determinar el efecto en la salud de los
organismos cuando son alimentados con dietas deficientes desde el punto de vista

nutricional.

2.13. Composicion de aminoacidos en el musculo del pez
Mai et al. (2006) mencionan que la deficiencia de metionina en la dieta, podria inhibir la
participacion de la metionina en la sintesis de proteina y reducir su nivel de reserva de

aminoacidos en el musculo.

Luo et al. (2005) obtuvieron en juveniles de mero alimentados con dietas con un alto
nivel de metionina presentan una concentracion alta de AAE en el musculo, y dietas
con nivel bajo de metionina presentan una baja. Los autores mencionan que los
resultados obtenidos son producto de la restriccidén dietética de uno de los AAE lo que
causa un aumento en la oxidacion de otros aminoacidos esenciales y no esenciales

presentes en el nivel normal en las dietas.
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3. JUSTIFICACION ACADEMICA

Dentro de los recursos pesqueros de interés se encuentran el pargo flamenco Lutjanus
guttatus (Steindachner, 1869), especie importante por presentar una gran capacidad de
adaptacion y reproduccion bajo condiciones de cautiverio, asi como un gran potencial
de cultivo y valor comercial (Ibarra-Castro y Duncan, 2007). Para que, su cultivo sea
sostenible, debe efectuarse un adecuado control y manipulacion de la especie y cubrir

adecuadamente sus requerimientos nutricionales.

La harina de pescado es considerada la base de muchos alimentos comerciales para
peces debido a la palatabilidad, valor nutritivo y alto contenido proteinico que presenta,
sin embargo, los altos costos, variaciones en la calidad y la alta demanda que existe
para este tipo de productos han orillado a los productores a buscar fuentes proteicas
alternas (vegetales y animales) que permitan disminuir su uso (ElI-Sayed, 1999). No
obstante, muchas fuentes alternativas presentan deficiencia de uno o mas
aminoacidos, generando un bajo aprovechamiento del alimento. Por lo que para
optimizar el uso de fuentes alternativas es necesario conocer las necesidades

nutricionales de las distintas especies.

La metionina es un aminoacido esencial que puede llegar a convertirse en uno de los
principales aminoacidos limitantes si no hay suficiente. Es uno de los principales
elementos de consolidacidn de las proteinas implicadas en la formacion de células y
tejidos, participa en la sintesis de proteinas y otras moléculas, es fuente de azufre para
el cuerpo y tiene diversas funciones en el organismo. Hasta el momento no existen
estudios que determinen el requerimiento de metionina para la alimentacion del pargo

flamenco Lutjanus guttatus, por lo que, es necesario determinar su requerimiento.

El presente estudio permitira generar conocimiento sobre el tema, aprovechar mejor las
fuentes proteicas que presenten deficiencia en metionina, mejorar la calidad proteica de

las dietas y mantener un adecuado crecimiento y estado de salud en los peces.
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4. HIPOTESIS

Diferentes niveles de metionina en la dieta del pargo flamenco (Lutjanus guttatus), en
un intervalo de 0.72 a 2.32 %, permitiran identificar el requerimiento de metionina que

favorece la utilizacion de alimento, crecimiento y estado de salud del pez.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Determinar el requerimiento de metionina para el mejor crecimiento de juveniles de

pargo flamenco Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869).

5.2. Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de las diferentes niveles de metionina en la dieta para Lutjanus

guttatus, en términos de crecimiento, supervivencia y eficiencia alimenticia.

2. Evaluar el estado de salud del pargo flamenco mediante un analisis histolégico
(ojo) y el analisis de los parametros hematologicos (hematocrito, hemoglobina,
proteina total, triglicéridos, colesterol y glucosa) e indices bioldgicos corporales

(viscerosomatico, hepatosomatico y factor de condicion.

3. Evaluar la concentracion de metionina en el musculo del pargo flamenco

(Lutjanus guttatus).

4. Determinar el requerimiento de metionina necesario para un optimo crecimiento

de juveniles de pargo flamenco.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1. Analisis proximal

Los analisis proximales de las materias primas se realizaron en el Laboratorio de
Bromatologia del CIAD unidad Mazatlan, mediante el uso de las técnicas estandar de la
Association Of Official Analitycal (AOAC, 2011). Asi mismo, se analizaron las dietas,

cuerpo y musculo de los peces al inicio y final del experimento.

6.1.1. Analisis de proteinas
La proteina se determin6 por el método Kjeldahl AOAC 12.1.07 (2011), utilizando un
equipo de digestion y destilacion LABCONCO 65000.

6.1.2. Analisis de lipidos
Los lipidos se determinaron por el método de grasa cruda de Randall AOAC 4.5.05
(2011), usando éter de petroleo como solvente en un equipo MicroSoxtec System (Foss

Tecator).

6.1.3. Analisis de cenizas
El contenido de cenizas se determind por el método de calcinacion AOAC 32.1.05

(2011), usando una mufla (Fisher Scientific, Reino Unido) a 550°C, durante 12 horas.

6.1.4. Analisis de humedad

El contenido de humedad se determind por el método gravimétrico “perdida en el
secado de alimentos” AOAC 4.1.06 (2011), usando un horno CRAFT ESP (CRAFT,
China) a 105°C durante 12 horas.

6.1.5. Analisis proximal corporal y muscular

Para el analisis proximal corporal inicial se us6 una muestra de 10 peces, todos
pertenecientes al lote original usado en el experimento. Mientras que, para el analisis
corporal final se uso una muestra de 9 peces por dieta (tres organismos por tanque).
Los analisis proximales iniciales y finales del musculo se realizaron de acuerdo con el

criterio mencionado. Los peces obtenidos fueron sacrificados por inmersién térmica y
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homogénados en un molino para muestras humedas FOSS Knifetec 1095 (FOSS Scino
Co., China). Las muestras fueron analizadas siguiendo las técnicas oficiales de la
AOAC (2011).

6.2. Determinacion de aminoacidos

El perfil de aminoacidos se determiné de acuerdo con la técnica de Vazquez-Ortiz et al.
(1995) para la deteccién y cuantificacion de aminoacidos por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés). Este analisis se realizo a las dietas
experimentales y musculo del pez. Para el analisis de aminoacidos se us6 un equipo
Varian Pro-Star modelo 510, para la preparacion de las muestras fue necesario una

hidrdlisis y una derivatizacion.

6.2.1. Hidrolisis

Aproximadamente 3 gr de la muestra se somete a la eliminacién de humedad y grasa
por los métodos establecidos por la AOAC, 4.1.06 y 4.5.05 respectivamente. Se pesan
3 mg de la muestra y se colocan en tubos para hidrolisis (Pierse 29560), se les adiciona
3 ml de HCL 6 M. Después se aplica vacio durante 3 min para posteriormente poner los
tubos en un bano seco a 110 °C durante 12 horas. Para la eliminaciéon del HCL 6 My la
obtencion de la muestra, se procede a la rota evaporacion de las mismas a una
temperatura de 65°C (Brinkmann Buchi RE 121), mediante un lavado con agua

destilada. Posteriormente la muestra se recoge con buffer de citrato de sodio pH 2.2.

6.2.2. Derivatizaciéon

Se toma una alicuota de 100 pl del hidrolizado y se le afiade 40 ul de estandar interno
2.5 ymol/ml, este se afora a 1 ml con buffer de citrato de Sodio pH 2.2. Después Se
procede a tomar 250 pl del diluido y 250 ul de solucion de o-ftaldehido (OPA) en una
jeringa para cromatografia. La mezcla de estas dos soluciones debe durar un tiempo
exacto de 2 minutos para inmediatamente ser pasado por un filtro (0.2 ym), por ultimo
se toma 10 ul del derivado y se eluye a 1 ml min™ en un cromatégrafo liquido con
detector de fluorescencia (VARIAN ProStar, Alemania), equipado con una columna tipo
C-18 a 40 °C, usando una mezcla tampon de acetato de sodio 0.1 M (pH = 7.2):

metanol: tetrahidrofurano 900:90:10 (v:v:v) como disolvente A y se utiliza metanol como
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disolvente B. el gradiente sera: 100% de A (0-0.5 min), 85% de A (0.5-6.5 min), 55% de
A (6.5-18 min), 20% de A (18-23 min) y 0% de A (23-30 min). La concentracion de AA
se determina usando el detector de fluorescencia a longitudes de onda de excitacion y
emision de 340 y 455 nm, respectivamente y un estandar de AA de concentracion

conocida (Agilent Tehnologies, Alemania).

6.3. Formulacion de las dietas experimentales

Se formularon 5 dietas experimentales a 45 % de proteina y 12 % de lipidos, con 5
niveles distintos de metionina (0.72 %, 1.12 %, 1.52 %, 1.92 % y 2.32 %) (0 %, 0.4 %,
0.8 %, 1.2 % y 1.6 % de DL-Metionina) suplementadas con una mezcla de aminoacidos
cristalinos para balancear. Para la correcta formulacion de la dietas, fue necesario
obtener un contenido de metionina mas bajo que el presente en el perfil del cuerpo del
pez. Por lo que, para ajustar el nivel de metionina en la dieta fue necesario bajar el %
de HP en la dieta y utilizar fuentes alternativas con bajo contenido de metionina
(colageno hidrolizado, harina de trigo integral, concentrado proteico de soya). En la
Tabla 2 se muestra la composicion proximal de las materias primas con las que se
formularon las dietas. Se incluyo aceite de pescado como fuente de lipidos; el nivel de
inclusion de lecitina de soya, carotenoides, antioxidantes, vitamina C, premezcla de
minerales y premezcla de vitaminas se mantuvo constante en las dietas. Se utilizé

alginato como aglutinante y almidén para ajustar al 100 %.

Tabla 2.Composicién proximal de las materias primas de las dietas utilizadas para la
alimentacion del pargo flamenco.

Composicién proximal (% en base seca)

Materias

primas Materia Proteina Lipidos Cenizas ELN
seca

HP? 91.77 £0.03 67.6610.70 6.9+0.14 18.39+0.14 7.05+0.78

CcPsP 93.98 +0.09 64.34+1.15  0.72+0.03  6.30+0.01 28.6410.02

HTI 88.78 0.2  14.5110.43  0.94+0.07 1.74£0.02 82.81+0.02

Los valores son la media + SD, n=3.

ELN (Extracto libre de nitrégeno) incluye fibra.

ELN= (100 — (% proteina + % lipidos + % cenizas).

HP(Harina de pescado), CPS(Concentrado proteico de soya), HTI (Harina integral de trigo).
a Selecta de Guaymas, S.A. de C.V., Guaymas, Sonora, México.
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b Vimifos, S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México.

d Malta Texo de México (Malta Cleyton), S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, México.

e Drogueria Cosmopolita. S.A. de C.V., México, D.F.

Valor teorico del Colageno hidrolizado®: Materia seca 88 %, proteina 85.90 %, lipidos 0.1 % (NRC, 2011).
La Tabla 3 muestra la formulacién y la composicion proximal de las dietas, respetando
los requerimientos de lipidos y proteinas establecidos para Lutjanus guttatus (Abdo et
al. 2010; Hernandez et al., 2010). Mientras que la Tabla 4 muestra la composicién de

aminoacidos en la dieta.

Tabla 3.Formulacion y composicion proximal de las dietas utilizadas para la alimentacion del
pargo flamenco.

Dietas
Ingredientes (glkg'1) D1 D2 D3 D4 D5
MET- 0.72 MET-1.12 MET- 1.52 MET- 1.92 MET- 2.32

Harina de pescado 121 121 121 121 121
Concentrado proteico de

soya 22.1 22.1 22.1 22.1 221
Harina de trigo integral 28 28 28 28 28
Gelatina 17.1 17.1 17.1 17.1 171
Aceite de pescado 9.23 9.23 9.23 9.23 9.23
Almidon 1.17 1.17 1.17 1.17 1.17
Aminoacidos mix 2.84 2.84 2.84 2.84 2.84
Acido glutamico 1.6 1.2 0.8 0.4 0
Metionina 0 0.4 0.8 1.2 1.6
Premezcla de vitaminas 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
Premezcla de minerals 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23
Carotenoides 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
Antioxidantes 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Lecitina de soya 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Vitamina C 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Colina 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Fosfato dibasico de calico 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Alginato 3 3 3 3 3

Composicion (% en base seca)

Materia seca 89.96 +0.21 89.96 £0.07 90.58+0.02 89.92+0.03 90.02 +0.05
Proteina 4848 +£0.54 48.96+0.66 48.35+0.38 48.42+0.34 48.55x0.22
Lipidos 1145+0.07 11.14+002 1061+0.13 10.58+0.18 10.88+0.07
Cenizas 5.63 £0.22 5.81 £ 0.06 5.70 £0.15 5.76 £0.12 5.71+0.14
ELN 3443 +0.73 34.09+0.63 35.33+0.41 35.24+£0.32 34.86 +0.48

Los valores son la media + SD, n=3.
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Tabla 4.Composicion de aminoacidos de las dietas experimentales utilizadas para la
alimentacion del pargo flamenco.

g de aminoacidos en 100 g de dieta

Aminoacidos
D1-MET-0.72 D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D4-MET-1.92 D5-MET-2.32

Arginina 1.43+0.22 1.26+0.03 1.22+0.02 1.57+0.36 1.65+0.21
Fenilalanina 2.67+0.03 2.40£0.25 2.10£0.16 2.62+0.13 2.79+0.31
Histidina 0.74+0.02 0.74+0.06 0.76+0.05 0.88+0.11 0.76+0.05
Isoleucina 1.09+0.01 1.14£0.03 1.1540.07 1.0940.8 1.13£0.02
Leucina 3.27+0.25 3.60+0.14 3.00+0.31 3.06+0.06 3.64+0.06
Metionina 0.71£0.02 1.1220.00 1.52+0.00 2.3240.07 2.67+0.05
Treonina 10.2240.31 9.48+0.19 10.5420.29 9.37+0.33 9.69+0.01
valina 2.28+0.30 1.99+0.08 2.13+0.20 2.34+0.22 2.66+0.27
Acido aspartico 4.05£0.03 5.17+0.27 4.65£0.21 4.09+0.13 3.21:0.18
Acido glutamico 5.0740.59 4.6740.01 4.29+0.06 3.70£0.03 3.110.31
Alanina 4.49+0.31 5.03+0.10 4.28+0.27 4.49+0.44 3.92+0.30
Glicina 0.85+0.04 0.44+0.02 0.41+0.03 0.62+0.05 0.65+0.03
Lisina 3.660.11 3.29+0.29 4.01+0.24 3.98+0.18 3.88+0.15
Serina 2.52+0.35 2.85+0.03 2.56+0.24 2.3440.16 2.8240.07
Tirosina 3.99+0.05 4.26+0.14 3.23+0.34 3.55£0.31 3.64+0.09

Los valores son la media + SD, n=3

6.4. Preparacion de las dietas experimentales

Las dietas experimentales se elaboraron en la Planta de Alimentos del CIAD-Unidad
Mazatlan, de acuerdo con el protocolo establecido por Hernandez et al. (2010). Primero
se molieron las harinas en un pulverizador marca Micron equipado con un tamiz de 250
pum. Posteriormente fueron pesados cada uno de los ingredientes de acuerdo con la
formulacion, en una balanza Mettler PM4800-Delta Ranger con precision de 0.001 g y
colocados en bolsas por separado para cada dieta. Después, los ingredientes de cada
dieta se homogenizaron usando una mezcladora marca Hobart, modelo AT-200 de 5 kg
de capacidad. Primero se mezclaron las harinas, posteriormente se les adiciono la
premezcla de aminoacidos cristalinos, vitaminas, minerales y el aglutinante, seguido del
aceite de higado de bacalao, hasta formar una mezcla homogénea. La mezcla obtenida
se peletizd en un triturador para carne marca TORREY, se sec6 en un secador de aire

forzado (37°C) y cort6 manualmente. Los pellets obtenidos fueron recibidos en
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charolas tipo cernidores y etiquetados para su identificacion. Una vez secas totalmente
las dietas, se colocaron en bolsas de plastico etiquetadas y se almacenaron en un
cuarto frio a una temperatura de 4 °C, con el fin de mantenerlas en buen estado hasta

el momento de su utilizacion.

6.5. Organismos experimentales
Los juveniles del pargo flamenco (Lutjanus guttatus) fueron proporcionados por la

planta piloto de produccion de peces marinos del CIAD Mazatlan.

6.6. Sistema experimental

Para la realizacion de la evaluacion de las dietas (bioensayo crecimiento) se utilizé un
sistema experimental de 15 tanques circulares de fibra de vidrio color negro y fondo
blanco, con una capacidad de 300 L cada uno. El drenaje central fue de 50 mm,
mientras que la aireacion vy el flujo de agua (5 L min™) eran continuos. Se utilizaron
piedras difusoras de poro fino, para una mejor dispersion del aire en el agua. El agua
del mar fue bombeada desde playa “Las brujas-Mazatlan” y transportada a través de
filtros de arena y cartuchos. Cada tanque fue cubierto con malla sombra, misma que

proporcionaba luz, evitaba la salida de los peces y facilitaba la limpieza de los tanques.

6.7. Parametros ambientales

Durante la realizacion del bioensayo se monitorearon y registraron mediante un
refractbmetro y un oximetro los siguientes parametros: temperatura 31.01 £0.2 °C,
oxigeno disuelto 5.6 + 0.2 mg L™ y salinidad 34.8 + 0.1 %o.

6.8. Diseino experimental

Las dietas se evaluaron por triplicado durante un periodo de 12 semanas; se emplearon
225 organismos con un peso inicial de 7.33 + 0.01 g. El sistema experimental conté con
un total de 15 tanques, en cada uno se colocaron 15 organismos, dando un total de tres
réplicas por tratamiento. La distribucion de los tratamientos se realizé al azar mediante
sorteo sin remplazo, por lo que fue necesario etiquetar los tanques para su

identificacion.
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6.9. Alimentacion
Los organismos fueron alimentados a saciedad aparente tres veces al dia (9:00 a.m.,
1:00 p.m. y 5:00 p.m.), registrandose diariamente el consumo por tanque. Se les dio un

periodo de aclimatacion de 3 dias.

6.10. Evaluacion biolégica

La evaluacion bioldgica de peso y talla se realizé cada 14 dias durante un periodo de
12 semanas, los peces eran capturados de los tanques con redes de cuchara y
anestesiados con una solucion de esencia de clavo a una concentracion de 0.25 ml L™.
Los peces eran pesaron individualmente en una balanza analitica con precision de 0.1

gramo, y la talla era obtenida mediante ictiometro convencional.

6.10.1. indices de crecimiento y utilizacién de alimento

Al finalizar la evaluacién biolégica, se calcularon los siguientes indices:

> Peso ganado

PG = Peso promedio final — Peso promedio inicial

» Tasa de crecimiento (TC)

(Peso final — Peso inicial)

TC (%)= x (100)

(Peso Inicial)

» Tasa de crecimiento especifica (TCE)
TCE (%) = (In peso final — In peso inicial) (100)
(Dias)

> Supervivencia (%)

No. Final de organismos
S%= — . x 100
No. Inicial de organismos

> Tasa de conversion alimenticia (TCA)

Alimento consumido (g)
TCA=

Peso ganado (g)
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> Indice de eficiencia proteica (IEP)

Peso ganado (g)
PER=

Consumo de proteina (Q)

6.11. indices bioldgicos corporales

» Al terminar el experimento y 24 horas después de la ultima alimentacion se
seleccionaron dos peces por tanque para la determinacion de los indices
viscerosomatico (VSI), hepatosomatico (HSI), factor de condicion (CF) y relacion de
grasa intraperitoneal (IPF), donde cada pez fue pesado y medido individualmente,

tanto las visceras como el higado por separado.

6.11.1. Calculos de los indices bioldégicos corporales

> Indice viscerosomatico

VSI= Peso de las visceras (g) x 100

Peso corporal total
> Indice hepatosomatico

HSI= Peso del higado (g) x 100

Peso corporal total

» Factor de condicion

FC= Peso corporal (g) x 100

(Longitud del cuerpo cm)?

> Relacion de grasa intraperitoneal

IPF= Peso humedo grasa (g) x 100

Peso total del cuerpo (g)
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6.12. Parametros hematolégicos

Los peces fueron anestesiados con esencia de clavo (50 % de esencia de clavo y 50 %
de alcohol). La extraccion de la sangre al inicio y al final del bioensayo se obtuvo
directamente de la vena caudal con jeringas para Tuberculina marca TERUMO de 1 ml.
La sangre obtenida se deposito en tubos con K2EDTA de la marca BD Microtainerpara
obtener después la concentracion de hemoglobina. Para el hematocrito, la sangre se
recolectd directamente en los tubos capilares para hematocrito esto de acuerdo con la
técnica descrita por Del Rio-Zaragoza et al. (2008). Para la determinacién de la quimica
sanguinea el resto de la sangre se coloco en tubos Eppendorf, y mediante el uso de
una centrifuga se logré obtener el suero, para determinar posteriormente el resto de los
analisis. La muestra de sangre inicial se obtuvo de una muestra de 10 peces. Las
muestras de sangre obtenidas al final del experimento fueron extraidas de todos los
peces de cada tratamiento. Los peces no se alimentaron durante 24 horas previas a la

extraccion de sangre.

6.12.1. Hematocrito

Se tomaron muestras de sangre en tubos para hematocrito hasta completar 2/3 del
tubo, se tapd un extremo con plastilina y se colocé en posicién vertical. El tubo se
centrifugd en wuna centrifuga SOL-BAT P600 por 10 minutos a 7000 rpm.
Posteriormente se determind el paquete celular con respecto al volumen total con un

lector para microhematocrito SOL-BAT (Del Rio-Zaragoza et al., 2008).

6.12.2. Hemoglobina

La concentracion de la hemoglobina se determiné mediante un kit colorimétrico (marca
RANDOX laboratorios LTD, Reino Unido), basado en el método de
cianometahemoglobina, por lo que se tomd6 10 yl de sangre heparinizada de los tubos
microtainer almacenados a -20 C y se hizo reaccionar con 2.5 ml de reactivo, se dejé
reposar por un periodo de 3 min a temperatura ambiente y con un espectrofotometro se
determind su absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Se comparo contra agua
destilada. (Del Rio-Zaragoza et al., 2008).

Concentracion de hemoglobina=Abs muestra x 36.77 g/dl
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6.12.3. Proteina plasmatica

La proteina total se determind del suero sanguineo con ayuda de un kit colorimétrico
(Bio Systems) basado en el método de Biuret y un espectrofotémetro, las lecturas de
las muestras se realizaron a una longitud de onda de 540 nm, en la cual la cantidad de
proteinas en la sangre es directamente proporcional a la intensidad de color (Del Rio-
Zaragoza et al., 2008). Se utilizé agua destilada como blanco y una solucidon de

concentracion conocida como patron de referencia.

Calculos:
%ﬂ X C patrén=C muestra
Donde;
Amuestra = Absorbancia de muestra CPatron = Concentracion del patron
APatron = Absorbancia del patron CMuestra = Concentracién de muestra

6.12.4. Triglicéridos

Los triglicéridos fueron hidrolizados por una lipasa especifica liberando acidos grasos y
glicerol. El procedimiento se llevd a cabo siguiendo las indicaciones del kit (Grupo
Mexlab, México). El cual consiste en hacer reaccionar 1 ml de reactivo con 0.01 ml de
suero y después dejar reposar a temperatura ambiente por 10 min, leer por
espectrofotometria a una longitud de onda de 545 nm, usando reactivo como blanco.
Se prepara un estandar para la cuantificacion de triglicéridos con una solucién de

concentracidon conocida.

Triglicéridos (mg dl'1)= Absorbancia de la muestra x 200
Absorbancia estandar

6.12.5. Colesterol

El colesterol fue determinado por accién de las enzimas Colesterol ester hidrolasa y
Colesterol oxidasa, mediante el kit Colesterol Total LS (Grupo Mexlab, México). El cual
consiste en hacer reaccionar 1 ml de reactivo con 0.01 ml de suero y después dejar

reposar 10 min a temperatura ambiente (>20°C), se lee por espectrofotometria a una
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longitud de onda de 500-550 nm, usando reactivo como blanco. Se prepara un
estandar para la cuantificacion de colesterol con una solucion de concentracion

conocida.

200
Absorbancia Standard

Factor =

Colesterol (mg/dL)= Factor x Absorbancia desconocida

6.12.6. Glucosa

La glucosa fue determinada mediante el método GOD-PAD enzimatico colorimétrico
utilizando un kit estandar Randox LABORATORIES LTD (Antrim-Reino Unido), se leyo
a una longitud de onda de 500-546 nm, se midio frente a un blanco posteriormente se
pipeted en un tubo de ensayo 10 ml de sangre y 1000 ml reactivo (muestra), en otro
tubo de ensayo se agregd 1000 ml del reactivo (blanco). Se mezclé bien y se incub6
por 10 min a 37 C, por ultimo se midié la absorbancia del patrén y la muestra frente al
reactivo blanco antes de 60 min en un espectrofotdmetro marca SHIMADZU, MODELO
UV-1800 (Sozhout, Juangsu, China).

6.13. Analisis de histologia normal y patolégica de peces

Se realiz6 un analisis histolégico de ojo para identificar la presencia de posibles
patologias reportadas en la literatura cuando se evaluan dietas con bajos niveles de
metionina. El analisis histolégico se realiz6 en el laboratorio de histopatologia del
Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo, Unidad Mazatlan (CIAD, A.C.).
Se utilizaron 10 organismos al inicio y 45 al final del bioensayo (9 peces/tratamiento); el

tejido utilizado fue ojo.

En el presente estudio se realizo la técnica histoldgica descrita en Luna (1968), Drury y
Wallington (1980) y Kamonporn et al. (1999). Por lo que fue necesario sacrificar a los
organismos para extraer el 6érgano requerido en el analisis. Primero el 6rgano extraido
se fij6 con formalina al 10 % (100 ml de formaldehido al 37-40 %; 900 ml de agua de
mar, 4.0 g de fosfato de sodio monobasico y 6.5 g de fosfato de sodio dibasico), con el

objetivo de evitar la destruccion de células por autolisis o bacterias.
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Posteriormente, el tejido fue sometido a un proceso de deshidratacion siendo
sumergido en diferentes concentraciones de alcohol (70, 80, 96, 100 %) para la
extraccion del agua y disolucion del contenido lipidico. Una vez deshidratados se
realizé el aclaramiento del tejido utilizando un solvente organico (xilol), el cual permitié
la inclusién del tejido en parafina (Histoembebedor Leica Jung, EUA). Después se
realizé el bloqueo de muestras con un micrétomo rotatorio (Jung Histocut Leica #820)
realizando cortes de 5 ym. Finalmente, se obtuvo el corte histologico el cual fue
colocado en un portaobjetos para su tincion con hematoxilina-eosina para la

diferenciacion de los componentes tisulares.

Una vez obtenidas las laminas se procedid a identificar las posibles patologias

reportadas en la literatura.

6.14. Analisis estadistico

Los valores obtenidos fueron sometidos a una prueba de normalidad vy
homocedasticidad. Los valores que se presentan como porcentaje fueron
transformados al arco-seno de la raiz cuadrada de la proporcion correspondiente, para
cumplir con el supuesto de normalidad. Posteriormente, se realizd el analisis de
varianza de una via (ANOVA). En caso de encontrar diferencias significativas se realizo
una prueba de comparaciones multiples de Tukey con un intervalo de confianza del 95
% (Zar, 1984). Los resultados fueron analizados mediante el programa Sigma Plot 11.0.
El requerimiento de metionina se determind mediante un analisis de regresion lineal

con punto de quiebre (Robbins et al., 2006).
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis proximal del cuerpo y musculo del pargo

A continuacion se presentan la composicion proximal en base humeda del cuerpo y
musculo de los organismos al inicio del experimento. El cuerpo presentd 14.97 % de
proteina, 5.30 % de lipidos, 4.77 % de ceniza, 73.76 % de humedad y 1.20 % de
extracto libre de nitrégeno (incluye fibra). Mientras que, el musculo presenté 19.73 %
de proteina, 1.26 % de lipidos, 1.99 % de ceniza, 76.15 % de humedad y 0.87 % de

extracto libre de nitrogeno (incluye fibra).

En la Tabla 5 se muestra los resultados obtenidos en el cuerpo del pez una vez
finalizado el experimento. Los resultados se encuentran en porcentaje en base humeda

y son el promedio de 3 replicas = SD.

Tabla 5.Composiciéon proximal en base hiumeda del cuerpo entero del pargo flamenco al final
de las 12 semanas de experimento.

Composicién Cuerpo del pez

proximal (%) ~~D1-MET-0.72 D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D4-MET-1.92 D5-MET-2.32
Proteina 11.82 + 0.31° 15.26 + 0.11°  15.87 +0.09° 14.50 + 0.14° 14.38 + 0.24°
Lipidos 1.85 + 0.05° 4.20 +0.04° 5.53 + 0.06° 4.18 +0.08° 3.91 + 0.04°
Ceniza 5.08 + 0.04° 452 +0.11° 3.97 +0.12° 416 +0.19° 4.24 +0.11°°
Humedad 80.50 + 0.27°2 75.12 £0.02°°  73.82 + 0.64° 76.36 + 0.44°°  76.56 + 1.61°
ELN 0.75 + 0.38° 0.90 + 0.09° 0.81 £ 0.05° 0.81+0.23° 0.90 + 0.32°

Los valores son la media + SD, n=3.
'ELN (Extracto libre de nitrégeno) incluyendo fibra.
1ELN=100—(% humedad + %Lipidos + % Proteina + % Ceniza)

En las Tabla 6 se muestra los resultados obtenidos en el musculo del pez una vez
finalizado el experimento. Los resultados se encuentran en porcentaje en base humeda

y son el promedio de 3 réplicas = SD.
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Tabla 6.Composicion proximal en base humeda del musculo del pargo flamenco al final de las
12 semanas de experimento.

Composicién Musculo

proximal (%) ~~D1-MET-0.72 D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D4-MET-1.92 D5-MET-2.32
Proteina 17.38 + 0.65° 18.95 +0.36°  19.03 + 0.25° 19.24 + 0.42°  19.51 +0.17°
Lipidos 0.79 + 0.03¢ 0.97 + 0.04° 1.19 + 0.06° 1.10 £ 0.03%° 1.03 £ 0.02"°
Ceniza 1.79 £ 0.04° 1.74 +0.07° 1.67 +0.02° 1.70 £ 0.02° 1.72 +0.03°
Humedad 77.48 +0.37°  75.76 +0.88° 7523+0.16° 7557 +0.26°  75.27 +0.84°
ELN 2.55+ 0.68° 2.58 + 0.40° 2.89 + 0.07° 2.39 +0.03° 2.47 +0.04°

Los valores son la media + SD, n=3.
'ELN (Extracto libre de nitrogeno) incluyendo fibra.
'ELN=100-(% humedad + %Lipidos + % Proteina + % Ceniza).

7.2. Evaluacion biolégica

En la Tabla 7 se presentan los indices de evaluacion bioldgica obtenidos en el pargo
flamenco Lutjanus guttatus después de 12 semanas de experimentacion, los
parametros calculados son peso inicial (Pl), peso final (PF), ganancia en peso (GP),
consumo de alimento individual (CAl), tasa de crecimiento (TC), tasa de crecimiento
especifico (TCE), tasa de conversion alimenticia (TCA), supervivencia (S) e indice
eficiencia proteica (PER).

Tabla 7. Parametros de evaluacion biolégica de pargo flamenco Lutjanus guttatus alimentado
con las dietas experimentales durante un periodo de 12 semanas.

Dietas

Parametros

oL D1-MET- D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D4-MET-1.92 D5-MET-2.32
biolégicos

0.72

Pl (g) 7.34 + 0.00° 7.33+0.01° 7.33+0.01° 7.34 + 0.00° 7.33+0.01°
PF (9) 13.20 £ 1.07° 23.86 + 0.26° 28.56 + 1.19° 27.80 + 0.89° 27.05+0.78°
GP (9) 5.86 + 1.07° 16.52 + 0.26"° 21.23 +1.19% 20.46 +0.89° 19.72+0.77°
CAl (g) 2455+259° 3451 +0.62° 36.22 +1.63° 35.08 +1.39° 34.73 +1.09°
TCA 4.00 £ 0.43° 2.09 +0.01° 1.71 + 0.05° 1.71 +£0.02° 1.76 + 0.02°
TC (%) 79.86 + 14.58° 22531 +3.61° 289.80+16.25° 278.8+12.11* 269.01 +10.11°
TCE (%.dia) 0.70 £ 0.10° 1.40 £ 0.01° 1.62 + 0.05° 1.59 + 0.04° 1.55 + 0.03°
S (%) 91.11 +3.85° 86.67 +6.67° 93.33 + 0.00° 91.11+10.2° 88.89 + 13.88°
PER 0.49 + 0.05° 0.98 + 0.01° 1.21 £ 0.03° 1.20 £ 0.01° 1.17 £ 0.01°

Los valores son la media + SD, n=3. Promedios con el mismo superindice dentro de cada fila indican que
no hay diferencias significativas entre tratamientos P>0.05.
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7.2.1. Peso final (PF)

El peso promedio individual final de los organismos alimentados con la dieta MET-1.52
fue el mas alto (28.5 g), presentando diferencias significativas unicamente con las
dietas MET-0.72 (13.20 g), MET-1.12 (23.86 g). Asi mismo, las dietas MET-1.92 (27.80)
y MET-2.32 (27.05 g) presentaron diferencias significativas con los tratamientos MET-
0.72 y MET-1.12. Mientras que, MET-0.72 y MET-1.12 presentaron diferencias entre si,

ocupando el peso final mas bajo MET-0.72.

7.2.2. Ganancia en peso (GP)

En la Figura 4 se muestra la ganancia en peso de los organismos durante 12 semanas
de experimento. El tratamiento MET-1.52 (21.23 g) obtuvo una mayor ganancia en
peso al término del experimento, sin embargo, no fue diferente significativamente de los
tratamientos MET-1.92 (20.46 g) y MET-2.32 (20.46 g). Por otra parte, si resultd

significativamente superior a los tratamientos MET-0.72 y MET-1.12.
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Figura 4. Crecimiento del pargo flamenco Lutjanus guttatus alimentado con las dietas
experimentales durante un periodo de 12 semanas. Los datos son la media de
n=45% SD.
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7.2.3. Tasa de crecimiento (TC)
El valor mas alto de crecimiento se presentd con el tratamiento MET-1.52, el cual fue
diferente de los peces alimentados con las dietas MET-0.72 y MET-1.12; Sin embargo,

no presento diferencias con los tratamientos MET-1.92 y 2.32.

7.2.4. Tasa especifica de crecimiento (TCE)

La TCE presenta la misma tendencia que la TC, el valor mas alto se presenté con el
tratamiento MET-1.52, el cual fue diferente de los peces alimentados con las dietas
MET-0.72 y MET-1.12; Sin embargo, no presento diferencias con los tratamientos MET-

1.92 y 2.32. Los resultados se muestran en la siguiente grafica (Figura 5).

Tasa de crecimiento especifica

1.8 a 3
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

TCE (%)
(@]

MET-0.72 MET-1.12 MET-1.52 MET-1.92 MET-2.32

Dietas

Figura 5. Grafica de la tasa de crecimiento especifica de los peces alimentados con las dietas
experimentales durante un periodo de 12 semanas. Los valores son la media + SD,
n=3.

7.2.5. Consumo de alimento individual (CAl)
El consumo de alimento individual mas bajo fue presentado en los peces alimentados
con el tratamiento MET-0.72, mostrando diferencias significativas del resto de los

tratamientos.
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7.2.6. Tasa de conversion alimenticia (TCA)
El tratamiento MET-0.72 presentd diferencias significativas con el resto de los

tratamientos. Cabe mencionar que la dieta MET-1.52 obtuvo la mejor TCA.

7.2.7. Supervivencia (S)
La supervivencia no se vio afectada por las dietas, debido a que los organismos
mostraron una supervivencia superior al 86.67 %. Los tratamientos no presentaron

diferencias significativas entre si, por lo que, no se determiné un efecto negativo.

7.2.8. indice de eficiencia proteinica (PER)

Los tratamientos MET-0.72 y MET-1.12 presentaron diferencias significativas entre si,
ademas de presentar diferencias significativas con el resto de los tratamientos.
Mientras que MET-1.52, MET-1.92 y MET-2.32 no presentaron diferencias entre si.

7.3. Analisis hematolégicos

A continuacion, se presentan los valores obtenidos de los parametros sanguineos
iniciales: 39 % de hematocrito, 5.63 g dI”' de proteina total, 9.29 g dI"' de hemoglobina,
135.71 mg dI”' de glucosa, 503.93 mg dI”' de triglicéridos, 246.8 mg dI”' de colesterol.
Asi mismo, la Tabla 8 presenta los resultados de los parametros sanguineos finales

obtenidos después de 12 semanas de experimento.

Tabla 8. Parametros hematolégicos de pargo flamenco Lutjanus guttatus alimentado durante
un periodo de 12 semanas.

Parametros Final

hematolégicos D1-MET-0.72 D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D4-MET-1.92 D5-MET-2.32
Hematocrito (%) 36.00 + 7.13° 48.00 + 7.05° 53.75 + 4.37° 55.50 + 6.82° 53.88 + 4.70°
Proteina total (g dI')  4.65 +0.39° 5.22 +0.36° 5.41 +0.23° 5.35 + 0.28° 5.39 +0.21°
Hemoglobina (g dI'")  7.99 + 3.91° 9.81 + 4.69% 13.45 + 1.33° 12.95 + 2.27° 12.47 + 1.58%°
Glucosa (mg dI™") 52.25 +2.10° 63.07 + 4.65° 52.57 +3.72° 54 47 + 2.26° 52.09 + 2.64°
Trigliceridos (mg dI”') 246.04 +22.68° 269.55 + 16.37* 274.51 + 10.05° 264.73 + 20.95% 236.28 + 11.75°
Colesterol (mgdl’)  181.10 £ 12.86° 240.38 + 18.73° 297.68 + 20.05° 279.83 +16.00® 255.79 + 7.84"°
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Los datos son la media de una n=9+SD. Superindice igual no presenta diferencias significativas entre
dietas (P>0.05).

7.3.1. Hematocrito

El analisis de hematocrito mostro el resultado mas bajos en el tratamiento MET-0.72
(36.00 %), presentando diferencias significativas con el resto de los tratamientos.
Mientras que, el resultado mas alto lo presento el tratamiento MET-1.92, no
presentando diferencias con los tratamientos MET-1.12, MET-1.52 y MET-2.32.

7.3.2. Proteina total

La concentracion de proteina plasmatica mas baja fue obtenida en el tratamiento MET-
0.72 (4.65 g 1), presentando diferencias significativas con el resto de los tratamientos.
El resultado mas alto se obtuvo con el tratamiento MET-1.52 (5.41 g I''), no mostrando
diferencias significativas con los tratamientos MET-1.12, MET-1.92, MET-2.32.

7.3.3. Hemoglobina

El resultado mas alto de hemoglobina se obtuvo con el tratamiento MET-1.52 (13.45 g
dI"), seguido del tratamiento MET-1.92 (12.95 g dI""), ambos resultados presentaron
diferencias significativas con el tratamiento MET-0.72 (7.99 g dl'1). Mientras que, los

tratamientos MET-1.12 y 2.32 no mostraron diferencias significativas.

7.3.4. Glucosa

La concentracién mas alta de glucosa fue obtenida con el tratamiento MET-1.12 (63.07
mg dI'"), presentando diferencias significativas con los tratamientos MET-0.72, MET-
1.52, MET-1.92 y MET-2.32. El resto de los tratamientos no presento diferencias

significativas entre si.

7.3.5. Triglicéridos

La concentracion mas alta de triglicéridos se obtuvo con el tratamiento MET-1.52 (2.74
mg dI'"), seguido de MET-1.12 y MET-1.92. Los tratamientos mencionados no
presentaron diferencias entre si, sin embargo, presentaron diferencias significativas con
los tratamientos MET-0.72 y MET-2.32. Mientras que, MET-0.72 y MET-2.32 no

presentan diferencias significativas entre si.
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7.3.6. Colesterol

El resultado mas alto fue obtenido con el tratamiento MET-1.52 (297.68 mg dI""), no
presentando diferencias con el tratamiento MET-1.92. Por su parte, el tratamiento MET
1.92 mostré diferencias con los tratamientos MET-0.72, MET-1.12. Mientras que, el
tratamiento MET-2.32 mostré diferencias con los tratamientos MET-0.72 y MET-1.52.
Cabe mencionar que el tratamiento MET-0.72 (181.10 mg dI”') obtuvo el valor mas

bajo, presentando diferencias significativas con todos los tratamientos.

7.4. indices biolégicos corporales
En la Tabla 9 se presentan los resultados de los indices biolégicos, el factor de
condicion, el indice hepatosomatico y el indice viscerosomatico, de los peces

alimentados con los diferentes tratamientos.

Tabla 9. indices biolégicos de los organismos alimentados con los distintos tratamientos.

indice Dietas

bioldgico D1-MET-0.72 D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D4-MET-1.92 D5-MET-2.32
CF 1.41+0.13° 1.49 +0.13%° 1.60+ 0.13° 1.58 + 0.12° 1.55 + 0.07%°
HSI 0.64 + 0.20° 0.66 + 0.14° 0.70 + 0.09° 0.75 + 0.20° 0.66 + 0.14°
VSl 3.42 +0.39° 3.66 + 0.36° 3.84 + 0.56° 3.65+ 0.39° 3.69+0.51°
IPF 0.50 + 0.29° 0.91 + 0.25% 1.54 + 0.34"° 2.28 + 0.64%° 2.57 +0.83°

CF (Factor de condicién), HSI (indice hepatosomatico), VSI (Indice viscerosomatico), IPF (Relacién de
grasa intraperitoneal).

Los datos son la media de una n=6+SD. Superindice igual no presenta diferencias significativas entre
dietas (P>0.05).

7.4.1. Factor de condicion

El factor de condicién mas bajo se obtuvo con los peces alimentados con la dieta MET-
0.72 (1.41), estos resultados fueron significativamente diferentes de los tratamientos
MET-1.52 (1.60) y MET-1.92 (1.58). El resto de tratamientos no presentaron diferencias

entre si.

7.4.2. indice hepatosomatico

La relacion del peso higado contra el peso cuerpo, no resulté estadisticamente
diferente entre los tratamientos. El higado mas grande se obtuvo con los peces del
tratamiento MET-1.92 (0.75) y el mas pequefio con el tratamiento MET-0.72 (0.64).
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7.4.3. indice viscerosomatico

El paquete visceral con respecto al peso total del cuerpo, no resulté estadisticamente
diferente entre los tratamientos. El mayor peso visceral se obtuvo con los peces del
tratamiento MET-1.52 (3.84), mientras que, el menor peso lo presentaron los
organismos del tratamiento MET-0.72 (3.42).

7.4.4. Relacién grasa intraperitoneal

El contenido de grasa visceral aumento con forme incremento el nivel de metionina en
la dieta. El resultado mas alto fue obtenido en el tratamiento MET-2.32, presentando
diferencias significativas con los tratamientos MET-0.72, MET-1.12 y MET-1.52.
Mientras que, el tratamiento MET-0.72 obtuvo los resultados mas bajos, presentando
diferencias significativas con los tratamientos MET-1.52, MET-1.92 y MET-2.32.

7.5. Perfil de aminoacidos del musculo del pargo

En la Tabla 10, se presentan los resultados de las concentraciones de aminoacidos en
el musculo del pargo flamenco alimentado con los diversos tratamientos. La mayoria de
los aminoacidos presentaron diferencias significativas (P<0.05) al menos con algun
tratamiento. Por otro lado, los musculos que presentaron mejor retencion de metionina
fueron los de la dieta MET-1.52, presentando diferencias significativas con la metionina

retenida en los musculos del tratamiento MET-0.72 y MET-1.92.

Tabla 10. Determinacion del perfil de aminoacidos en el musculo del pargo flamenco Lutjanus
guttatus alimentado con las dietas experimentales.

g de aminoéacidos en 100 g de proteina

Aminoacidos

D1-MET-0.72 D2-MET-1.12 D3-MET-1.52 D-4-MET-1.92 D5-MET-2.32
Fenilalanina 2.82+¢0.01®°®  2.72+#0.30®°® 2.85:+0.33°  2.38+0.14%° 2.19+0.12°
Histidina 15.40£1.49°°  15.80+1.35®° 14.57+0.67°  18.23+0.95° 15.31+0.87%°
Isoleucina 2.65:0.12°  2.51:0.24*  2.84+0.27°  1.88+0.10° 1.85£0.11°
Leucina 5.63+0.53%°  5.37+0.62°°  6.66+0.70° 5.05+0.28° 5.15+0.30°
Metionina 25740.02°  2.65:0.24%°  3.02¢0.13°  2.48+0.14° 2.64+0.0.15%
Treonina+Arginina 27.61+1.35% 30.55+1.16° 25.35+1.36° 30.91+1.42°  30.60+0.81°
Valina 3.55:0.23°  3.10:0.34™  3.80:0.217  2.7240.16° 2.6410.15°
Acido aspartico 7.00£0.63°  5.58:0.36°  6.37:0.37  5.48+0.31° 5.3120.30°
Acido glutamico 14.59:0.71%° 13.47+0.86°  16.14+1.16°  12.99+0.84" 12.9920.74°
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Alanina 4.68+0.42°  4.63+027°  4.54+0.20°  3.51+0.31° 4.34+0.24°

Glicina 3.68+0.42°  3.67+0.21°  3.91:020°  3.69+0.19° 3.88+0.21°
Lisina 1.1520.17  1.8120.08°  1.8320.12°  2.69+0.13° 2.18+0.09°
Serina 3.24+0.15®°  2.65:0.16°  3.35:0.15®°  3.00£0.16* 3.65+0.21°
Tirosina 4.65+0.26°  3.88+0.42%°  3.69+0.42°  2.71+0.24° 4.34+0.25%

Los valores son la media + SD, n=3.

7.6. Analisis de histologia normal y patolégica de peces
Con respecto a los ojos de los peces, estos no presentaron cambios patolégicos como

respuesta a los distintos niveles de metionina. Por lo que son considerados normales.

7.7. Requerimiento nutricional de metionina
El requerimiento de metionina fue obtenido mediante regresion lineal con punto de
quiebre, usando la relacion del peso ganado y el nivel de metionina presente en la dieta

(Figura 6), obteniendo un requerimiento de 1.52 % de metionina.

y=12.006x- 6.6838
=35 - 2=
C R®=0.9421

10 1 MET= 1.52

0 05 1 15 2 25 3
MNivel de metionina en la dieta (g AA/100 g de dieta)

Figura 6. Regresion lineal con punto de quiebre que relaciona el peso ganado con respecto al
nivel de inclusion de metionina.
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8. DISCUSION

Los resultados del experimento demostraron que incluir metionina en la dieta mejora
las respuestas de crecimiento. Esto se debe a que la metionina es un aminoacido
esencial que influye en crecimiento y procesos metabdlicos, asi como que la deficiencia
de metionina puede causar crecimiento lento (Walton et al., 1982 y Keembiyehetty y
Gatlin, 1993; Ruchimat et al., 1997; Luo et al., 2005; Mai et al.. 2006; Zhou et al., 2006;
Zhou et al.,, 2011 y Niu et al.,, 2013). Hevroy et al. (2007) y Rolland et al. (2015)
consideran que el bajo contenido de metionina en la dieta podria inhibir la expresion
del Gen IGF-I (factor de crecimiento insulinico tipo 1) y que esta podria ser la razon de
la supresion del crecimiento de los peces. La deficiencia de metionina también puede
reducir los reservorios de escape de los antioxidantes acido ascorbico, glutation y la
vitamina E en diversos tejidos del pez, lo que puede resultar en estrés oxidativo

irreversible, retraso del crecimiento y depresion (Li et al., 2009).

Con respecto a la tasa de crecimiento especifica (TCE), el mejor resultado fue obtenido
con el tratamiento MET-1.52, después la TCE disminuyé sin presentar diferencias
significativas; coincidiendo con la tendencia del pompano (Niu et al., 2013) y el mero
(Zhou et al., 2005) cuyos niveles de metionina no fueron suficientemente altos para
generar una disminucion significativa en el crecimiento. Resultados contrarios a los
obtenidos en la corvina amarilla (Mai et al., 2006), cobia (Zhou et al., 2006) y besugo
negro (Zhou et al., 2011) cuyo valor disminuyé significativamente con niveles altos de
metionina en la dieta. Las diferencias generadas en los resultados obtenidos de los
distintos experimentos podrian deberse a la acumulacion y oxidacion de metionina a
otros metabolitos (Murthy y Varghese, 1998), estrés nutricional (Baker, 2006; Zhou et
al., 2006), y/o a las concentraciones de aminoacidos azufrados en el cuerpo del pez o
al gasto extra de energia para desaminacién y excreciéon (Walton, 1985; Choo et al.,
1991; Murthy y Varghese, 1998 y Sveier et al., 2001).

Cabe mencionar que dietas que contienen grandes cantidades de aminoacidos
cristalinos en su composicidon generan tasas de crecimiento menores en comparacion

con dietas en las que todos sus aminoacidos provienen de una fuente proteica (Wilson
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et al., 1978; Robinson et al., 1981; Walton et al., 1986). Las proteinas contenidas en los
alimentos requieren digerirse a péptidos pequefios y aminoacidos para poder ser
absorbidos, mientras que los aminoacidos cristalinos no requieren digestion y son
absorbidos directamente (Mora, 2002), por lo que, los aminoacidos incorporados a la
dieta en forma libre son asimilados mas rapidamente. Para que una sintesis proteinica
optima tenga lugar es necesario que todos los aminoacidos estén presentes
simultaneamente en el tejido. Si dicho equilibrio no es alcanzado entonces sobreviene
un catabolismo de los aminoacidos, reflejandose en una disminucién en el crecimiento

y en la eficiencia alimenticia (Tacon, 1989).

Las diferencias obtenidas en el consumo de alimento individual (CAl) en el tratamiento
MET-0.72, se pueden deber a una reduccion en la palatabilidad de la dieta debido a su
composicion de ingredientes (Walton et al.,, 1982 y Keembiyehetty y Gatlin, 1993).
Ruchimat et al. (1997), Luo et al. (2005), Mai et al. (2006), Zhou et al. (2006), Zhou et
al. (2011) y Niu et al. (2013) mencionan que la palatabilidad podria incrementar debido
al incremento del aminoacido azufrado metionina en la dieta, debido a que es la unica
variable presente en la composicion de las dietas, sin embargo consideran que se

requieren mas estudios para atribuirlo directamente.

Por su parte, la supervivencia no se vio afectada por los diferentes niveles de metionina
en la dieta, al igual que en los experimentos realizados en medregal del Japdn
(Ruchimat et al., 1997), mero (Zhou et al., 2005), corvina amarilla (Mai et al., 2006),
cobia (Zhou et al., 2006), perca negra (Yan et al., 2007), besugo negro (Zhou et al.,
2011) y pompano (Niu et al., 2013).

Los indices hepatosomatico y viscerosomatico no presentaron diferencias significativas
entre si. Los indices aumentaron con el incremento de metionina en la dieta y después
disminuyeron ligeramente sin presentar diferencias, resultados similares fueron
obtenidos en mero (Luo et al., 2005) y diferentes en pompano (Niu et al., 2013) y
besugo negro (Zhou et al., 2011), donde los indices aumentan con el incremento de
metionina en la dieta. Por los distintos niveles de metionina evaluados en este

experimento no reflejan una relacion directa con estos indices. Con respecto al FC,
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este aporta informacién fundamental sobre estrategias de crecimiento y estado
nutricional. Los resultados obtenidos muestran que un nivel bajo de metionina
entorpece la relacion peso talla del organismo. Esto se debe a que la metionina ayuda
a la formacién de células y tejidos, participa en la sintesis de proteinas y otras
moléculas. Zhou et al. (2011) mencionan no haber encontrado diferencias significativas
con el FC obtenido en su experimento, lo cual sugiere que los autores no evaluaron un

nivel suficientemente bajo de metionina para presentar tal efecto.

La mejora en la deposicion de proteinas en el cuerpo y musculo podria estar
relacionada con la sintesis de proteinas y metabolismo de aminoacidos. En el caso de
la proteina en el musculo, ésta incrementa significativamente y después del tratamiento
MET-1.52 se mantiene conforme aumenta el nivel de metionina en la dieta. Mientras
que en el caso de la proteina en el cuerpo disminuyo a partir del tratamiento MET-1.52,
presentando diferencias significativas con el tratamiento MET-2.32. Las diferentes
tendencias en musculo y cuerpo pueden deberse a que el musculo del pez retiene una
mayor cantidad de aminoacidos, debido a que la aminotransferasa de aminoacidos de
cadena ramificada (AACR) se encuentra casi completamente en el musculo esquelético
de tal manera que, de todos los aminoacidos absorbidos los AACR (diferentes a los
que son usados para la sintesis de proteina en el higado) son los Unicos que pasan
intactos a ese organo y realizan las primeras fases de su catabolismo en el musculo
(Cowey, 1995).

La disminucidon del contenido de lipidos crudos en el cuerpo y musculo en los
tratamientos que presentan bajo crecimiento se podrian deber a una movilizacion de
lipidos causada por la necesidad de energia de los organismos (Regost et al.1999). La
disminucién en el contenido de lipidos en el cuerpo del pargo a partir de la dieta MET-
1.92 podrian deberse a que la metionina es un compuesto lipotropico (Walton et al.
1984) que favorece la movilizacién de las grasas y limita la acumulacién de grasa en el
higado. Aunado a eso, puede sumarse un posible gasto extra de energia para
desaminacidon y excrecion causado por exceso de metionina u otros aminoacidos
(Walton, 1985; Choo et al., 1991; Murthy y Varghese, 1998 y Sveier et al., 2001). Otra

causa podria ser la reduccion de lipoproteinas, lo cual genera un bajo transporte de las
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grasas. Esto ocurre cuando altas concentraciones de metionina entran al organismo y
provocan una produccion excesiva de homocisteina, normalmente la homocisteina
tienden a forman cistationina y después cisteina, sin embargo, cuando se produce mas
homocisteina de la que se puede canalizar se genera homocisteina tiolactona un
intermediario altamente reactivo que forma tiolatos al robar los grupos amino libres de

las lipoproteinas de baja densidad (Devlin, 2004).

Por ejemplo, Vélez et al. (2007) obtuvo que ratones alimentados con un alta dosis de
metionina y baja cantidad de folato presentan una mayor concentracion de
homocisteina, menor cantidad de lipoproteinas de alta densidad HDL y una pérdida del
20% de su peso corporal comparados con ratones que fueron alimentados con una
dieta baja en metionina y folato. Esto sugiere el impacto de otros compuestos para el
adecuado metabolismo de la metionina. Mientras que Wang et al. (2015) en cobia
obtuvieron una disminucién del contenido de lipidos crudos en el higado y una leve
disminucidn en los lipidos crudos del cuerpo, asi como una disminucion de las
lipoproteinas de colesterol de baja densidad y colesterol de alta densidad. Las
diferencias obtenidas pueden deberse a la diferencia en los niveles de metionina
evaluados. No obstante, se requieren mas estudios para saber a ciencia cierta que esta
ocurriendo con los lipidos del cuerpo y musculo de los tratamientos con niveles mas

alto de metionina.

Con respecto a las concentraciones de colesterol y triglicéridos, Wang et al. (2015)
obtuvieron resultados similares a los obtenidos en este experimento, el valor mas alto
de colesterol y triglicéridos lo obtuvieron en su mejor tratamiento, después de este los
valores disminuyeron. Los resultados obtenidos pudieron verse afectados por las
mismas causas que los valores de lipidos en el cuerpo y musculo del pez. Por lo que,
se recomiendan realizar mas estudios sobre el tema para saber a ciencia cierta que

esta ocurriendo.

En el caso de los parametros hematoldgicos, hemoglobina, hematocrito y proteina total
los resultados pasan el rango establecido por Del Rio-Zaragoza et al. (2011) para

organismos con un cuadro clinico saludable. Sin embargo, los resultados muestran que
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niveles bajos de metionina influyen significativamente en los valores de estos
parametros, las diferencias obtenidas podrian estar reflejando una baja calidad en la
dieta (Klinger et al., 1996), lo que estaria provocando un desbalance nutricional en el
pez (Hrubec et al., 2000).

Los resultados de glucosa obtenidos muestran que el tratamiento MET-1.12 presentd
diferencias significativas del resto de los tratamientos. Este resultado no podria ser
considerado una respuesta relacionada directamente con el nivel de metionina debido a
que no se marca una tendencia, el valor puedo verse afectada por otros factores como
la manipulacion y estrés del organismo. Es necesario mencionar que los valores
obtenidos son considerados normales debido a que se encuentran dentro de los niveles
de glucosa reportados en peces en otros experimentos (Barcellos et al. 2010; Caruso et
al., 2011; Hernandez et al., 2014a; Peres et al. 2014a).

Con respecto a la histologia del ojo, en este experimento no se encontraron dafos
histologicos en los peces alimentados con los diferentes tratamientos. Los resultados
difieren de los obtenidos por Walton et al. (1982) en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con un peso promedio de 25 g, los autores mencionan que al
terminar las 12 semanas de experimento los organismos alimentados con dietas
deficientes en metionina (0.51 %) presentaron cataratas. De igual forma, Rumsey et al.
(2011) reportaron cataratas bilaterales en peces trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss
Gairdneri) (con un peso de inicial de 1.5 g) alimentados con dietas deficientes en
metionina (0.30%). Las diferencias obtenidas pueden deberse a que el nivel de
metionina usado en este experimento no fue lo suficientemente deficiente para generar
un cambio patoldgico en los ojos de los peces. No obstante, se desconocen los dafos

causados por un mayor tiempo de exposicion.

El nivel bajo de metionina en el musculo del tratamiento MET-0.72 podria deberse a
una baja sintesis de proteinas producida por una deficiencia de metionina en la dieta.
Mientras que el resultado del musculo del tratamiento MET-1.92 puede deberse al nivel
excesivo de metionina presente en las dietas. Se cree que al llegar a un cierto nivel de

acumulacion de metionina en el tejido este comienza a movilizarla o excretarla. Esto
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sugiere que la metionina cubre un requerimiento nutricional en el pez, que permite que
los otros AA se necesiten en igual proporcién, para que los AA cumplan sus funciones.
Cuando los aminoacidos exceden las necesidades del organismo pueden ser
metabolizados en glucogeno o grasa y posteriormente utilizados para el metabolismo
energético, u oxidarse directamente como combustible metabdlico, sin embargo, esto
dependera de la presencia de una o mas enzimas requeridas para realizar tal proceso
(Guedes et al., 2011).

La variabilidad de los aminoacidos presentes en el musculo al final de experimento,
podria deberse a que la metionina entorpece la absorcidon y aprovechamiento de otros
aminoacidos, cowey et al. (1992) menciona que una baja ingesta de metionina puede
producir una cantidad insuficiente de homocisteina disponible para conversion a
cistationina, por lo que la serina tiende a acumularse en el higado y en el plasma, al
mismo tiempo que los niveles de taurina tisular son reducidos a causa de la limitacion
en transulfuracién. Mientras que, con una ingestion alta de metionina ocurren cambios
inversos, los niveles de serina tisular son reducidos y aquellos de taurina
incrementados. Yokoyama y Nakazoe (1990) reportan que los niveles de cistationina
hepatica aumentan cuando se da metionina adicional en la dieta. Ingham y Arme
(1977) mencionan que la absorcion de leucina puede ser inhibida por el exceso de
metionina en la trucha arco iris. Mientras que Mai et al. (2005) reporta que el exceso de
metionina afecta la concentracién de isoleucina muscular de corvina amarilla. Los
autores concuerdan que la variabilidad de los aminoacidos podria deberse a que el
exceso de metionina podria entorpecer la absorcion y utilizacion de otros aminoacidos.
No obstante, se recomiendan estudios mas profundos sobre el tema, para saber que

sucede exactamente y si tiene una relacion directa.

Con respecto al requerimiento de metionina, el valor obtenido en este experimento para
juveniles de pargo flamenco (Lutajnus guttatus) es de 1.52 % de metionina (g de AA/
100 g de dieta) tomando en cuenta la respuesta de crecimiento (PG). Cabe mencionar
que los valores pueden variar de acuerdo con la especie, tamafo, ingredientes de la
dieta, palatabilidad de la dieta, régimen de alimentacion y condiciones ambientales

(Tacon y Cowey de 1985). Tal es el caso de los valores obtenidos en juveniles de
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robalo, medregal del Japon, mero, corvina amarilla, cobia, perca negro, besugo negro,
botia, bagre indio, pompano cuyo requerimiento de metionina abarcan desde 1.11 % a
1.72 % (g de AA/ 100 g de dieta), cuando se toma en cuenta la relacion nivel de
inclusion y crecimiento (Thebault et al., 1985; Ruchimat et al., 1997 ; Luo et al., 2005;
Zhou et al., 2006; Yan et al., 2007; Zhou et al., 2011 ; Niu et al., 2013; Chu et al., 2014;

Ahmed, 2014).
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo con el analisis de regresion lineal con punto de quiebre, los juveniles de
pargo flamenco requieren en su dieta 1.52 % de metionina para obtener las mejores
respuesta de crecimiento cuando se usa la relacién peso ganado y nivel de metionina
presente en la dieta, siempre y cuando los organismos sean alimentados con una dieta
basada en ingredientes deficientes de metionina respetando las condiciones realizadas

en este experimento.

El consumo de alimento no se mostré afectado por los niveles maximos de metionina
en la dieta, por lo que la disminucion de la palatabilidad no fue un elemento que elevd
la tasa de conversién alimenticia (TCA) de los tratamientos (MET-1.12, MET-1.52,
MET-1.92 y MET-2.32). No obstante, niveles minimos de metionina en la dieta
entorpecen la palatabilidad y afectan la TCA (MET-0.72).

El nivel de metionina en la dieta no es un factor que afecte la supervivencia de acuerdo
con los resultados obtenidos en este experimento, sin embargo, se desconoce las

consecuencias de otorgar estas dietas por un periodo mas largo.

Los indices hematoldgicos (hematocrito, hemoglobina y proteina total) no se mostraron
afectados por los niveles maximos de metionina, sin embargo, niveles minimos (MET-

0.72) influyeron significativamente en la concentracion de estos.

El nivel de metionina es un factor que influyé en el metabolismo de lipidos, debido a
que en este experimento el nivel maximo de metionina (MET-2.32) provocd una
disminucion significativa en el porcentaje de lipidos en el cuerpo y musculo del pez, en
la concentracion de colesterol y triglicéridos en la sangre, sin embargo, se recomienda
seguir realizando estudios para comprobar dicha relacion y generar mas conocimiento

sobre el tema.

Niveles altos de metionina (MET-2.32) generan una disminucién en el porcentaje de

proteina presente en el cuerpo del pez, debido a que influye en la disminucion de las
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reservas de grasa en el pez y podrian entorpecer el aprovechamiento de los

aminoacidos.

La histologia del ojo no se mostré afectada por los diferentes niveles de metionina, sin
embargo, se desconocen las posibles consecuencias de alimentar a los organismos

durante un mayor tiempo de exposicion.
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