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Resumen

Se determiné el requerimiento de proteina dietética en 3 y 35 ups de salinidad
sobre el crecimiento en juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis. Se
formularon cinco dietas experimentales con un incremento en el contenido de
proteina (37, 42, 47, 52y 57%) y una concentracion de lipidos que varid de 15.6 a
11.1%. Se utilizaron grupos de 15 peces por triplicado, distribuidos
aleatoriamente en cada tratamiento con un peso promedio inicial de 11.85 &+ 1.8
g, los cuales se cultivaron durante 104 dias en tanques rectangulares de un
volumen de 100 litros, en dos sistemas similares de recirculacion. Basado en un
modelo lineal mixto, el mejor crecimiento se registré en los peces alimentados
con 57% proteina en cada salinidad, sin embargo fue mayor en 57:35
(proteina/salinidad) respecto a 52:3, en 3 ups los peces alimentados con 52 y 57%
proteina registraron crecimientos similares. El factor de conversién alimenticia
disminuyo en los peces alimentados con las dietas que contenian mayor cantidad
de proteina, no obstante fueron menores en 35 ups respecto a 35. La tasa de
crecimiento especifico, el consumo de alimento, el hematocrito, la presion
osmotica, el indice de grasa mesentérica y la composicion bioquimica de lipidos
fueron mayores en 35 ups. La actividad proteolitica en el tracto digestivo de
robalo blanco fue mayor en 35 ups, a excepcion de o amilasas y lipasas. La
actividad de proteasas alcalinas totales (ciegos piloricos) y quimotripsina
aumentaron con el nivel de proteina, no obstante tripsina, leucina aminopeptidasa
y lipasas se registrd6 un comportamiento opuesto. La actividad proteolitica de
estas enzimas fue mayor en ciegos piloricos respecto a intestino. Estos resultados
sugieren que el requerimiento dietético de proteina en robalo blanco es entre 52%
y 57% en 3 ups de salinidad, en 35 ups no se encontr6 un resultado similar, por lo
que posiblemente requieran mayor proteina dietética en esta condicion, en base a
los crecimientos y actividad proteolitica, se establece 35 ups como la mejor
condicion de cultivo para C. undecimalis, debido a una mayor eficiencia en el
uso de los nutrientes del alimento, principalmente de proteina.



Abstract

The dietary requirement protein was determined in 3 and 35 ups salinity for
optimal growth performance of juveniles common snock Centropomus
undecimalis. Five experimental extruded diets were formulated to contain
increasing levels of protein [37, 42, 47, 52 y 57% dry matter (DM)] and a lipid
concentration ranged from 15.6 a 11.1% DM. Triplicate groups of 15 fish
were randomly to each tratament with an initial average weight of 11.85 = 1.8
g, were grown over 104 days in 100 L rectangular tanks in two similar
recirculation systems. Based on a linear mixed model (LMM) the fish fed the
diet 57% protein obtained the highest growth in both salinities, however 57:35
(protein/salinity) was higher than 57:3, the values observed in 3 ups 52% y
57% were similar. The feed conversion was significantly lower in fish fed
higher protein level diets, however were lowest in 35 ups than those found in
3 ups. Growth rate, feed intake, haematocrit, mesenteric fat, lipid content of
whole fish were highest in 35 ups. Proteolytic activity in the gastrointestinal
tract of common snock was highest in 35 ups, except amylase and lipase.Non
specific protease (pyloric caeca) and chymotrypsin increased with dietary
protein, contrarily to trypsin, leucine aminopepdase, amylase and lipase.
Proteolitic activity of these enzimes was higher in the pyloric caeca than
intestine. These results indicate that the requirement of protein of common
snock 1s between 52% and 57% in 3 ups but not in 35 ups, probably it require
more protein in this condition. Based on growth and proteolytic activity, the
best culture condition for C. undecimalisis 35 ups, due to more efficient use of
the feed nutrients, primarily of protein.
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1. Introduccion

La acuacultura es una de las actividades productoras de alimentos que mas ha
crecido en los ultimos afos, presentando una tasa promedio de crecimiento
anual del 6.1%. La mayor produccion la representan los peces de agua dulce,
seguido por moluscos, crustaceos, peces diddromos y peces marinos (FAO,
2010). Los principales paises que sobresalen en la produccion de animales
cultivados son China, India, Viet Nam, Indonesia, Bangladesh, Tailandia,
Noruega, Egipto, Chile y Myanmar, representando el 88% del valor total de la
produccion mundial (FAO, 2011).

En 2011 un total 132.3 millones de toneladas, aproximadamente el 85% de la
produccion total pesquera se destind para el consumo humano, el 15% restante
equivalente a 23.9 millones de toneladas se destin6 a la fabricacion de harinas
y aceite de pescado, principalmente en los paises de América latina (FAO,
2010). Existe una fuerte dependencia de la acuacultura hacia las producciones
pesqueras, especialmente de la pesqueria de anchoveta, por ser la principal
especie utilizada en la elaboracion de harinas de pescado por sus

caracteristicas nutricionales.

Dentro de los subsectores de cria de animales, la acuacultura es la actividad
que mas depende del aceite y harina de pescado, principalmente el cultivo de
camaron, peces marinos y salmones en todo el mundo (FAO, 2012). Esta
dependencia ha originado con el paso de los afios el aumento en el precio de
este insumo, especialmente cuando las capturas de peces destinados a la
elaboracion de harinas de pescado disminuyen considerablemente. No
obstante el uso de harina de pescado en la acuacultura se ha reducido

gradualmente en los ultimos 10 afios (FAO, 2012).
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Desde hace varias décadas se ha buscado sustituir la harina de pescado por
fuentes alternas de proteina de origen animal y vegetal de bajo costo con un
contenido nutricional similar a €sta, sin embargo el uso de estas ultimas en la
manufactura de alimentos balanceados representa varias desventajas, como el
bajo contenido de proteina (excepto por los concentrados), deficiencia en
aminoacidos esenciales y acidos grasos, baja palatabilidad y digestibilidad,
alta cantidad de fibra y carbohidratos, presencia de factores antinutricionales
enddgenos que alteran la digestion y el metabolismo de los organismos en

cultivo (Sanz et al., 2000).

Las principales fuentes alternas a la harina de pescado que han sido evaluadas
en diferentes especies de peces, son las harinas de origen animal, como las
harinas de subproductos de la carne, de aves y de plumas hidrolizadas
(Fowler, 1991; Steffens, 1994; Bureau, 2000; Nengas et al., 1999; Takagi et
al., 2000;Turker et al., 2005; Rawles et al., 2006; Subhadra et al., 2006; Yigit
et al., 2006; Shapawiet al., 2007; Wang et al., 2008; Abdul Kader et al., 2010;
Zhou et al., 2011; Zhu et al., 2011), de fuentes vegetales como la soya y
canola (Storebakken et al., 2000; Francis et al., 2001; Fournier et al., 2004;
Dias et al., 2005; Helland & Grisdale-Helland, 2006; Glencross et al., 2011;
Nagel et al., 2012; Silva-Carrillo et al., 2012; Slawski et al., 2011; Tusche et
al.,2013) y de origen microbiano (FAO, 2012).

La formulacion de dietas balanceadas con Optimos perfiles de aminoacidos y
apropiada cantidad de proteina son requisitos indispensables para que el pez
pueda canalizar de manera eficiente la proteina en crecimiento y retencion de
nitrogeno en forma de proteina. El requerimiento de proteina en peces ha sido
para muchos investigadores objeto de estudio desde varias décadas. Para esto

se han considerado tres aspectos importantes; la concentracion de energia en

12



la dieta, la composicion de aminoacidos de la proteina y la digestibilidad de la
misma por parte del pez, sin embargo muchas ocasiones se sobre estima este

requerimiento porque no se toma en cuenta alguno de estos tres aspectos

(Wilson, 2012).

El presente estudio tiene como objetivo determinar el requerimiento de
proteina en juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis en dos
diferentes condiciones de salinidad (3 y 35 ups), utilizando fuentes de proteina
alternas a la harinas de pescado, principalmente de origen animal y vegetal.
También se evaluard el efecto que ejercen la salinidad y el contenido de
proteina en al alimento sobre la actividad de seis diferentes enzimas digestivas
(pepsina, proteasas totales, tripsina, quimiotripsina, leucina-aminopeptidasas,

lipasas y a amilasas) en estdbmago, ciegos piloricos e intestino.

2. Antecedentes

2.1. Importancia economica de Centropomus undecimalis

El robalo blanco Centropomus indecimalis es un pez marino con importancia
recreativa en las costas de Florida, EUA y econdmica pesquera en el Golfo de
México (Muller & Taylor, 2012), especialmente en los estados de Tamaulipas,
Tabasco, Campeche y Veracruz (SAGARPA, 2012). En el estado de Tabasco
desde hace varios afios se ha practicado de forma artesanal el cultivo de peces
del genero Centropomus sp en jaulas flotantes por pescadores de la region,
esta actividad consiste en encierros de peces silvestres en las zonas riberenas,
sin embargo no se cuenta con un registro oficial de produccion para esta

actividad.
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2.2. Aspectos generales de Centropomus undecimalis

El robalo blanco Centropomus undecimalis (Bloch, 1792) es un depredador
visual, de habitos carnivoros con tendencia piscivora (McMichael et al.,
1989), se considera un depredador oportunista debido a su alimentacion en el
medio natural, el cual comprende 37 taxones, dentro de los cuales
encontramos organismos peldgicos, demersales y bentonicos (Blewetter al.,
2006). Es un forrajero de comportamiento crepuscular-nocturno (Rock, 2009),
posee una adaptacion morfologica ocular que le permite detectar a sus presas
en poca presencia de luz, debido a que posee una vision de tipo escotopica

(Eckelbarger et al., 1980).

Es una especie hermafrodita protandrica (Taylor et al., 1996), diadroma,
eurihalina (Perez-pinzon & Lutz, 1991) y estenoterma (Gilmore et al., 1978)
con distribucion geografica comprende desde Carolina del Norte hasta Rio de
Janeiro, incluyendo las Bahamas, el Golfo de México y algunas islas de las
Antillas (Figura. 1). Su abundancia y distribucion tiene una estrecha relacion
con la presencia de ambientes costeros, salobres y dulceacuicolas donde la
fluctuacion de salinidad van de 0 hasta 45 ppm, la salinidad es un factor

importante en su distribucion (Rivas, 1986).
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Figura 1. Distribucion Geografica del robalo blanco Centropomus undecimalis en las costas del
Océano Atlantico (Rivas, 1986).

La zona de reproduccion de esta especie es en las costas y la €época en la cual
se lleva a cabo en el golfo de México es en el mes de Abril a Septiembre
(Figura. 2), con un pico de mayor actividad en Junio y Agosto cuando las
temperaturas alcanzan los 25-30°C; similar ocurre en las costas de Florida,
EUA (Taylor et al., 1998; Loran-Nufiez et al., 2012). La talla de primera
madures para los machos es de aproximadamente 50 cm (4 afios) y para
hembras es de 80 cm (7.5 afios), iniciando la reversion sexual macho-hembra
después de los primeros desoves (Taylor ef al., 1996; Perera-Garcia et al.,

2011)
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Figura 2. Ciclo de vida del robalo blanco Centropomus undecimalis.

2.3. Clasificacion taxonémica del genero Centropomus

La familia Centropomidae se encuentra constituida por 12 especies,
representadas por un solo género Centropomus, la cual esta confinada en la
zona tropical y subtropical de América. Habita ambientes costeros, salobres y
dulceacuicolas, en el Atlantico occidental se encuentra: C. undecimalis, C.
mexicanus, C. paralellus, C. poeyi, C. pectinatus y C. ensiferus, por otra parte
enel Pacifico Oriental encontramos a C. viridis, C. unionensis, C. robalito, C.

medius, C. armatus y C. nigrescens (Rivas, 1986).

A continuacion se desglosa la descripcion taxonémica de la familia

Centropomidae y género Centropomus (Nelson, 2006):

Phylum Chordata
Subphylum Craniata
Superclace Gnatostomata
Clase Actinopterygii
Subclase Neopterygii
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Division
Subdivison
Superorden
Serie
Orden
Suborden
Familia

Género

Teleostei

Euteleostei

Acanthopterygii

Percomorpha

Perciforme

Percoidei

Centropomidae (Poey, 1868)

Centropomus (Lacepéde, 1802)
Centropomus mexicanus (Bocourt, 1868)
Centropomus paralellus (Poey, 1860)
Centropomus poeyi (Chavez, 1961)
Centropomus pectinatus (Poey, 1860)
Centropomus ensiferus (Poey, 1860)
Centropomus undecimalis (Bloch, 1792)
Centropomus viridis (Lockington, 1887)
Centropomus unionensis (Bocourt, 1868)
Centropomus robalito (Jordan y Gilbert, 1881)
Centropomus medius (Gunther, 1864)
Centropomus armatus (Gill, 1863)

Centropomus nigrescens (Gunther, 1864)

2.4. Requerimientos de proteina en peces

La proteina es uno de los insumos mas caros en la acuacultura, el uso

adecuado de este nutriente es un factor importante en el crecimiento y

desarrollo de los organismos en cultivo. En peces carnivoros de aguas

tropicales como de templadas es comun observar altos requerimientos de
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proteina en la dieta: barramundi Lates calcarifer (Catacutan& Coloso, 1995),
trucha Salmo trutta (Arzel et al., 1995), lubina Dicentrarchus labrax (Pérez et
al., 1997), dorada Sparus aurata L. (Santinha et al., 1999), cabrilla
Paralabrax maculatofasciatus (Alvarez-Gonzdlez et al., 2001), lucioperca
Sander lucioperca (Schulz et al., 2007), lubina negra Centropristis striata
(Alamet al., 2008), lenguado Solea senegalensis (Rema et al., 2008), pargo
lunarejo Lutjanus guttatus (Abdo de la Parra et al., 2010), chucumite
Centropomus parallelus (Souza et al., 2011) y pargo amarillo Lujanus
argentimaculatus (Abbas & Siddiqui, 2013), en los cuales excede el 40% en la

dieta.

El robalo blanco C. undecimalis es una especie carnivora con tendencia
piscivora (McMichael et al., 1989), por lo tanto el requerimiento de proteina
en esta especie es alto, los estudios que se han realizado al respecto en
diferentes condiciones de salinidad (dulce, salobre y marina), reportan
requerimientos mayores al 50% de proteina en la dieta (Tucker, 1987;Cabrera
& Amador del Angel, 1998; Soligo et al., 2011; Gracia-Lopez et al., 2003),
sin embargo no se ha establecido un requerimiento de proteina especifico para

esta especie.
2.5. Fuentes alternativas de proteina

Actualmente la harina de pescado es el recurso mas utilizado en la elaboracion
de alimentos balanceados en la acuicultura, especialmente en el cultivo de
especies carnivoras (Tacon & Metian, 2008). El alto costo de este insumo
derivado principalmente de la demanda, ha motivado a los nutricionistas en la
busqueda de fuentes alternativas de proteina de menor costo que sustituyan

parcial o completamente la harina de pescado, sin embargo las caracteristicas
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nutricionales de estas fuentes alternas son deficientes en nutrientes esenciales

para el organismo en cultivo.

Desde hace varias décadas se ha buscado sustituir la harina de pescado por
proteina de origen animal y vegetal de bajo costo con similar contenido
nutricional a ésta, no obstante su uso en la confecciéon de alimentos
balanceados representa varias desventajas como bajos contenido de proteina
(excepto por los concentrados), deficiencia de ciertos aminoécidos esenciales
y acidos grasos, baja palatabilidad y digestibilidad, alta cantidad fibra y
carbohidratos, presencia de factores anti-nutricionales endogenos que alteran

la digestion y el metabolismo de los organismos en cultivo (Sanz et al., 2000).
2.6. Harinas de origen animal

Las proteinas de origen animal (harina de carne, hueso, sangre, ave y plumas
hidrolizadas) contienen altos niveles de proteina. Durante varios afios se ha
evaluado el porcentaje de estos insumos que puede ser utilizada en la
elaboracion de alimentos para peces carnivoros (Jamil et al., 2007), los
resultados obtenidos han sido favorables para algunas especies, con remplazos
del 25-30% respecto a la harina de pescado, sin su comprometer crecimiento

(Wang et al., 2008; Abdul Kader et al., 2010; Zhu et al., 2011).

Otra fuente de proteina de origen animal considerada como fuente alternativa
a la harina de pescado es la de ave, la cual se produce a partir de los
subproductos de desechos, tales como cabezas, patas y viseras. La harina de
ave contiene altas cantidades de proteina y lipidos, pero es deficiente en
aminoacidos como metionina y lisina. Esta deficiencia de aminoacidos

esenciales en la dieta de algunos peces carnivoros solo permite reemplazos del
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20-30% en el alimento (Fowler, 1991; Nengas et al., 1999; Turker et al., 2005;
Yigit et al., 2006).

La combinacion de harina de ave con otras fuentes de proteinas vegetales o
animales, asi como también la suplementacion de aminoécidos esenciales en
los cuales son deficientes, ha permitido aumentar la cantidad de inclusion en
la dieta, sin comprometer el crecimiento (Steffens, 1994; Rawles et al., 2006;
Zhu et al., 2011). En algunas especies de peces carnivoros se ha remplazo mas
del 50% y en otras hasta un 100%, con respuestas de crecimiento similares al
utilizar harina de pescado como fuente Unica de proteina, sin tener que
adicionar metionina o lisina en el alimento (Takagi et al., 2000; Subhadra et

al., 2006; Shapawi et al., 2007).

Los estudios que se han realizado en robalo blanco sobre la digestibilidad in
vitro de fuentes de proteina alternas a la harina de pescado, han reportado
resultados favorables en harinas de pollo, ave, suero de leche, gluten de maiz,
canola, concentrado proteico de soya, cerdo, jaiba y sangre. Estos resultados
sugieren que estas harinas podrian utilizarse como ingredientes y como
fuentes de proteina en la formulacion de alimentos balanceados para esta

especie (Conchas-Frias, 2008; Lemus, 2015).
2.7. Harinas de origen vegetal

Actualmente existe una gran cantidad de harinas de origen vegetal que han
sido utilizadas en la sustitucion de harina de pescado, a continuacion se citan
algunas, soya Glycine maxima, girasol Helianthus annuus, cacahuate Arachis
hipogea, canola Brassica napus y B. campestris, ajonjoli Sesamum indicum,
Spirulina sp, Clorella vulgaris, Cladophora glomerata, Hydrodictyon

reticulatum y Mycrocystis aeruginosa, lupinus Lupinus albus, haba Vicia faba,
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trigo Triticum aestivum, maiz Zea mayz, papa Solanum sp.(Garcia-Ortega et
al., 2010), sin embargo solo en una pequena cantidad se ha profundizado al

respecto.

Los almidones de trigo y maiz son los mas ampliamente usados como fuentes
de proteina alterna a la de pescado, principalmente por su alta digestibilidad
en especies carnivoras. Pero debido a su deficiencia en aminoacidos esenciales
como lisina y arginina, solo se sustituye de manera parcial en la dieta, en
cantidades que van del 10-20%, debido a que altas cantidades en el alimento
comprometen el crecimiento de los peces (Storebakken et al., 2000; Fournier

et al., 2004; Helland & Grisdale-Helland, 2006).

Los concentrados de proteinas de origen vegetal como la soya, la papa y la
canola contienen un perfil de aminoacidos esenciales similares a los de harina
de pescado e incluso mayor, sin embargo en peces carnivoros la presencia de
factores anti-nutricionales como inhibidores de proteasas, lecitinas, acido
fitico, saponinas, glucosinolatos, taninos, fitoestrégenos, acido
ciclopropenoico, gosipol y alcaloides, solo permiten una inclusion maxima del
20-30% en la dieta (Francis et al., 2001; Glencross et al., 2011; Nagel et al.,
2012; Slawski et al., 2011; Silva-Carrillo ef al., 2012; Tusche et al., 2013).

2.8. Requerimiento de lipidos

Los lipidos juegan un papel importante en la manufactura de los alimentos
balanceados, son la mayor fuente de energia en la dieta de los peces marinos,
particularmente en especies carnivoras debido a su baja eficiencia en la
utilizacion de los carbohidratos (Oliva-Teles, 2012), la cantidad adecuada de
lipidos en la dieta inducen un efecto ahorrador en el uso de proteina como

fuente de energia por gluconeogénesis (Sargent et al., 2002). La habilidad de
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los peces para digerir y absorber los lipidos se basa principalmente en la
composicion de acidos grasos, especialmente por el grado de instauracion y

longitud de cadena (Bowyer et al., 2013).

El requerimiento de acidos grasos varia de acuerdo a la temperatura del agua,
los peces de aguas frias requieren 4cidos grasos altamente insaturados
(HUFA) del tipo omega tres, mientras que los de aguas calidas requieren mas
del tipo omega seis (Webster & Lim, 2002). Por otra parte los peces de aguas
dulce a diferencia de los marinos, tienen la capacidad de alargar y desaturar
acidos grasos de cadenas de 18 carbonos de la serie omega tres y seis
altamente insaturados, como el 4cido eicosapentaecnoico (20:5n-3) vy

docohexaenoico (22:6n-3), principalmente (Glencross, 2009).

Existe una gran variedad de aceites vegetales y animales, pero solo unos
pocos, como el aceite de pescado cubren por completo las necesidades del pez
en el alimento, debido a la deficiencia en el contenido de &cidos grasos
esenciales, principalmente omegas tres. Los acidos grasos esenciales son
importantes en la sintesis celular, el desarrollo neuronal, en el control
endocrino, la regulacidn idnica, en la modulacién del sistema inmune y en la
reproduccion (Oliva-Teles, 2012), por lo tanto una deficiencia de acidos
grasos esenciales en la dieta, puede afectar el crecimiento y adecuado

desarrollo de los organismos en cultivo.
2.9. Requerimiento de carbohidratos

El requerimiento de carbohidratos en peces varia ampliamente dependiendo de
sus habitos alimenticios, cuando no se proveen carbohidratos en la dieta, las
proteinas son utilizados en la obtencidbn de energia e intermediarios

metabdlicos para la sintesis de componentes biologicamente importantes
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(Wilson, 1994), sin embargo altos niveles de este nutriente en la dieta
ocasiona en muchos de los casos bajos crecimientos acompaiiado de
prolongadas condiciones de hiperglicemia, principalmente en especies de
aguas frias (Walton, 1986; Viaplana-Marin et al., 2005; Mohseni et al., 2011),
por otra parte en especies tropicales se estimula la sintesis de novo de lipidos y
la disminucion en el uso de aminoacidos como sustrato en los procesos de

gluconeogénesis (Pérez-Jiménez et al., 2009; Leung & Woo, 2012)

La utilizacion de carbohidratos en el pez esta directamente relacionada con la
complejidad de los mismos. Fuentes de carbohidratos simples
(monosacaridos) en la dieta pueden ser absorbidos mdas riapidamente que
fuentes complejas (polisacaridos), no obstante elevados niveles de glucosa en
cortos periodos de tiempo pueden ser desechados antes de ser utilizados por
las células del organismo (Cui et al., 2010), debido a bajos niveles de insulina

en la sangre o deficiencia en la recepcion de la misma.

El robalo blanco C. undecimalis es una especie que aparentemente tolera altos
porcentajes de carbohidratos en la dieta (Tucker, 1987; Soligo et al., 2011;
Gracia-Lopez et al., 2003), esta caracteristica también se observa en otras
especies carnivoras como sea bass Dicentrarchus labrax (Ballestrazzi et al.,
1994); dentex Dentex dentex (Pérez-Jiménez et al., 2009), cobia Rachycentron
canadum (Cui et al., 2010), sea beluga Huso huso (Mohseni et al., 2011),
pargo rojo Lutjanus argentimaculatus (Abbas et al., 2011) y pargo lunarejo

Lutjanus guttatus (Silva-Carrillo et al., 2012).
2.10. Enzimas digestivas

Las enzimas en su mayoria son proteinas capaces de catalizar reacciones

quimicas especificas a una velocidad de aproximadamente 10'>2° veces mas
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rapido que las reacciones no catalizadas por estas, poseen un alto grado de
especificidad respecto a sus sustratos, actian en secuencias organizadas
catalizando cientos de reacciones consecutivas sin degradarse (Lehninger,
2005). Las enzimas se clasifican de acuerdo a la Comision de Enzimas (EC)
de la Union Internacional de Bioquimica en 6 grupos: oxidorreductasas,

transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas

Las enzimas encargadas de la digestion de los alimentos en el tracto digestivo
de los organismos son las hidrolasas. Estas enzimas estan compuestas por
proteasas (pepsina, tripsina, quimotripsina, elastasa y colagenasa), peptidasas
(carboxipeptidasas A y B, aminopeptidasas, di y tri peptidasas), lipasas
(lipasas y estereasas) y glucosidasas (amilasa, quitinasa, celulasas y
disacaridasas). En peces los procesos digestivos son muy poco conocidos
respecto de los vertebrados superiores, sin embargo son muy similares

cualitativamente entre vertebrados (Hidalgo et al., 1999).

La actividad de las diferentes enzimas digestivas puede ser afectada por la
concentracion de sales disueltas en el medio, principalmente de proteasas
alcalinas (Tsuzuki et al., 2007), un ejemplo es la tripsina, la cual exhibe una
relacion directa con la salinidad del agua, presentando una actividad mas
elevada en bajas salinidades respecto a altas (Woo& Kelly, 1995; Moutou et
al., 2004). Este fendémeno indica que la digestibilidad y absorcidon nutrientes
provenientes del alimento, puede ser afectada dependiendo de la salinidad del

medio (Psochiou et al., 2007).

Las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los diferentes nutrientes en la
dieta también ejercen un efecto sobre la composicion y actividad de las
diferentes enzimas en el tracto digestivo de los peces, como lo es el contenido

de proteina cruda en la dieta (Alliot et al., 1983; Woo & Kelly, 1995; Eusebio
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& Coloso, 2002; Fountoulaki et al., 2005; Papoutsoglou & Lyndon, 2006;
Debnath et al., 2007; Pérez-Jiménez et al., 2009) y el origen de la misma
(Rodiles et al., 2012). El sistema digestivo de los peces, puede reflejar
independientemente de su patron digestivo, una amplia capacidad fisioldgica

de adaptacion en relacion a la calidad y cantidad de nutrientes en la dieta.
2.11. Osmorregulacion

La salinidad es uno de los principales factores medioambientales que ejercen
mayor presion en el desarrollo de los organismos acuaticos (Beeuf & Payan,
2001). El proceso de osmorregulacion es una actividad fisioldgica que
involucra organos como el esdfago, ciegos piloricos, intestino, branquias,
rifion y vejiga urinaria en el transporte de iones de Na" y CI principalmente
(Whittamore, 2012). Los mecanismos involucrados en este proceso dependen
del medio osmotico en el que se encuentre el pez. Uno de los principales
mecanismos en la regulacion osmotica intra- y extracelular es el uso de
aminoacidos como osmolitos celulares, principalmente glicina, alanina y
taurina (Lasserre & Gilles, 1971; Assem & Hanke, 1982; Buentello & Gatlin,
2002).

La cantidad de energia utilizada por el pez en el proceso de osmorregulacion
depende de la salinidad del medio, debido al costo energético que representa
el transporte activo de iones (Swanson, 1998; Beeuf & Payan, 200; Rocha et
al., 2005; Wuenschel et al., 2005), en salinidades intermedias se ha observado
un menor gasto en el proceso de osmorregulacion, debido a que en esta
condicidn la concentracion de iones internos del pez y del medio son iguales
(punto isotdnicos), observandose mejores respuestas de crecimiento debido a
una mayor canalizacion de energia al crecimiento (Beeuf & Payan, 200; Dietz

etal., 2013).
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3. Justificacion

El robalo blanco Centropomus undecimalis es una especie carnivora con alto
potencial para ser cultivada de forma semi-intensiva e intensiva en diferentes
condiciones de salinidad (Tucker, 1987), se adapta facilmente al cautiverio y
al consumo de alimento inerte (Gracia-Lopez et al., 2003; Soligo et al., 2011),
sin embargo existe una gran deficiencia en el conocimiento sobre el
requerimiento nutricional de esta especie. Los estudios que se han realizado al
respecto solo sefialan que C. undecimalis demanda un alto requerimiento
proteico en la dieta (Tucker, 1987; Cabrera y Amador, 1998; Gracia-Lopez
2003; Soligo et al., 2011) por lo que es necesario establecer un requerimiento
especifico de proteina y establecer cual es la menor condicion de cultivo, alta

o baja salinidad.
4. Hipotesis

El requerimiento de proteina en los juveniles de robalo blanco Centropomus
undecimalis cultivados en agua 35 ups serd mayor que aquellos cultivados en

3 ups.

La actividad de pepsina, proteasas totales, tripsina, quimotripsina, leucina
aminopeptidasas, lipasas y a — amilasas en robalo blanco Centropomus
undecimalis, se modificard con la salinidad del medio y el contenido de

proteina en la dieta, lo cual repercutird directamente en el crecimiento.
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5. Objetivo general

Determinar el requerimiento de proteina en la dieta de juveniles de robalo

blanco Centropomus undecimalis en 3 y 35 ups de salinidad.

6. Objetivos particulares

Determinar la mejor condicidn de cultivo en Centropomus undecimalis, alta o
baja salinidad, a partir de la evaluacion de parametros zootécnicos.

Determinar el efecto de la dieta y la salinidad sobre el contenido bioquimico

final de los juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis.

Evaluar el efecto del contenido de nutrientes en la dieta y salinidad del medio,

sobre la actividad de siete diferentes enzimas digestivas:

Pepsina, proteasas totales, tripsina, quimotripsina, leucina-aminopeptidasas,

lipasas y a — amilasas.

7. Materiales y métodos

7.1. Obtencion de los organismos

El experimento se llevo a cabo en el Igli de Nutricion ubicado dentro de las
instalaciones de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de
Sisal (UMDI), de la Facultad de Ciencias Yucatan. Los juveniles de robalo
blanco Centropomus undecimalis que se usaron para este experimento se
obtuvieron del Laboratorio de Reproduccion ubicado dentro de las
instalaciones de la UMDI. Los organismos se obtuvieron de reproductores
silvestres de aproximadamente ochos afios de edad, los cuales fueron
inducidos a desovar mediante la aplicacion de sGnRHa (Ibarra-Castro et al.,

2011), en el mes de octubre del 2013.
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La fertilizacion de los huevos fue asistida, posterior a esto se incubaron a una
temperatura de 28°C y una salinidad de 37 ppm. La eclosion ocurri6 entre las
17 y 25 horas post-fertilizacion, después de 48 horas post-eclosion se les
alimento con rotifero enriquecido hasta el dia 18, del dia 18 al 35 con artemia
enriquecida y posteriormente con alimento balanceado marca Otohime. El
contenido de proteina y el tamafio del alimento vario de acuerdo a la edad del
pez, el primer alimento S1 fue de 610-1410 pm con un contenido de proteina
de 52 y 14% lipidos como minimo, el segundo alimento S2 fue de 920-1800
pm con un contenido similar al anterior, el tercero EP1 tenia una medida de
1.7 mm, el cuarto EP2 de 2.3 y el quinto EP3 de 3.1 mm, con un contenido

proteico de 48 y 14.5% de lipidos.
7.2. Sistema de cultivo

Los sistemas de recirculacion estaban compuestos por 18 tinas rectangulares
cada uno, con dimensiones de 0.73 metros de largo, 0.44 de ancho y 0.33 de
altura, con capacidad de contener 106 litros. Cada sistema contaba con un
filtro de arena marca Pentair de forma cilindrica, un reservorio con capacidad
de contener 555 litros de agua, una bomba eléctrica Pentair con 1.5 caballos
de fuerza de potencia y un soplador eléctrico marca Baldor con 1.0 caballos de
fuerza de potencia. El tamafio de la tuberia del sistema de recirculacion era de
dos pulgadas con una reduccion de una pulgada en las llaves de entrada y de
dos en la salida de agua, cada sistema poseia un recambio de 3 litros de agua

por minuto.
7.3. Aclimatacion de los organismos

Un total de 648 organismos con peso aproximadamente de 8.0 g y cinco meses

de edad, se trasladaron al Iglu de Nutricion de la UMDI el dia 4 de marzo del
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2014, se aclimataron al sistema de cultivo por un periodo de 35 dias, durante
este tiempo se les alimento ad libitum con pellet extruido marca Otohime EP3
cuatro veces en el transcurso del dia en los horarios de 08:00, 11:30, 13:00 y
18:30 horas (Tabla No. 1). Del dia 1 al 10 se adaptaron al sistema, del dia 10
al 20 se aclimatdo la mitad de los juveniles de robalo en agua dulce,
disminuyendo 3 ups de salinidad cada dia hasta alcanzar la salinidad del agua
dulce de la zona (3 ups). Del dia 25 al 30 se empez6 a sustituir el alimento
Otohime por las dietas experimentales hasta reemplazar por completo este

alimento.

Tabla 1. Composicion bioquimica del alimento Otohime EP3.

Composicion reportada (g/100 g dieta)

Proteina min. 48
Lipidos min. 14.5
Fibra cruda max. 2.0
Ceniza cruda max. 14
Calcio min. 2.2
Fosforo min. 1.7
Humedad max. 6.5

Marbeni Nisshin Feed Co., Ltd, Tokio, Japon.
Importado por Reed Mariculture, Inc. Cambell, CA, 95008, USA.

Se realizoé una biometria el dia 24 para seleccionar a los organismos que se
utilizarian en el experimento, tomando en cuenta el peso y la longitud total
individual de cada pez, para esto se utilizd un ictiometro convencional, una
balanza eléctrica marca OHAUS® y esencia de clavo como anestésico 0.3 ml/
L. Un total de 450 peces fueron seleccionados, 225 organismos por cada
sistema con un peso promedio de 11.85 £ 1.8 g y longitud total de 12.01 £
0.62 cm (120 £ 6.2 mm)
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7.4. Elaboracion de las dietas

Se formularon cinco dietas con diferente contenido de proteinas, lipidos y
carbohidratos (Tabla 2). Para su confeccion se utilizaron diferentes fuentes de
proteina de origen animal y vegetal, alternas a la harina de pescado, las

3¢ fyeron previamente tamizadas en un tamafo de

harinas protiblend® y de ave
250 um por particula, posteriormente se mezclaron los ingredientes secos de
la dieta A y E en un equipo Blazer-Modelo SSD-20A, en orden de mayor a
menor porcentaje de insumo por dieta durante un intervalo de 30 minutos

hasta quedar completamente homogéneas.

Las dietas B, C y D se prepararon a partir de mezclas de los ingredientes secos
de las dietas A y E (Tabla. 2), en la dieta B se utilizaron 2/3 de la dieta A y 1/3
de la E, para la dieta C se utilizé 1/2 de la dieta A y E, finalmente para la dieta
D se utilizaron 2/3 de la dieta E y 1/3 de la dieta A. Seguido de esto se les
agregaron los ingredientes humedos y se mezclaron nuevamente por 20 a 30
minutos aproximadamente, hasta alcanzar la consistencia adecuada. En la
elaboracion de los pellets, se utilizo un molino convencional para moler carne,

con un cedazo de tamafio de poro de 2.4 pm.

Una vez que los pellets fueron elaborados se colocaron en charolas de
aluminio cubiertas con papel arroz sobre las cuales se colocd una sola capa de
alimento para evitar retencion de humedad y tiempos de secado diferente al
resto del alimento. Las charolas se colocaron dentro de un horno a una
temperatura de 60 °C por un periodo de 18 horas. Una vez que paso el tiempo
en el horno se retiraron las dietas y se dejaron enfriar a temperatura ambiente

por un periodo de 30 minutos, posteriormente se almacenaron y guardaron en
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bolsas de plastico previamente rotuladas en un lugar libre de humedad a una

temperatura de 24° C.

Tabla 2. Formulacion y analisis quimicos de las dietas con diferente contenido de proteina

Formulaciéon

(g/100 g dieta en A B C D E
peso seco) 37% 42% 47% 52% 57%
Protiblend®® 20 24 26 28 32
CPSPpP7%® 5 5 5 5 5
Harina de aves>* 25 28 30 32 35
Gluten de Trigo®™ 5 9 12 14 18
Harina de Trigo'' 33 24 19 14 5
Aceite de Pescadof 6 4 3 2 0
Lecitina® 2 2 2 1 1
Premix" 2 2 2 2 2
Carboximetilcelulosa 2 2 2 2 2

Analisis proximales
(peso seco g/100 g)

Proteina 38.4+0.80 43.2+0.27 48.2+0.62 51.8+0.82 57.2 £0.26
Lipidos 15.6 £0.42 149+0.16 143 £0.06 12.0£0.10 11.1 £ 0.06
Ceniza 10.0£0.05 11.4+0.00 11.9+£0.06 12.4+0.04 13.1£0.00
Carbohidratos' 36 30.5 253 24.4 18.2
Energia (cal/g) 4720.7+£15.2 4678.1+12.6 46424+169 4670.5+19.8 4613.9+14.9

2y¢ MaltaCleyton S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, México.

®Wachsen Industry CO., LTD., Quingdao, China.

4Roquette Fréres S.A., Francia.

¢ Comercializadora Mayorista del Golfo S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, México.

fProductos Quimicos de Yucatan S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, México.

€Proteinas y Oleicos S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, México.

h DMS Nutritional Products México S.A. de C. V., Composicién: Vitamina A, Vitamina D3, Vitamina E, , Vitamina K3,
Vitamina B1, Vitamina B2, , Vitamina B12, Acido Félico, Vitamina B6, Acido Pentoténico, Niacina, Biotina, Colina,
Vitamina C, Hierro, Manganeso, Sodio, Cobre, Yodo, Zinc, Cobalto, Selenio, Molibdeno, Calcio, Fosforo, Magnesio,
Sodio, Potasio, Carophyll, Lisina, Treonina, Carbonato de Calcio, Metionina, Triptofano, Lasolacid de Sodio, Monensina,
Tilosina, Salinomicina, Avoparcina, Flavomicina, Acido Arsanilico, Amprolio, Bacitracina de Zinc, Virginiamicina,
Propinato de Calcio, Acido Silicilico, Lignosulfanato, Lecitina, BHT, BHA, Probioticos, Ceta Gluconasa, Lipasa,
Proteasas, Amilasas, Celulasas y Acemita.

ICarbohidratos se calcularon como 100 — (% proteina + % lipidos + % cenizas)

7.5. Disefo experimental

Se utilizaron 450 organismos con peso promedio inicial de 11.85 £ 1.8 g de
desviacion estandar y una longitud total de 12.01 + 0.62 cm (120 = 6.2 mm)
de desviacion estandar, los cuales se distribuyeron en 15 tinas por sistema
(agua dulce y marina), en una densidad de 15 organismos por cada 100 litros
(150 org/m>). Se asignaron cinto tratamientos por sistema, uno por cada nivel

de proteina, los cuales fueron distribuidos al azar por triplicado cada uno. Se
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alimentd cuatro veces al dia en raciones iguales, en los horarios de 08:00,
11:30, 13:00 y 18:30 horas, la cantidad de alimento suministrada por dia

correspondia al 3% de la biomasa total por tratamiento.

Durante el periodo del experimento se midié dos veces al dia la temperatura
con un termémetro de mercurio, el oxigeno disuelto con un equipo YSI 55 y el
pH con un equipo HANNA, en los horarios de las 08:00 y 17:00 horas, cada
medicidn consistio en tres valores por tratamiento tomados en tinas al azar. El
amonio, nitritos y nitratos se midieron semanalmente, para esto se utiliz6 un
kiteXact® Eco-Check, USA. El objetivo de llevar un registro de las variables
fisicas y quimicas de cada sistema fue con el fin de verificar que se encontrara

en las condiciones apropiadas y requeridas para el cultivo.
7.6. Parametros zootécnicos

Durante el experimento se realizaron ocho biometrias quincenales durante 104
dias, en los cuales se registraba el peso y longitud total de cada pez. La
cantidad de alimento consumido se calcul6 diariamente, al final de la segunda
y cuarta alimentacion se recolectd el alimento no consumido en charolas de
aluminio previamente rotuladas de acuerdo al tratamiento correspondiente,
seguido de esto se les retiraba la humedad en una estufa a 60 °C durante 24

horas para posteriormente registrar su peso seco.

Se evaluo la ganancia en peso diario mediante un modelo lineal mixto,
también se calculo la ganancia de peso total (GP) el porcentaje de
supervivencia (S), la tasa especifica de crecimiento (TEC), el factor de
conversion alimenticia (FCA) y el consumo de alimento diario (CAD), se
obtuvieron a partir de las biometrias y la recoleccion de alimento. Se

calcularon de la siguiente manera:
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GP = (biomasa final - biomasa inicial)

S = (n° organismos finales / n® organismos iniciales) * 100
FCA = (alimento consumido / peso ganado)

CAD = (alimento ingerido / nimero de peces) / dias

TEC = (In peso final — In peso inicial) /dias) * 100

7.7. Parametros biologicos

Se evaluo el indice de grasa mesentérica (IGM), el indice hepatosomatico
(IH), el factor de condicion (FC) como indicadores del estatus nutricional del

pez al final del cultivo, los cuales se calcularon de la siguiente manera:
IGM = (peso de la grasa mesentérica / peso del pez) * 100

IH = (peso huimedo del higado / peso eviscerado de los peces)*100

FC = (peso final promedio / longitud total final promedio®) * 100

7.8. Parametros hematologicos

Para evaluar los pardmetros hematologicos, los peces se anestesiaron
previamente con esencia de clavo a una concentracion de 3 ml/L,
posteriormente con una jeringa BD Ultra —Fine™ de un 1 ml, se les extrajo
sangre de la arteria caudal, la cual se utiliz6 para medir presion osmdtica
(mOm kg') en un equipo MICRO — OSMOMETER modelo 3MO plus. Para
medir hematocrito se utilizaron tubos capilares microhematocrito
heparinizados de una longitud de 75 mm con didmetro de 1.1 -1.2 mm, los
cuales se centrifugaron a 2500 rpm durante 60 minutos, posteriormente fueron

medidos con un vernier para calcular el porcentaje del paquete celular.
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7.9. Composicion proximal de los peces

Al 1nicio del experimento se tomaron 10 peces al azar, igual que al final, pero
esta vez de cada tratamiento. Con el objetivo de conocer el efecto de la dieta y
la salinidad sobre la composicion bioquimica de los organismos durante 104
dias de cultivo, se determind el porcentaje de humedad por la pérdida de peso
de la muestra por evaporizacion del agua, utilizando una estufa a 60 °C por
120 horas. La cantidad de cenizas totales se calculd por calcinacion de la
materia organica en una mufla a 500 °C por 5 horas. Para analizar la cantidad
de lipidos totales se empled el método de Goldfisch, utilizando n- hexano

como solvente organico.

Para analizar el contenido de proteina del alimento y de los peces se utilizd un
analizador elemental ECS-4010 Costech. Se basa en la combustion directa e
instantanea de la muestra en una atmosfera de oxigeno puro, a temperaturas de
950-1400 °C. EI C, H, N y S se transforman por combustion a CO,, N, y SO..
Los gases CO; y SOsson llevados por un gas portador (He) hasta unas celdas
individuales de infrarrojos durante el procesos de combustion. Estos gases son
eliminados y posteriormente se mide el N; por termo conductividad
diferencial, luego fueron procesados teniendo en cuenta el peso de la muestra
y los datos obtenidos a partir de un patron, con esto se obtiene el porcentaje de
cada elemento a determinar en la muestra. Utilizando los resultados de
proteina de cada tratamiento se evalud la eficiencia en que los organismos
utilizaron la proteina del alimento, calculandose la tasa de eficiencia proteica

(TEP) de la siguiente manera:

TEP= (peso ganado / proteina consumida)
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7.10. Actividad enzimatica

7.11. Preparacion de los homogenizados

Se tomaron 15 peces provenientes de cada tratamiento (5 por replica),
previamente sometidos a un ayuno de 48 horas, antes de sacrificar a cada
organismo se pesO y posteriormente se les retiro el estomago, ciego e
intestino, los cuales se trituraron en nitrogeno liquido y almacenaron en tubos
eppendorf de 10 ml a una temperatura de -80 °C. Para obtener el extracto
enzimatico, se le agregd buffer glicina-HCI 0.1 M a pH 3 al estomago y Tris-
HC1 30 mM + CaCl2 12.5 mM pH 7.5 a ciego e intestino en una dilucion de

1:5y 1:2 respectivamente.

Después de agregar el buffer los extractos se homogenizaron con un ULTRA
TURRAX® IKA T18 Basic durante 15 segundos en cada muestra, siempre en
frio. Después se centrifugé a 13,000 rpm a una temperatura de 4°C por 20
minutos, al final se retird el sobrenadante y se colocd en tubos eppendorf de
0.5 ml, los cuales se congelaron en nitrogeno liquido y se colocaron a una
temperatura de -80 °C para posteriormente ser utilizados. La actividad
enzimatica para cada nivel de proteina fue de tres pooled con tres repeticiones

cada uno por tratamiento, cada pooled contenia 5 6rganos.

7.12. Proteasas acidas

Para determinar la actividad de esta enzima se utilizd la técnica de Anson
(1938), un 1 ml de hemoglobina en tamp6n glicina-HCI 0.1 M a pH 2 al 1%,
al cual se le afiadio 5 pl del extracto multienzimdtico y se incubd durante 5
minutos a 37°C. Para detener la reaccion se le adiciond 0.5 ml de acido
tricloroacético (TCA) al 20%. Después se dejo reposar la mezcla de reaccion

15 minutos a 4°C, posteriormente se centrifugd a 12 000 rpm durante 5
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minutos, posteriormente se retird el sobrenadante para medir la actividad. La
actividad se defini6 como 1 pg de tirosina hidrolizada por minuto. Usando

como coeficiente de extincion molar de 0.008 a 280 nm.

7.13. Proteasas alcalinas

Se utilizé el método de Kunitz (1947) modificado por Walker (1984), usando
como sustrato caseina al 1% en tampon 100 mM Tris-HCI + 10 mM CaCl, a
pH 9. Se le agregd 0.5 ml de caseina, mas 0.5 ml de tampdn Tris-HCl 100mM
+ CaCl;10 mM a pH 9 y 10 pul de extracto enzimatico, se incubo por 10
minutos a 25 °C, posteriormente la reaccion se detuvo con 0.5 ml de 4cido
tricloroacético (TCA) al 20%, se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos, la

actividad se defini6 de acuerdo al apartado anterior.

7.14. Tripsina

Para determinar la actividad de esta enzima se emple6 el método de Erlanger
et al. (1961), usando como sustrato BAPNA (N-o- benzoil-DL-arginina 4-
nitroanilida) al 3.5 mM en buffer Tris-HCI 50 mM + CaCl, 10 mM a pH 8§, el
BAPNA se diluy6 previamente en 200 pul de dimetilsulfoxido (DMSO). Para
iniciar la reacciéon se mezcld 990 ul del sustrato con 10 pl del extracto
enzimatico y se incubd por 30 minutos a 25°C. La reaccion se detuvo
adicionando 250 ul de 4cido acético al 30%, se centrifugd a 12 000 rpm por 5
minutos. La actividad se defini6 de acuerdo con Dimes et al. (1994), como 1
umol de p-nitroanilida hidrolizada por minuto, usando como coeficiente de

extincion molar 8.2 a 410 nm.

7.15. Quimotripsina

Se determin6 por el método de Lainé et al. (1993), utilizando como sustrato
Suc-AAFP-pNA(N-succinyl-alanine-alanine-proline-phenylalanine-p-
nitroanilide) en dimetilsulfoxido (DMSO), como buffer Tris 0.1 M a pH 8.
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Para iniciar la reaccion se agreg6 en una celda de cuarzo de un mililitro 960 pl
de buffer Tris y 10 ul de Suc-AAFP-pNA, posteriormente se tapd con papel
parafilm y se agitd, después se midid en el espectrofotometro y se calibro a
cero, seguido de esto se le agregaron 20 ul del extracto, se agitdo nuevamente y
se midi6 su absorbancia en el minuto uno y dos a 405 nm. La actividad se
definié como 1 umol de p-nitroanilida hidrolizada entre el minuto uno y dos,

usando como coeficiente de extincion molar 8.2 a 405 nm.

7.16. Leucina aminopeptidasa

Para determinarla actividad de esta enzima se empleo el método de Maroux et
al. (1973), usando como sustrato leucina p-nitroanilida 1 nM, el cual se
disolvid previamente en 200 pl de DMSO, y se aforé a 100 ml con buffer
fosfato de sodio 50 mM a pH 7.2. La reaccién se inici6 con 20ul de extracto
enzimatico en 980 pl de sustrato, se incubd por 10 minutos a 25°C. La
reaccion se detuvo con 250 pl de 4cido acético al 30%, se centrifug6 a 12 000

rpm por 5 minutos. La actividad se defini6 de acuerdo a lo descrito en tripsina.

7.17. Lipasas

La actividad de esta enzima se determind con el método de Gjellesvik et al.
(1992) con las siguientes modificaciones, se utilizé como sustrato 4-nitrofenil
caproato a una concentracion de 100 mM en etanol en buffer Tris 0.5 M pH
7.4 con taurocolato de sodio a una concentraciéon de 6 mM. La reaccion se
inicio con 10 pl del extracto enzimatico y 200 ul del sustrato, posteriormente
se midid la absorbancia a 400 nm por 12 minutos en intervalos de un minuto
en un espectro de microplaca marca BIO RAD modelo Benchmark Plus,

utilizando un coeficiente de extincion molar de 16300.
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7.18. a-amilasas

La actividad de esta enzima se determiné por la técnica de Somoyi-Nelson
descrito por Robyt y Whelan (1968), almidon al 2% en solucion fosfato de
sodio y citrato de sodio 100 mM + NaCl 50 mM pH 7.5. La reaccion inicid
agregando 0.125 ml de almidon soluble 1 %, 0.125 ml de tampon 0.1 M
citrato-fosfato pH 7.0 y 5 ul de extracto enzimatico, después de 30 minutos de
incubacion a 37°C. La actividad se definié como un pug de maltosa hidrolizada
liberada por minuto, usando como coeficiente de extincién molar 0.0034 a 540

nm.

7.19. Calculo de las actividades enzimaticas
Para determinar la actividad enzimatica de cada extracto enzimatico en
unidades por ml y por g de tejido fresco se utilizaron las siguientes

ecuaciones.

Ecuacion 1.Calculo de la actividad en unidades por ml.

Aabs x vol. final reaccién(ml)

Unidad 1=
nidades/m CEM x tiempo(min) x vol. extracto (mil)

Donde:
A abs = incremento de absorbancia a una determinada longitud de onda
Volumen final = volumen final de la reaccion (ml)

CEM = Coeficiente de extincién molar del producto obtenido calculado de la

recta de regresion (ml x mg-1 x cm-1)

Tiempo= tiempo de incubacion de la reaccidn catalizada (min)
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Vol. Extracto= volumen de extracto multienzimatico (ml)

Ecuacién 2. Calculo de la actividad en unidades por gramo de tejido fresco.

unidades/ml

Unidades/(g de tejido f =
nidades/(g de tejido fresco) g de tejido fresco/ml

8. Analisis estadistico

Al final del experimento a cada parametro evaluado, incluyendo la actividad
de proteasas acidas, se les aplico un ANOVA bifactorial (p 0.05), previo a esto
se comprobd su normalidad con la prueba de Shapiro Wilk y la
homocedasticidad con Bartlett, para determinar si existian diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos se utiliz6 HSD de Tukey. Para
analizar el efecto de la salinidad del agua y la cantidad de proteina en el
alimento sobre el incremento en peso (g) de juveniles de robalo blanco,
Centropomus undecimalis a lo largo de 104 dias de cultivo, se ajustd un
modelo lineal mixto que incluyo el factor proteina (5 niveles: 37, 42,47, 52,y
57), el factor salinidad (2 niveles: 3 y 35 ups) y el tiempo como variable
continua que evalud el incremento en peso en periodos de 15 dias. El
incremento en peso fue previamente transformado (logaritmo natural) y
evaluado de manera individual en 15 juveniles mantenidos dentro de cada una
de 3 peceras sometidas a cada una de las 10 combinaciones proteina-salinidad.

El modelo estadistico utilizado puede representarse de la siguiente manera:
Y= a + B; Tiempo + factor Proteina + factor Salinidad + e;

Doéonde Y es el incremento en peso expresado como una funcion de la
constante a y el tiempo, y podia diferir (0 no) dependiendo de la combinacion
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de proteina y salinidad en cada combinacion. De esta manera, los coeficientes
parciales de la regresion (coeficientes B) o pendientes de las rectas ajustadas,
representan la tasa de crecimiento de los peces (g/dia) sometidos a cada
combinacién de nivel proteico y salinidad del agua. Si las pendientes de las
rectas diferian, entonces las tasas de crecimiento en peso de los peces eran
distintas; si las pendientes eran similares, los peces habian crecido a la misma
tasa. El factor “pecera” fue incluido en el modelo como un factor aleatorio
anidado en cada combinacion y fue evaluado mediante una prueba de
hipdtesis (L. ratio). El coeficiente ¢ asociado a este factor estimo la variacion
del peso de los robalos entre peceras dentro de un mismo tratamiento.

El modelo de regresion fue ajustado usando un procedimiento de minimos
cuadrados generalizados (méaxima verosimilitud restringida, REML), e
incorporaron estructuras de varianza para asegurar que los requisitos de
homocedasticidad eran cumplidos. Para escoger las estructuras de varianza
Optimas, varios modelos con distintas estructuras fueron comparados
utilizando el AIC (Criterio de Informacion de Akaike), asi como pruebas de
hipdtesis que usaron la razon de verosimilitud (likelihood ratio) como
estadistico. Una vez que la significancia de los coeficientes de la regresion
habia sido comprobada, el modelo fue validado mediante una inspeccioén
visual de los residuales estandarizados versus tiempo.

Para analizar descriptivamente en conjunto la actividad de las diferentes
enzimas digestivas en ciegos piloricos e intestino, se utilizd un andlisis de
componentes principales (PCA), previo a esto los datos de las diferentes
enzimas digestivas fueron normalizados, restandoles su media y dividiéndolos
entre su desviacion estandar. Para evaluar la respuesta simultanea de las
diferentes enzimas digestivas en cada nivel de proteina y salinidad, se utilizo

un PERMANOVA en cada organo por separado, para calcular el p-valor
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(pseudo-F), se cred una distribucién empirica a partir de permutaciones al azar
de los datos de actividad enzimatica, bajo la condicion de la hipotesis nula.
Para establecer si existian diferencias significativas entre los diferentes niveles

de proteina por 6rganos, se utilizaron pruebas t a partir de permutaciones.

9. Resultados

Los juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis cultivados en baja y
alta salinidad, alimentados con diferentes contenidos de proteina durante un
periodo de 104 dias, presentaron el 100% de supervivencia en todos los
tratamientos. Las variables de calidad de agua como la temperatura, oxigeno
disuelto (OD), amonio y nitritos presentaron valores similares en las dos
salinidades, sin embargo el pH y nitratos (Tabla 3), fueron mayores en 3
respecto a 35 ups, con valores de 9.2 + 0.2 y 5.25 + 2.3 mg/L respectivamente.
Tabla 3. Valores de las variables fisicas y quimicas del agua durante el cultivo de los

juveniles de robalo blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco
diferentes niveles de proteina durante 104 dias.

Salinidad Temp. oD pH NH"4 NO~ NO3 Dureza
(ups) °O (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

31+£0.01 28610 62+02 92+0.1 0.04+004 0.01+0.00 525+23 129.8+48

351+0.1 28.6+1.0 62+02 87+£0.1 005+0.06 0.002+0.01 1.14+0.7 553+3.7

Valores (media + desviacion estandar, n = 98 y cada n consiste en seis observaciones en salinidad,
temperatura, OD y pH, n =13 en NH"s, NO~, NO3y Dureza)

9.1. Parametros zootécnicos

Las mayores ganancias en peso (GP) se registraron al aumentar la salinidad y
el nivel de proteina en el alimento (Tabla 4).En 3 ups el mayor GP se registro
en el tratamiento 3:57 (salinidad-nivel de proteina), el cual fue

estadisticamente similar a 3:52 y diferente al resto. En 35 ups la GP no
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presentd diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, sin
embargo fueron numéricamente mayores aquellos tratamientos alimentados
con la mayor cantidad de proteina dietética. Por otra parte, basado en el
modelo lineal mixto, el menor crecimiento se observé en 3:37 con 0.046 g/dia,
seguido por 3:47 y 3:42, los tratamientos 35:42, 3:52, 35:37 y 3:57 fueron
mayores y similares entre si, por otra parte 35:47 y 35:52 presentaron
crecimientos superiores al resto, no obstante el valor mas alto fue registrado
en 35:57 con 0.127 g/dia (Tabla 5).

Tabla 4. Valores del peso inicial, final y ganancia de peso (GP) en juveniles de robalo

blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de
proteina durante 104 dias.

Salinidad Nivel de Peso inicial Peso final GP

(ups) proteina (%) (9] (9] ®

3 37 12.1+£1.9 16.9+0.6 4.9+0.9°
42 11.8+1.7 19.1+1.5 7.2+ 1.3b¢
47 11.4+1.8 18.2+0.3 6.8 +0.6°
52 124+1.9 25.6+4.1 13.2 +3.5%
57 121+1.5 263+1.2 14.1 £1.22

35 37 11.9+1.9 253+2.4 13.4+2.1%
42 11.8+1.8 246+23 12.8+1.6%
47 12.1+£2.1 285+1.5 16.4+1.1°
52 11.7+£1.8 289+4.6 17.2 + 4.7
57 124+22 35.7+92 23.3 + 8.9

ANOVA bifactorial

Salinidad 0.0000

Nivel de proteinas 0.0000

0.0387

Salinidad x Nivel de proteinas

Valores (media + desviacion estandar, n = 3).

El factor de conversion alimenticia (FCA) aument6 al disminuir la salinidad y
la proteina en el alimento, reportandose el valor mas alto en 3:37 con 3.0 = 0.4
(Tabla 5). En los tratamientos alimentados con los niveles mas alto de proteina
como 3:57, 35:52 y 35:57, se observd un FCA numéricamente mas bajo que el
resto, con valores de 1.3 y 1.2 respectivamente, sin diferir estadisticamente
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con la mayoria de los tratamientos, a excepcion de 3:42, 3:47 y 35:37 quienes
presentaron un FCA mas alto. El consumo de alimento diario (CAD) aument6
con respecto al nivel de proteina y la salinidad (Tabla 3), los valores extremos
se registraron en 3:47 y 35:57 con 0.12 £ 0.01 y 026 £ 007 g
respectivamente, numéricamente los tratamientos de la salinidad 35 ups fueron
mas alto que 3 ups, observandose CAD mads elevados al aumentar el contenido

de proteina en la dieta.

Tabla 5. Valores del factor de conversion alimenticia (FCA), consumo de alimento diario
(CAD) y tasa especifica de crecimiento (TEC) en juveniles de robalo blanco C. undecimalis
cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de proteina durante 104
dias.

Salinidad Nivel de FCA CAD TEC
(ups) proteina (%) (€9) (%)
3 37 3.0 +0.39° 0.14 +0.015d 0.33 +0.06°
42 1.9 +0.33% 0.13 +0.02¢ 0.46 + 0.06
47 1.9+0.23° 0.12+0.01¢ 0.44 + 0.04%
52 1.5+ 0.05b¢de 0.19 + 0.052b<d 0.67 +0.11%
57 1.3+£0.10% 0.18 + 0.012b<d 0.74 + 0.05%
35 37 1.71 +£0.10? 0.22 + 0.05% 0.72 £ 0.07%®
42 1.53 £0.04%d (.19 + (0.022bed 0.70 + 0.06*
47 1.41 +£0.07%% 0.22 +0.012 0.83 + 0.052
52 1.28 +0.06° 0.21 £ 0.06° 0.86 +0.16°
57 1.19 £0.14¢ 0.26 = 0.07° 1.01 +£0.26°
ANOVA bifactorial
-Salinidad 0.00000 0.00002 0.00000
-Nivel de proteinas ~0.00000 0.03557 0.00000
-Salinidad x Nivel de proteinas () 00581 0.25368 0.40733

Valores (media = desviacion estandar, n = 3, cada n consiste en 15 observaciones, en CAD es de 94
observaciones. Los valores de FCA y CAD fueron transformados al logaritmo natural y TCE a la

raiz del arcoseno para poder ser analizados estadisticamente

La TEC (%) presentd el comportamiento similar a lo registrado e CAD,
obteniéndose los crecimientos mas altos en los tratamientos de agua marina
respecto a los de agua dulce, el valor mas bajo fue de 0.33 + 0.06% en 35:37 y
la mas alta de 1.01 £ 0.26% en 35:57, el cual fue estadisticamente similar a

35:52 y 35:47. Por otra parte los tratamientos con el nivel de proteina mas alto
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en agua dulce, fueron similares a los niveles mas bajos en agua marina (Tabla
5). El tratamiento 3:42 presento un mayor crecimiento que 3:47, pero no
defirieron estadisticamente.

Tabla 6. Coeficientes (ordenada al origen y pendiente) de las regresiones correspondientes

a las distintas combinaciones de salinidad y nivel proteico de la dieta de juveniles de C.
undecimalis, estimados por el modelo lineal mixto. Intercepto: In peso (g); pendiente: g/dia.

Salinidad 3 ups Salinidad 35 ups
vael’de Ordeflada Pendiente vael’de Intercepto Pendiente
Proteina al origen Proteina
37 2.53 0.046 37 2.50 0.098
42 2.48 0.069 42 2.47 0.091
47 2.45 0.061 47 2.46 0.104
52 2.51 0.096 52 2.45 0.109
57 247 0.099 57 2.47 0.127

Los valores de probabilidad asociada a los distintos términos en el modelo
lineal mixto del incremento en peso (In; g) de robalo blanco Centropomus
undecimalis en funcion del tiempo, nivel de proteina y salinidad, fueron todos
significativos a excepcion de la interaccion salinidad-proteina (Tabla 7). El
factor “pecera” resultd significativo (L. ratio = 246.06; p < 0.0001), indicando
que existe una variacion del peso de los robalos entre peceras. Dicha variacion

fue considerada aleatoria en el modelo y fue estimada en un valor de 0.07 g.
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Figura 3. Respuesta de crecimiento de juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis
cultivado en 3 ups de salinidad y alimentado con 5 diferentes niveles de proteina durante 104 dias;
37 (morado), 42 (r0jo), 47 (naranja), 52 (verde) y 57 (azul). Eje Y representa el peso (transformados
al logaritmo natural), el eje X representa el tiempo (cada unidad representa 15 dias).Figura
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Figura 4. Respuesta de crecimiento de juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis
cultivado en 35 ups de salinidad y alimentado con 5 diferentes niveles de proteina durante 104 dias;
37 (morado), 42 (rojo), 47 (naranja), 52 (verde) y 57 (azul). Eje Y representa el peso
(transformados al logaritmo natural), el eje X representa el tiempo (cada unidad representa 15 dias).
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9.2. Parametros hematologicos

La presion osmética en la sangre de los peces aumentd con la salinidad y el
nivel de proteina en el alimento, registrdndose diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos (Tabla 8). El valor més bajo lo present6 3:37 con
361 £ 15.1 mOsm kg!, seguido por 3:47 con 387.5 £ 19.19 mOsm kg™!, por
otra parte los tratamientos 3:42, 3:52, 3:57, 3:37, 35:47, 35:52 y 35:57 fueron
similares entre si, con valores proximos a 390 mOsm kg, sin embargo 35:47

fue numéricamente mayor al resto con 408.2 = 13.1 mOsm kg™!.

Tabla 7. Valores de probabilidad de los términos del modelo lineal mixto evaluado en los
juveniles de robalo blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco
diferentes niveles de proteina durante 104 dias.

Termino F P
Ordenada al origen 46769 <0.0001
Tiempo (T) 3394.67 <0.0001
Salinidad (S) 15.94 <0.001
Nivel de proteina (P) 4.46 <0.01
TxS 118.32 <0.0001
TxP 31.48 <0.0001
SxP 1.63 0.21
TxSxP 5.39 <0.001

El hematocrito expresado en porcentaje, presento una tendencia similar al de
presion osmotica (Tabla 8). El valor mas bajo se registro en 3:37 con un
promedio de 31.4 + 3.6%, el cual no difiri6 de 3:52. Por otra parte los
tratamientos 3:42, 3:47, 3:52 y 3:57 fueron similares entre si, con promedio
aproximado de 36%. En agua marina 35:47, 35:42 y 35:57 presentaron los
porcentajes mas altos de esta variable, obteniendo valores cercanos al 42%,
por otra parte los tratamientos 35:37 y 35:52, fueron numéricamente

inferiores, pero estadisticamente similares a los anteriores.
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Tabla 8. Valores de presion osmotica y hematocrito de los juveniles de robalo blanco C.
undecimalis cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de proteina
durante 104 dias.

Salinidad Nivel de proteina  Presion osmética Hematocrito
(ups) (%) (mOsm kg) (%)
3 37 361 £ 15.1° 31.4 +3.6¢
42 391.6 + 18.9% 37.2+3.4%
47 387.5+19.19" 37.3+3.8%
52 389.5+9.1% 35.9+1.3
57 401.6 + 17.2%® 36.7 + 4.1%
35 37 389.5 + 12.3% 41.2+3.2%®
42 408.2 £13.12 42.4 +£3.0°
47 402.9 + 12.2% 429 £2.4?
52 404.1 + 10.4% 40.1 + 3.9%
57 403.9 + 10.4% 42.4 +£2.8°
ANOVA bifactorial
Salinidad 0.00000 0.00000
Nivel de proteinas 0.00000 0.00123
Salinidad x Nivel de proteinas 0.04875 0.06113
Valores (media + desviacion estandar, » = 10, en hematocrito cada n consiste en dos
observaciones).

9.3. Analisis de condicion
Se observd que la salinidad del agua y el nivel de proteina en el alimento

ejercen un efecto sobre los indices biologicos. En el IH se registrd el valor
mas alto y bajo en 35:37 y 3:37, con 1.28 + 0.2 y 0.76 + 0.2 respectivamente.
El resto de los tratamientos fueron similares entre si, solo 35:47 fue mayor de
3:52 y 35:52 (Tabla 9). El FC aument6 con la salinidad y nivel proteina,
obteniéndose el valor mas alto en 35:47 y 35:57 (0.66), sin ser diferentes de
3:52, 3:57, 35:37 y 35:42, solo de 3:42 y 3:47, tratamientos que fueron
similares a 3:37, el cual obtuvo el valor mas bajo con 0.59 + 0.01 (tabla 9).

Se observo un incremento en el indice de grasa mesentérica al aumentar la
salinidad del agua y disminuir la proteina en el alimento. En 3 ups se
presentaron los valores mas bajos (aproximadamente 1.6%), a excepcion del

3:37 el cual fue similar a los tratamientos de 35 ups (Tabla 9). El valor mas
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alto se registro en 35:42 con 2.43 £+ 0.8%, sin embargo fue similar a 3:37,
35:37, 35:47 y 35:57, difiriendo de 35:52, tratamiento que obtuvo el valor mas

bajo de esta salinidad, el cual no fue diferente del resto de los tratamientos.

Tabla 9. Valores de los indices de grasa mesentérica (IGM), Indice hepatosomatico (IH) y
Factor de condicion (FC) de los juveniles de robalo blanco C. undecimalis cultivados en 3 y

35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de proteina durante 104 dias.

Salinidad Nivel de IGM IH FC

(ups) proteina (%) (%) (%)

3 37 1.78 £ 0.5% 0.76 +0.2¢ 0.59 +0.019
42 1.55+0.5° 1.02 £0.1%¢ 0.61 +0.01%
47 1.48 + 0.4° 1.09 + 0.22b¢ 0.62 +0.01%
52 1.57 +0.4° 1.00 + 0.2%¢ 0.63 +0.01%
57 1.39 £ 0.6° 1.02 +£0.2% 0.64 + 0.00%°

35 37 2.35+0.7 1.28 +0.22 0.64 + 0.012¢
42 2.43+0.8° 1.15+0.2% 0.63 £ 0.012
47 2.27 + 0.6 1.13 + 0.1 0.66 = 0.01?
52 1.72 £0.5% 0.94 + 0.2¢ 0.65+0.012
57 1.84 +£0.5% 0.99 + 0.2 0.66 = 0.01?

ANOVA bifactorial

Salinidad 0.00000 0.00003 0.00000

Nivel de proteinas 0.00773 0.00776 0.00000

Salinidad x Nivel de proteinas 0.15012 0.00000 0.26930

Valores (media + desviacion estandar, n = 10, IGM y IH, en FC n = 3, cada n consiste en 15
observaciones).

9.4. Analisis bioquimicos

La cantidad de lipidos registrados al final del cultivo, fue similar en los
organismos cultivados en 3 ups de salinidad (aproximadamente 15.0%), con
una ligera tendencia de aumento respecto a la proteina (Tabla 10). Por otra
parte, en los peces de 35 ups de salinidad, se registraron los mas altos niveles
de lipidos, aumentando de manera significativa al disminuir el nivel de

proteina en el alimento. El valor mas alto registrado para esta salinidad fue en
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35:37 con 20.6 = 0.02%, disminuyendo considerablemente a 17.1 = 0.1% en

35:57, tratamiento que presento el valor mas bajo en esta salinidad.

Tabla 10. La tasa de eficiencia proteica (TEP) y la composicion bioquimica en peso seco
(proteina, lipidos y cenizas) del cuerpo completo de juveniles de robalo blanco C.
undecimalis cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de proteina

durante 104 dias.

Salinidad  Nivel Proteina Lipidos Cenizas TEP

(ups) proteina (%) (%) (%)
(%)

inicio 46.9+0.5 21.7£0.39 18.2 +.05

3 37 64.7+ 6.6 15.7+0.10f 21.8+0.28% 0.11+0.02¢
42 61.8+8.7* 15.1+0.09" 224+0.07*  0.16 +0.02¢
47 64.5+6.6° 152+0.09% 214+026° 0.16+0.02¢
52 65.5+4.5 153+0.028"  204+041° 0.18+0.01°
57 68.4+54° 154+0.16" 19.3+0.08¢  0.21+ 0.00%°

35 37 60.9+2.4* 20.6+0.02° 19.4+0.16¢  0.21+0.01%>¢
42 63.4+3.9* 18.8+0.08° 192+0.25¢  0.22+0.01%
47 60.5+2.9* 19.9+0.13" 18.2+0.05° 0.24+0.01*
52 58.7+ 6.7 17.9+0.05¢ 19.6+0.119  0.24+0.01%
57 63.4+57* 17.1+0.10° 19.4+0.23¢  0.27+0.06

ANOVA bifactorial

-Salinidad 0.0944 0.0000 0.0000 0.0000

-Nivel de proteinas 0.7651 0.0000 0.0001 0.0000

-Salinidad x Nivel de 0.7708 0.0000 0.0000 0.0045

proteinas

Valores (media + desviacion estandar, n = 3). Los valores de PER fueron transformados al
logaritmo natural y los de porcentaje a la raiz del arco seno para poder ser analizados
estadisticamente.

El porcentaje de cenizas no presentd diferencias significativas en los
organismos cultivados en 35 ups de salinidad, estos tratamientos presentaron
un valor de aproximado de 19.0%, a excepcion del tratamiento 35:47 quien
obtuvo una unidad por debajo del resto (Tabla 9). Por otra parte en 3 ups de
salinidad, el porcentaje de cenizas aument6 al disminuir el nivel de proteina en
el alimento, solo 3:57 fue similar a los tratamientos de 35 ups. El valor mas
este tratamiento fue

alto se registr6 en 3:42 con 224 = 0.07%,

estadisticamente similar pero numéricamente mayor a 3:37 y 3:47.
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La cantidad de lipidos totales en el cuerpo completo de los peces al final del
experimento difiri6 en los tratamientos de la salinidad 35 ups, registrandose la
mayor cantidad de lipidos en 35:37 con 20.6 = 0.02%, disminuyendo con el
incremento de proteina en el alimento hasta 17.1 £ 0.10% en 35:57. Por otra
parte en 3 ups se registraron los valores de lipidos mas bajos, observandose un
incremento de manera paralela al contenido de proteina del alimento en los
tratamientos 3:42, 3:47, 3:52 y 3:57 (Tabla 10), a excepcion de 3:37, el cual
present6 la mayor cantidad de lipidos en esta salinidad con un valor de 15.7 +
0.10%.

La tasa de eficiencia proteica (TEP) aument6 con el contenido de proteina en
el alimento y la salinidad (Tabla 10), obteniéndose el mayor valor en 35:57
con 0.27 + 0.06, sin embargo no difiri6 estadisticamente de 3:57, 35:37, 35:42,
35:47 y 35:52, los cuales fueron similares entre si, el tratamiento que presentod
el valor mas bajo fue 3:37 con 0.11 £+ 0.02, por otra parte 3:42 y 3:47 fueron

superiores a este ultimo pero inferiores al resto.

9.5. Actividad enzimatica

La actividad enzimatica en proteasas acidas mostro una tendencia de aumento
con respecto a la salinidad y proteina del alimento (Tabla 11). Los valores mas
altos se registraron en los tratamientos de salinidad 35 a excepcion del 35:37,
el cual fue mas bajo que 3:52 y 3:57. Por otra parte, en 3:37 se registrd una
actividad mas alta que el tratamiento 3:42, siendo este el valor mas bajo con
13498.18 + 489.48 U/ml. El valor numéricamente mas alto se registro en
35:57 con 28146.84 + 808.29 U/ml, tratamiento que fue estadisticamente
similar a 35:52. La unidades/ g de tejido presentaron un comportamiento
similar al de la actividad, a excepcion del tratamiento 3:37, el cual difirié del

3:47.
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Tabla 11. Actividad enzimatica de proteasas acidas en estomago de juveniles de robalo
blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de
proteina durante 104 dias.

Salinidad (ups) Nivel de Proteasas acidas (U/g)
proteina (%)
3 37 276628.3 £ 9066.8"
42 256136.1 + 7744.8%
47 242301.0 + 5871.28
52 346074.1 + 14475.8¢
57 4024552 £ 15177.9¢
35 37 320228.1 +£12187.1°¢
42 453131.5 + 12667.5°
47 415076.3 +£ 24998.9¢
52 522389.1 +16930.1°
57 503796.8 + 13265.6°
ANOVA de dos vias
-Salinidad 0.0000
-Nivel de proteinas 0.0000
-Salinidad x Nivel de 0.0000
proteinas

Valores (media + desviacion estandar, n= 3 pooled, cada pooled consistié en 3 valores).

En el andlisis de componentes principales de la actividad enziméatica en ciegos
piloricos, el primer componente explica el 46% de la variacion total de las
enzimas, mientras que el segundo solo el 21% (Tabla 12). La enzima alcalinas
totales no especificas presentaron una correlacion negativa (-0.56) con el CP 1
y positiva (0.06) en CP 2, tripsina fue positiva (0.37) en PC 1 y negativa (-
0.33) en PC 2, a-amilasa fue positiva (0.18 y 0.67) en CP 1 y CP 2, lipasas
fueron positivas (0.52 y 0.17) en CP 1 y CP 2, leucina aminopeptidasa fue
positiva (0.48) en CP 1 y negativa (-0.01) en CP 2, y quimotripsina fue
negativa (-0.09) en CP 1 y positiva (0.64) en CP 2.

52



Tabla 12. Correlacion de las diferentes enzimas digestivas con los componentes del PCA
(andlisis de componentes principales) en juveniles de robalo blanco C. undecimalis
cultivados en 3 y 35 ups, alimentados con cinco diferentes niveles de proteina durante 104
dias.

Ciegos piloricos PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCo6
Alcalinas -0.56 0.06 -0.01 -0.21 0.22 0.77
Tripsina 0.37 -0.33 -0.43 -0.70 0.30 0.02
Alfa amilasa 0.18 0.67 0.50 -0.39 0.32 -0.11
Lipasas 0.52 0.17 0.03 -0.08 -0.64 0.53
Leucina aminopeptidasa  0.48 -0.01 -0.05 0.55 0.59 0.33
Quimotripsina -0.09 0.64 -0.75 0.10 -0.03 -0.08
Proporcion de varianza 0.46 0.21 0.14 0.10 0.07 0.02
Proporcion acumulada 0.46 0.67 0.81 0.91 0.98 1.0
Intestino

Alcalinas -0.47 0.05 -0.32 0.29 -0.77 -0.06
Tripsina -0.48 0.02 -0.22 -0.55 0.13 0.63
Alfa amilasa -0.30 -0.58 0.58 -0.35 -0.20 -0.28
Lipasas -0.45 -0.01 0.40 0.66 0.33 0.30
Leucina aminopeptidasa  -0.48 0.07 -0.35 -0.06 0.48 -0.64
Quimotripsina -0.14 0.80 0.48 -0.24 -0.14 -0.15
Proporcion de varianza 0.58 0.19 0.12 0.05 0.04 0.02
Proporcion acumulada 0.58 0.77 0.89 0.94 0.98 1.0

Valores (correlacion, n= 30 pooled, cada pooled consistié en 3 valores), los valores de las diferentes
enzimas fueron normalizados para poder ser comparados, restando la media a cada dato por enzima
y dividiéndolos entre su desviacion estandar.

La actividad de alcalinas totales no especificas increment6 con la proteina en
la dieta, registrandose una mayor actividad en los tratamientos de 35 respecto
a 3 ups (Figura 5). La tripsina, leucina aminopeptidasa y lipasas presentaron
un comportamiento inverso respecto al nivel de proteina de la dieta,
registrdndose una actividad mas elevada en 42 y 37%, sin embargo fue mayor
en 3, en relacion a 35 ups. La a-amilasa y quimotripsina fueron mayores en 3
ups, con una mayor actividad en los niveles de proteina mdas altos en cada
salinidad (57%), sobresaliendo en ambas salinidades el tratamiento alimentado

con 42 sobre 47% de proteina.
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Figura 5. Actividad enzimatica en ciegos pildricos de alcalinas totales, tripsina, amilasa, lipasas,
leucina aminopeptidasa y quimotripsina en juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis
cultivado en 3 y 35 ups de salinidad, alimentado con 5 diferentes niveles de proteina (57, 52, 47, 42

y 37%) durante 104 dias.
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Figura 6. Actividad enzimatica en intestino de alcalinas totales, tripsina, amilasa, lipasas, leucina
aminopeptidasa y quimotripsina en juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis cultivado
en 3 y 35 ups de salinidad, alimentado con 5 diferentes niveles de proteina (57, 52, 47, 42 y 37 %)
durante 104 dias.
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En el andlisis de componentes principales de la actividad enzimatica en
intestino, el primer componente explica el 58% de la variacion total de las
enzimas, mientras que el segundo solo el 19% (Tabla 12). La enzima alcalinas
totales no especificas presentaron una correlacion negativa (-0.47) con el CP 1
y positiva (0.05) en CP 2, tripsina fue negativa (-0.48) en PC 1 y positiva
(0.02) en PC 2, a-amilasa fue negativa (-0.30 y -0.58) en CP 1 y CP 2, lipasas
fueron negativas (-0.45 y -0.01) en CP 1 y CP 2, leucina aminopeptidasa fue
negativa (0-.48) en CP 1 y positiva (-0.07) en CP 2, y quimotripsina fue
negativa (-0.14) en CP 1 y positiva (0.80) en CP 2.

Tabla 13. Resultados del analisis PERMANOVA de la actividad de proteasas alcalinas
totales, tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, lipasas y a-amilasa por
tratamiento, en juveniles de robalo blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 ups,
alimentados con cinco diferentes niveles de proteina (37, 42, 47, 52 y 57%) durante 104
dias.

Salinidad (ups) Ciegos piloricos Intestino
3 37% 37*
420 42%
47%* 47*
52% 52%
57* 57*
35 37* 37*
42% 42%
47%* 47*
52% 52%
57* 57*
PERMANOVA
-Salinidad 0.0001 0.0001
-Nivel de proteinas 0.0001 0.0001
-Salinidad x Nivel de proteinas 0.0001 0.0001

Valores (Se analizaron seis enzimas distintas por tratamiento, n = 6, cada n consistié en 3 pooled y
cada pooled en 3 valores). Los valores de las enzimas fueron previamente estandarizados para ser
analizados, a cada dato por enzima se le resto su media y dividi6 entre su desviacion estandar. Los *
significan diferencias significativas entre tratamientos y las letras igualdad estadistica.

56



En ciegos piloricos la actividad de alcalinas totales, tripsina, lipasas, leucina
aminopeptidasa y a-amilasa presentaron el mismo patréon (Figura 6), su
actividad fue mayor en los niveles de proteina 37, 47 y 42% en 3 ups respecto
al resto, por otra parte en 35 ups la mayor actividad la presentaron los
tratamientos alimentados con el mayor nivel de proteina, excepcion de a-
amilasa la cual incrementé con el nivel de carbohidratos en la dieta,
observandose una reduccion de la actividad al aumentar la proteina. En
intestino la mayor actividad se registr6 en los tratamientos alimentados con el
menor contenido de proteina en la dieta, principalmente en 3 ups respecto a
35, excepto quimotripsina la cual exhibid una mayor actividad en los niveles
mas altos de proteina, principalmente en 35 ups.

La actividad enzimatica por tratamiento, analizada mediante un analisis
PERMANOVA en ciegos piloricos e intestino por separado, resultd diferente
en todos los casos, a excepcion de 37 y 42% de proteina en baja salinidad en
la region de ciegos piloricos (Tabla 13). Por otra parte, el factor salinidad,
proteina y la interaccién de ambos, también fueron significativos en ciegos
piloricos e intestino, por lo tanto cada factor evaluado influy6 en la actividad

digestiva de C. undecimalis.

10.Discusion

Los juveniles de robalo blanco cultivados durante 104 dias en 3 y 35 ups de
salinidad presentaron una supervivencia del 100%, los mejores resultados de
crecimiento se obtuvieron en la dieta con 57% proteina en las dos salinidades.
Tucker (1987) reporta un requerimiento del 50% en O ups, sin embargo
obtiene un mayor crecimiento al aumentar el nivel de proteina a 53.8%, esto
coincide con lo obtenido por Gracia-Lopez et al. (2003) quiénes reportan un

requerimiento del 53.3% en 12 ups. En otras especies carnivoras coOmo
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Centropomus. parallelus (Souza et al., 2011), Dicentrarchus labrax
(Ballestrazzi et al., 1994), Lates calcarifer (Catacutan & Coloso, 1995), y
Sander lucioperca (Schulz, et al., 2007), es comin observar altos

requerimiento que van del 50 al 60%.

Respecto a la salinidad los mayores crecimientos se obtuvieron en 35 respecto
a 3 ups, similar a lo reportado por Rhody et al. (2010) al registrar mayores
crecimientos en 35 respecto 25 y 15 ups. En otras especies eurihalinas de
habitos carnivoros como Acanthopagru butchery (Partridge & Jenkins, 2002),
Dicentrarchus labrax (Eroldogan et al., 2004), Sparus aurata (Laiz-Carrion et
al., 2005) y Solea senegalensis (Arjona et al., 2008), se han reportado
resultados similares a los obtenidos en este trabajo, al evaluar su crecimiento
en bajas salinidades respecto a altas. Este comportamiento puede corresponder
a una mayor canalizacion de energia a la regulacidn i6nica y no al crecimiento
(Bouf & Payan, 2001; Laiz-Carrion ef al., 2005; Arjona et al., 2009), aunado a
esto un posible efecto negativo en la digestibilidad y absorcion del alimento en

bajas salinidades (Krogdahl et al., 2004).

Los resultados de crecimiento contradicen lo obtenido por Tucker (1987) en
robalo blanco, quien reporta un mejor crecimiento en 0 respecto a 27 ups
utilizando larvas silvestres, resultados similares obtuvo Rocha et al. (2004) en
Centropomus parallelus, sin embargo Tsuki et al (2007) en esta misma
especie al evaluar el crecimiento en organismos obtenidos de reproductores en
cautiverio, obtuvieron numéricamente mejores resultados en 35 respecto 5
ups. Esta discrepancia posiblemente se debe al origen de los peces, por lo que
la capacidad de respuesta a las condiciones del cultivo podria ser favorable a

la que mejor se asemeje al medio en el cual se desarrollaron con anterioridad.
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La mejor tasa de crecimiento fue de 1.01% y se obtuvo en 57% proteina de 35
ups manejando una densidad de 150 org/m?, en cultivos anteriores llevados a
cabo en condiciones similares por Gracia-Lopez et al. (2003) obtuvieron un
valor de 1.33% con 100 org/m?, sin embargo cultivos realizados por Tucker
(1987) y Cabrera & Amador (1998), reportan crecimientos de 2.08 y 1.8%
respectivamente. Esta gran diferencia posiblemente es debido a las bajas
densidades que utilizaron (8 org/m®), es perfectamente conocido que la
densidad de siembra afecta el crecimiento de los organismos, lo cual fue
comprobado por Souza-Filho & Cerqueira (2003), quienes reportan una
reduccion en las tasa de crecimiento en esta misma especie al aumentar la

densidad de cultivo.

La mayor CAD y TEP se registrd en los niveles mas altos de proteina, en los
cuales se obtuvieron los mejores FCA, similar se ha reportado en otras
especies carnivoras como Dicentrarchus labrax (Pérez et al.,1997) y Anguilla
rostrata (Tibbetts et al., 2000), no obstante se registrd una mayor ingestion de
alimento en 35 respecto a 3 ups, parecido a lo obtenido en Salmo salar
(McCormick et al., 1989) y Dicentrarchus labrax (Eroldogan et al., 2003).
Esta conducta probablemente es el resultado de una mayor demanda de
energia al aumentar la salinidad, lo que se refleja en el porcentaje de
hematocrito registrado en este trabajo, el cual fue mayor en los peces
cultivados en 35 respecto a 3 ups, lo cual se asocia a una mayor demanda de
oxigeno, esto a su vez a un metabolismo mas elevado (Maxime et al., 1990;
Jarvis & Ballantye, 2003), como lo sefiala Gracia-Lopez ef al. (2006) en esta
misma especie al registrar un mayor consumo de oxigeno y una disminucion

en la excrecion amoniacal en salinidades altas respecto a bajas, lo que se
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asocia a un cambio en el tipo de sustrato metabdlico (Mayzaud & Conover,

1988).

El proceso de osmorregulacion involucra una serie de procesos fisiologicos en
los peces, principalmente una reduccion en la concentracion de aminoacidos,
asi como de iones en el interior de las células en bajas salinidades (Lasserre &
Gilles, 1971; Assem & Hanke, 1982). Los resultados obtenidos en presion
osmotica evaluada en la sangre de los peces cultivados durante 104 dias,
demuestran que esta especie posee una gran capacidad para tolerar amplios
rangos de salinidad (Pérez-Pinzon & Lutz, 1991), esto a pesar del contenido
nutrimental del alimento, a excepcion del tratamiento37% en 3 ups (36 1mOsm
kg™), el cual presenté el valor mas bajo y difiri6 del resto. La baja cantidad de
proteina en la dieta y una posible escases en la disponibilidad de iones, tanto
en el agua como en el alimento (Tabla 2), principalmente Na*, Cl'y Ca?',
pudieron generar este escenario debido a su importancia en la regulacion
osmotica interna en los peces (Filk et al., 1996; Ferreira & Baldisserotto,

2007).

El IH, IGM y el FC, son buenos indicadores del estatus nutricional y
condicion fisiologica del pez (Cui & Wootton, 1988), en este trabajo no se
encontrd una relacion coherente entre el IGM y el contenido de lipidos en la
dieta, solo se registraron mayores valores en 35 respecto a 3 ups. En especies
como Sciaenops ocellatus (Serrano et al., 1992), Dicentrarchus labrax (Pérez
et al., 1997), Epinephelus coioides (Luo et al., 2005) y Spaurs sarba (Leung
& Woo, 2012) el IH incremento con el contenido de carbohidratos y lipidos en
la dieta, en este estudio solo en 35 ups se presentd este comportamiento,
obteniéndose los mejores crecimientos en los niveles con un IH mas bajo,

resultados similares obtuvieron (Berger & Halver, 1987) en Morone saxatilis.
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Por otra parte Mihelakakis et al. (2002) mencionan que el tamafio del higado
es un buen indicador de la condicion nutricional del pez, sin embargo en 3 ups

el IH no presentd relacidon alguna con el contenido de nutrientes en la dieta.

La cantidad de proteina retenida en los peces al final puede ser muy variable,
Webster et al. (1995) reportan en sunshine bass (Morone chrysops x M.
saxatilis) una menor retencidon de proteina al aumentar el nivel de lipidos en la
dieta, similar a Santinha et al. (1999) en Sparus aurata, por otra parte en
Anguilla rostrata y Solea senegalensis se obtuvo una relacion directa con el
aumento de este nutriente en el alimento (Tibbetts ef al., 2000; Rema ef al.,
2008). En este trabajo no se obtuvieron diferencias estadisticas entre los
niveles de proteina y salinidad, trabajos analogos a este reportan el mismo
resultado en Lates calcarifer (Catacutan & Coloso, 1995; Williams et al.,
2003), Dicentrarchus labrax (Pérez et al., 1997), Paralabrax
maculatofasciatus (Alvarez-Gonzalez et al., 2001), Sander lucioperca (Schulz
et al., 2007), Centropristis striata (Alam et al., 2008), Centropomus parallelus
(Souza et al., 2011) y Lutjanus argentimaculatus (Abbas & Siddiqui, 2013).

Se ha reportado que el incremento de lipidos en la dieta afecta la composicion
bioquimica final de los peces, debido a un incremento en la acumulacion de
este nutriente en musculo, higado o cuerpo completo (Serrano et al., 1992;
Pérez et al., 1997; Williams et al., 2003; Luo et al., 2005;Tuan & Williams,
2007), en el presente estudio solo en 35 ups se presentd este comportamiento,
no obstante en 3 ups solo el tratamiento alimentado con la dieta que contenia
la mayor cantidad de lipidos fue superior al resto, los cuales presentaron un

comportamiento inverso respecto al contenido de este nutriente.

En diversos estudios se ha evaluado el efecto de factores medioambientales,
especialmente la salinidad y la composicion de la dieta sobre la actividad de
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las diferentes enzimas digestiva en peces por separado (Nagase, 1964; Reimer,
1982; Alliot et al., 1983; Garcia-Carrefio et al., 2002; Lundstedt et al., 2004;
Moutou et al., 2004; Almeida et al., 2006; Debnath et al., 2007; Tsuzuki et al.,
2007), muy pocos estudios han evaluado el efecto de la salinidad y el
contenido de proteina en la dieta sobre la actividad de las diferentes enzimas
digestivas (Woo & Kelly, 1995). Este estudio se evalud el efecto de dos
niveles de salinidad (3 y 35 ups), 5 niveles de proteina sobre la actividad de
siete diferentes enzimas digestivas: pepsina, proteasas alcalinas totales,
tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, lipasas y a-amilasa, en

relacion al crecimiento (Tabla 14 y 15, Anexos).

El sistema digestivo de los peces puede reflejar independientemente de su
patron digestivo, una amplia capacidad fisioldgica de adaptacion en relacion a
la calidad y cantidad de nutrientes en el alimento. En el presente estudio, a
diferencia de Tilapia mossambica (Nagase, 1964), Brycon cf. melanopterus
(Reimer, 1982), Pseudoplatystoma corruscans (Lundstedt et al., 2004), se
registrd un patron de respuesta de pepsina en estdbmago y alcalinas totales en
ciegos pilodricos, respecto al contenido de proteina en la dieta, conductas
similares se han obtenido en otras especies de peces carnivoros como Brycon
orbignyanus (Garcia-Carrefio et al., 2002) y Dentex dentex (Pérez-Jiménez et
al. 2009). Por otra parte en intestino, la actividad de proteasas alcalinas totales
en la salinidad de 3 ups presento una conducta opuesta respecto al estdmago y
ciegos, registrandose una mayor actividad de proteasas alcalinas totales en los
tratamientos alimentas con la menor cantidad de proteina (Tabla 11 y Figura

5).

La tripsina es considerada una de las enzimas digestivas mas importantes en la

digestion de proteinas en los peces (Nagase, 1964; Reimer, 1982; Woo &
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Kelly, 1995), su comportamiento varia de acuerdo al contenido de proteina en
el alimento y la salinidad del medio (Moutou et al., 2004; Psochiou et al.,
2007). Woo & Kelly (1995) reportan en Sparus sarba una relacion directa
entre la actividad de tripsina con el nivel de proteina en la dieta y la ganancia
en peso en 35 ups de salinidad, no obstante los resultados obtenidos de esta
enzima en ciegos piloricos de Centropomus undecimalis, presentaron un
comportamiento opuesto a lo reportados en Sparus sarba, la mayor actividad
se registro en los tratamientos alimentados con la menor cantidad de proteina,
una conducta similar se observo en leucina aminopeptidasa (Figura 5). Este
comportamiento enzimatico podria responder a un mecanismo de
compensacion por parte del pez ante la escasez de proteina en la dieta, con el
proposito de utilizar de manera mas eficiente su disponibilidad (Papoutsoglou
& Lyndon, 2006). Sin embargo los mayores crecimientos en este estudio se
registraron en los tratamientos alimentados con la mayor cantidad de proteina,
los cuales a su vez se exhibieron la mas alta actividad de pepina y proteasas

alcalinas totales en estobmago y ciegos pilorico.

La quimotripsina es una endopeptidasa que requiere de la presencia de tripsina
para poder ser activada (Roberts, 2002), en peces como Siganus canaliculatu
(Sabapathy & Teo, 1995), Salmo salar (Einarsson et al., 1996) vy
Pseudoplatystoma corruscans (Lundstedt et al., 2004), se observa un
comportamiento paralelo en la actividad de estas dos enzimas, no obstate en
este estudio quimiotripsina registro una conducta opuesta respecto a tripsina
(Figura 5). Este resultado corrabora la hipotesis planteada por Mouotu et al.
(2004), los cuales mencionan que los mecanisnos de activacion la tripsina no

esta relacionada con la actividad de otras proteasas.
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En salinidades intermedias los peces canalizan una mayor cantidad de energia
al crecimiento (Boeuf & Payan, 2001) esto fendmeno se ve reflejado en una
mayor actividad de enzimas digestivas, principalmente en proteasas (Woo &
Kelly, 1995; Tsuzuki et al., 2007). En el presente estudio, en 35 ups de
salinidad, se registr6 una mayor ganancia en peso y actividad de pepsina y
proteasas alcalinas totales en ciegos piloricos, respecto a 3 ups. Un patréon
similar en la actividad de proteasas digestivas se registrd en Lates calcarifer
(Harpaz et al., 2005) y Centropomus parallelus (Tsuzuki et al., 2007). Por
otra parte en especies de peces carnivoros como Acanthopagrus butchery
(Partridge & Jenkins, 2002), Dicentrarchus labrax (Eroldogan et al., 2004),
Sparus aurata (Laiz-Carrion et al., 2005) y Solea senegalensis (Arjona et al.,
2008), se han reportado mejores crecimientos en altas salinidades respecto a
bajas. Estos resultados reflejan una relacion directa entre la salinidad del
medio y la actividad de proteasas digestivas sobre la digestibilidad y absorcion

de proteina en la dieta.

Los ciegos piloricos son sefialados como el lugar donde se lleva a cabo
principalmente el proceso de digestion y absorciéon de los nutrientes
provenientes del alimento (Robert, 2002; Pérez-Jiménez et al., 2009),
posiblemente por esta razon este Organo exhibe una patrén de respuesta
digestiva en relacidon al contenido de nutrientes en la dieta y una actividad
digestiva superior al intestino (Garcia-Carrefio et al., 2002; Moutou et al.,
2004; Harpaz et al., 2005; Almeida et al., 2006; Pérez-Jiménez et al., 2009).
En este estudio se observo un patrén digestivo en la actividad de proteasas
alcalinas totales, tripsina, quimiotripsina, leucina aminopeptidasa y lipasas en

ciegos piloricos, en relacion al contenido de proteina y lipidos de la dieta, por
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otra parte en intestino solo las proteasas alcalinas totales y a-amilasa

presentaron esta conducta (Figura 6).

Independientemente del contenido de proteina, se ha observado en especies de
peces carnivoros como Pseudoplatystoma corruscans (Lundstedt et al., 2004)
y Dentex dentex (Pérez-Jiménez et al., 2009) una mayor actividad de proteasas
alcalinas totales y a-amilasa cuando se maneja una inclusion entre el 20 y 30%
de carbohidratos en la dieta. Posiblemente debido a esta combinacion de
nutrientes en este estudio se registrd una mayor actividad de a-amilasa en los
tratamientos alimentados con la dieta de menor contenido de carbohidratos

(Figura 5).

El bajo crecimiento reportado de Centropomus undecimalis en 3 ups respecto
a 35 ups, puede ser atribuido a su baja capacidad digestiva, principalmente por
proteasas. Por otra parte la deficiencia de iones Na" y CI', pudo ser otro factor
limitante en el transporte de nutrientes en ciegos pildricos e intestino,
principalmente de aminodcidos (Rosenberg et al., 1964; Smith, 1969), en
peces como Dicentrarchus labrax se ha reportado in vitro una deficiencia en
el transporte de aminoacidos, especialmente de glicina en bajas

concentraciones de Na" y CI.

Rocha et al. (2004) y Rubio et al. (2005) sefialan que los peces prefieren el
uso de proteina en salinidades cercanas a cero, catalizando lipidos,
carbohidratos y proteinas al aumentar la salinidad del medio, sin embargo en
este estudio se registrd una mayor actividad de lipasas y a-amilasa en 3 ups
respecto a 35 ups, asi como una menor concentracidon en la composicion
bioquimica de lipidos e indice de grasa mesentérica en los peces al final del
experimento en baja salinidad (Tabla 9 y 10). Las lipasas requiere de la

presencia de colipasa (proteina pancreatica), sales biliares y Ca®" para ser
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activada (Kimura et al., 982), Hu et al. (2010) reportan in vitro una mayor
actividad de lipasas en presencia de altas concentraciones de Ca*' y una
disminucion de la misma ante la presencia de compuestos del mismo
elemento. Por otra parte el Ca®" es esencial como componente estructural y
catalizador en a-amilasa (Boel et al., 1990; Tanaka & Hoshino, 2002). En
agua marina el Ca®* se encuentra asociado a una gran cantidad de aniones, por
otra parte el agua utilizada en el cultivo llevado a cabo en 3 ups contiene altas
concentraciones de este ion (Tabla 3),probablemente el comportamiento de

estas enzimas se deba a la alta disponibilidad del ion Ca*" en 3 ups.
11.Conclusiones

Con base a los crecimientos registrados en el modelo lineal mixto (Tabla 6), se
establece un requerimiento de proteina dietética 6ptimo del 52% en 3 ups de
salinidad en juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis bajo las
condiciones experimentales del presente estudio. Por otra parte en 35 ups de
salinidad, el mayor crecimiento se registro en el tratamiento alimentado con el
nivel mas alto de proteina dietética (57%). Estos resultados sugieren que el
robalo blanco, posiblemente presenta un mayor requerimiento proteico en esta

salinidad.

De acuerdo con los resultados obtenidos en crecimiento del presente estudio,
se establece 35 ups de salinidad como la mejor condicion de cultivo en
juveniles de robalo blanco Centropomus undecimalis. Asimismo se observo
una relacion directa entre la salinidad del medio y la actividad digestiva de
proteasas totales sobre el crecimiento, registrandose los mayores valores de
esta variable en 35 respecto a 3 ups de salinidad. Acorde a estos resultados se

concluye que la salinidad es un factor que limita el crecimiento de esta
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especie, debido a que afecta la digestibilidad y posiblemente la absorcion de

nutrientes en el tracto digestivo, principalmente de proteina.

Por otra parte, de acuerdo a la elevada actividad enzimatica registrada en
ciegos piloricos respecto a intestino, asi como el aumento que se registro en
proteasas alcalinas totales y lipasas en este 6rgano al incrementar la cantidad
de proteina y lipidos en la dieta, se sefialan los ciegos pildricos como la
principal zona de digestion y absorcidn, procesos que pueden ser modulados

por la cantidad de nutrientes en el alimento en robalo blanco.

De acuerdo con los resultados obtenidos en composicion bioquimica de
lipidos e indice de grasa mesentérica, se sugiere una mayor utilizacion de este
nutriente en la obtencidén de energia en 3 ups, debido a una baja acumulacion
lipidica y una elevada actividad de lipasas en esta salinidad, respecto a 35 ups,
condicidon que presentd un mayor deposito de lipidos. Sin embargo la elevada
actividad de esta enzima también podria ser el resultado de un posible
mecanismo compensatorio debido a una baja digestibilidad de este nutriente

en 3 ups.

La presion osmotica, el hematocrito, el indice hepatosomatico y el factor de
condicion fueron mas bajos en 3 ups, respecto a 35 ups, principalmente en el
los peces alimentados con 37% proteina, no obstante no se observd una
relacion directa entre el contenido de proteina en la dieta y el comportamiento
de estas variables en el resto de los tratamientos, por lo tanto no pueden ser
utilizados en este estudio como indicadores de la condicion fisiologica en

robalo blanco.

67



Tabla 14, Actividad enzimatica de proteasas alcalinas totales, tripsina, quimiotripsina, leucina aminopeptidasa, lipasas y o-amilasa en
ciegos piloricos de juveniles de robalo blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 %, alimentados con cinco diferentes mveles de

profeina durante 104 dis.

Salinidad Proteina Alcalinas ~ Tripsina ~ Quimiofripsina  Leucina Lipasas 10 c-amilasa

% % fotales aminopeptidasa

3 31 11093£1004 01022004 06062015  3.50+0.34 2714016  84035.8 £30180.8
£ 10303£678 00972002 0695£015 426020 2324020 990403 £18437.7
41 1345321455 00862002 0680£030 273081 1922007 783149143732
j 1429421126 00842002 05912026 3364042 1372013 8213194319377
51 IM3£9N4 00642005 11222056 3144049 1582001 1119120 £31763.]

37 31 12995£91.0 00872003 025172010 433043 16620.11 564439124639
Y 1220921128 0096002 07606£028  473£0.16 1492001 49084.6£19473.2
41 15105£1122 00792002 04658019 2741012 1302002 46865.8£163079
j2 3171471 00752002 072732017 2332027 0854000 4842892125190
5 247021860 00594002 070272029 1942053 0804001 7325774284943

12.Anexos

Valores (media = desviacion estandar, n=9 datos)
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Tabla 13, Actividad enzimatica de proteasas alcalinas totales, ripsina, quiniotripsina, leucina amimopeptidasa, lipasas y o-amilasa ¢8
tntestino de juveniles de robalo blanco C. undecimalis cultivados en 3 y 35 %, alimentados con cinco diferentes niveles de proteina

durante 104 dias

Salinidad Proteina Alcalimas ~ Tripsina  Quimiofripsina  Leucina Lipasas 104 o-amilasa

%o % fotales 101 aminopeptidasa

j 37 697.28£478 096010 0142003 3862045 3124024 65629.12£6906.6
2 $9275£319  085£009 029009 3.56£0.66 2202020 53293.124£51213
47 53061£271  115£011 045008 4.14£0.66 276£0.17 4121749 £ 9093.1
52 30416£21.0  021£006 034009 135£0.13 1954026 28176.88 £ 3583.2
57 35821£2609 049£009 047012 255041 240£0.19  18557.253£35548

37 37 29881£206 053£008 0.06+0.02 2154042 1.60£0.18  26416.64 £ 46184
2 36104413 0552012 0142003 2174048 156£0.13 211165747527
47 3979£255  047£001 0174003 301£0.24 191£015  19400.85£32139
52 415852289 0.40£0.06 0.19£0.06 241£0.26 186£0.19  20507.86 £ 3832.2
57 $4051£592 070£013 036011 2924(.58 1824096  7995.594£2190.7

Valores (media + desviacion estindar, 1=9 datos)
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