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Resumen de la tesis que presenta Erick Adolfo Barrios Garcia como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.
Efecto del polvo de romero (Rosmarinus officinalis) en el crecimiento, actividad enzimaticay

composicion proximal de juveniles de lobina rayada (Morone saxatilis)

Resumen aprobado por:

Dra. Médnica Hernandez Rodriguez
Directora de tesis

La acuicultura intensiva ha experimentado un rapido crecimiento en las ultimas décadas. Sin embargo,
la intensificacion de los cultivos acuicolas ha ocasionado problemas como el estrés en los organismos,
desarrollo de enfermedades y un menor crecimiento. Se ha explorado el uso de plantas aromaticas
como el romero (Rosmarinus officinalis) por su efecto como antibidtico, antiestresante y estimulante
de la secrecién de enzimas digestivas y el crecimiento. El objetivo de este estudio fue evaluar la adicion
de polvo de romero en la dieta de la lobina rayada (Morone saxatilis) y determinar su efecto en la
supervivencia, crecimiento, actividad enzimatica (tripsina, quimiotripsina, lipasa, amilasa y proteasas
alcalinas totales -PAT-) y composicion proximal. Se realizdé un bioensayo durante 70 dias en un sistema
de recirculacién de agua de mar donde se probaron cuatro dietas experimentales con diferentes
cantidades de polvo de romero: control (TC), 2.5 (T2.5), 5 (T5) y 10 (T10) g kg de dieta. Cada
tratamiento se realizo por triplicado con 20 peces por réplica con un peso inicial de 19.59 + 2.43 g. Las
lobinas se alimentaron tres veces al dia al 4% de su biomasa. Al final del bioensayo, el peso final de los
peces en T5 y T10 fue significativamente menor en comparacién con el TC. No se observaron
diferencias significativas en pardmetros de crecimiento y eficiencia alimenticia. El indice
hepatosomatico en el T10 fue significativamente mayor en relacién con TC. En el intestino, la actividad
de la tripsina fue significativamente menor en el T10 y las PAT en T2.5 y T10. En ciegos pildricos, la
actividad de la tripsina fue significativamente menor en el T10, la lipasa en T2.5, T5 y T10 y las PAT en
T2.5y T10. La inclusién de polvo de romero en la dieta de lobina en concentraciones de 5y 10 g kg™
disminuye el crecimiento y la actividad de tripsina, PAT y lipasa en intestino y ciegos pildricos. Se
requiere investigar la composicion quimica del romero y su efecto como inhibidor de enzimas
digestivas y modulador de la microbiota intestinal, ademas de incluir otros indicadores para conocer
de forma integrada el desempefio fisiolégico de la especie.

Palabras clave: lobina rayada, romero, crecimiento, enzimas digestivas, composicion proximal



Abstract of the thesis presented by Erick Adolfo Barrios Garcia as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture

Effect of rosemary powder (Rosmarinus officinalis) on growth, enzyme activity, and proximal
composition of juvenile stripped bass (Morone saxatilis)

Abstract approved by:

Dra. Ménica Herndndez Rodriguez
Thesis Director

Intensive aquaculture has experienced a very rapid growth in recent years. However, the
intensification of aquaculture has led to issues such as stress in organisms, the development of
diseases, and reduced growth. The use of aromatic plants, such as rosemary (Rosmarinus officinalis),
has been explored due to its antibiotic, anti-stress, and digestive enzyme secretion-stimulating effects,
as well as its growth-promoting properties. The objective of this study was to evaluate the addition of
rosemary powder to the diet of striped bass (Morone saxatilis) and determine its effect on survival,
growth, enzyme activity (trypsin, chymotrypsin, lipase, amylase, and total alkaline proteases -PAT-),
and proximate composition. A 70-day bioassay was conducted in a recirculating seawater system,
testing four experimental diets with varying amounts of rosemary powder: control (TC), 2.5 (T2.5), 5
(T5), and 10 (T10) g kg of diet. Each treatment was performed in triplicate with 20 fish per replicate,
with an initial weight of 19.59 + 2.43 g. The striped bass were fed three times a day at 4% of their
biomass. At the end of the bioassay, the final weight of fish in T5 and T10 was significantly lower
compared to TC. There were no significant differences in growth parameters and feed efficiency. The
hepatosomatic index in T10 was significantly higher compared to TC. In the intestine, trypsin activity
was significantly lower in T10, and PAT in T2.5 and T10. In the pyloric caeca, trypsin activity was
significantly lower in T10, lipase in T2.5, T5, and T10, and PAT in T2.5 and T10. The inclusion of rosemary
powder in striped bass diets at concentrations of 5 and 10 g kg reduces growth and the activity of
trypsin, PAT, and lipase in the intestine and pyloric caeca. Further research is imperative to delve into
the intricate chemical composition of rosemary, explore its role as a potent digestive enzyme inhibitor,
and its potential as a modulator of the intestinal microbiota. This endeavor should also encompass the
incorporation of various additional indicators, aiming for a holistic grasp of the species' physiological
performance.

Keywords: striped bass, rosemary, growth, digestive enzymes, proximal composition
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Capitulo 1. Introduccidn

En las ultimas décadas, la actividad acuicola en el mundo ha experimentado un gran crecimiento en la
produccién de peces, moluscos y crustdceos. En el afio 2020, se registré la mayor produccion en la historia
con 87.5 millones de toneladas. La acuicultura es una actividad econdmica importante, con un aporte de
265 mil millones de délares (FAO, 2022). En los préximos afios la acuicultura tendra un papel fundamental
en la seguridad alimentaria a nivel mundial para satisfacer la demanda de organismos acuaticos, ademas

de contribuir a disminuir la presion pesquera en los océanos (Newton et al., 2021).

China es el pais con mayor produccion acuicola a nivel mundial con el 35% del total de la produccién,
seguido de India con 8%, Indonesia con el 7%, Vietnam con el 5% y Peru con el 3% (FAO, 2022). En México,
las especies de interés acuicola que predominan son de agua dulce, como la tilapia (Oreochromis sp.), el
bagre (Ictalurus punctatus), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y la carpa (Cyprinus carpio); en cuanto
a las especies de agua marina se tiene el camardn blanco (Litopenaeus vannamei), el abuldn rojo (Haliotis
rufescens) y el atun aleta azul (Thunnus orientalis) (INAPESCA, 2021). En 2017, la cria y cultivo de estas
especies representaron una produccion de 404,000 toneladas, con un valor estimado de 17,813 millones

de pesos, subrayando la relevancia econdmica de esta actividad en el pais (CONAPESCA, 2018).

La alta demanda de productos acuaticos a nivel mundial ha posicionado a la acuicultura intensiva como
protagonista, debido a su aporte de mas del 50% del total de la producciéon. Los desarrollos que han
permitido mayor produccion acuicola son los sistemas de recirculacién, disefio de dietas especificas para
cada especie, mejora genética, uso de antibidticos, aireacién mecanica y cambios regulares de agua
(Henriksson et al., 2018). Sin embargo, los desafios relacionados con el aumento en los costos de la harina
y el aceite de pescado, el impacto ambiental de los antibidticos, la creciente demanda de recursos de agua
dulce y el estrés experimentado por los organismos en entornos de acuicultura de alta densidad son temas

prioritarios de estudio para el impulso a la acuicultura sostenible (Manage, 2018; Olaussen, 2018).

El cultivo de organismos en condiciones de alta densidad puede resultar en estrés y aumentar la
susceptibilidad a enfermedades infecciosas que tienen un impacto negativo en la produccién (Hoseini et
al., 2019). El estrés desencadena una serie de respuestas a nivel endocrino y como resultado se producen
cambios en el metabolismo, osmorregulacién y parametros hematoldgicos e inmunoldgicos. Derivado de
los cambios en el metabolismo se ha observado en peces la disminucion del crecimiento, menor

supervivencia y alteraciones en el comportamiento, entre otros (Afonso, 2020; Karatas et al., 2020). Las
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consecuencias del estrés en los peces son el deterioro del estado de salud, disminucién en la inmunidad,
el incremento del contagio de enfermedades, desarrollo de enfermedades infecciosas y la disminucién en

el crecimiento (Reverter et al., 2014).

1.1 Uso de fitogénicos en la acuicultura

La alta demanda de peces, crustdceos y moluscos ha propiciado que se incremente la produccién en
sistemas acuicolas intensivos (Tadese et al., 2021). En acuicultura se pierde hasta el 60% de la produccidn
por enfermedades infecciosas (Hernandez-Contreras y Herndndez, 2020). Para combatir estas
enfermedades, se recurre al uso de antibidticos comerciales. Sin embargo, este enfoque conlleva la
preocupante consecuencia de fomentar la resistencia en las bacterias del ecosistema y, al mismo tiempo,
provoca la acumulacién de estos antibidticos en los tejidos de los peces, lo que plantea un riesgo para la
salud de los consumidores (Hernandez-Contreras y Hernandez, 2020). Por tal motivo, se ha propuesto el
uso de plantas medicinales como tratamiento preventivo y terapéutico contra enfermedades infecciosas,
asi como una alternativa a los antibidticos comerciales (Reverter et al., 2014; Zhu, 2020). La ventaja del
uso de plantas medicinales se debe a que son de menor costo y de menor impacto en el ambiente, ademas
evita las pérdidas econdmicas asociadas a la muerte de los organismos y la disminucién en el uso de

antibidticos (Citarasu, 2010; Reverter et al., 2014).

Las plantas producen un amplio conjunto de metabolitos secundarios cuyas funciones les permiten
influenciar actividades celulares y favorecer el crecimiento de estas. Otros metabolitos sirven como
atrayentes a los polinizadores y animales dispersores de semillas, repelente contra animales herbivoros,
antibacterianos y antifungicos (Pagare et al., 2015). Algunos de estos metabolitos pueden tener efectos
beneficiosos en organismos cultivados cuando se incorporan como aditivo en la dieta, con el objetivo de

mejorar el estado fisiolégico de los organismos y estimular su crecimiento (Caipang et al., 2021).

Las plantas poseen principios activos como los alcaloides, terpenos, taninos, aldehidos, cetonas, esteres,
saponinas, glucésidos, flavonoides, fenoles, esteroides y aceites esenciales que son responsables de
distintos efectos en la fisiologia de los organismos acuaticos (Hernandez-Contreras y Hernandez, 2020;
Bellumori et al., 2021). Por este motivo, el uso de plantas medicinales en la acuicultura ha demostrado ser
un efectivo antioxidante, en disminuir los niveles de estrés, estimular el apetito y aumentar la ganancia de

peso de los organismos, ademds de estimular el sistema inmune y ser un eficiente antiparasitario.
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En acuicultura se ha comenzado a explorar el uso de plantas medicinales, las evidencias documentan que
los estudios han incrementado a partir del 2006 aproximadamente (Reverter et al., 2014). En el periodo
de 2017 a 2023 se tiene registro de 419 articulos cientificos enfocados en el uso de fitogénicos, plantas
medicinales y aromaticas en acuicultura. Se han utilizado plantas como la yuca (Yucca schidigera), moringa
(Moringa oleifera), romero (Rosmarinus oficinalis), sabila (Aloe vera), centella (Centella asiatica), ajo
(Allium sativum), mejorana (Origanum majorana), orégano (Origanum vulgare), menta (Mentha piperita)
y jengibre (Zingiber officinale), entre otras (Yilmaz et al., 2012; Kubiriza et al., 2019; Yousefi et al., 2019;
Karatas et al., 2020; Naiel et al., 2020; Tadese et al., 2021). Se han evidenciado beneficios notables en el
empleo de fitogénicos en el sistema digestivo de los peces, tales como la reduccién de infecciones, una
mejora en la eficiencia de la utilizacién y absorcidn de nutrientes, la disminucién de la produccién de
metabolitos inhibidores del crecimiento, y la reduccidon de la inflamacién en el tracto digestivo (Caipang et

al., 2021).

El uso de aceites esenciales de plantas aromaticas en la nutricidn animal tiene un efecto positivo en la
digestion, microbiota intestinal, crecimiento y bienestar. Por lo anterior, las dietas complementadas con
plantas aromaticas y derivados del ajo, orégano, tomillo, menta y romero han mostrado un efecto positivo
en el crecimiento, tasa especifica de crecimiento y tasa de eficiencia alimenticia (Hernandez-Contreras y
Hernandez, 2020). La via de administracion mas comun para los animales acuaticos es mediante el
complemento del alimento con extractos y polvos de partes de las plantas; por la forma de administracidn,

es un método que no causa estrés en los organismos (Olusola et al., 2013; Kuebutornye y Abarike, 2020).

1.2 Uso de romero en la acuicultura

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta de la familia Lamiaceae originaria de la region
mediterranea, crece en la zonas costeras en suelos rocosos y arenosos (Avila Sosa et al., 2011). Pertenece
al estrato arbustivo, con tallos prismaticos, hojas estrechas, agudas y pequefias con forma de espigas de
color verde oscuro. Su altura varia entre 0.5 a 1 m y la floracién ocurre en primavera y otofio; sus flores
son de color azul claro. Las hojas y las flores tienen un caracteristico aroma debido al aceite que se acumula

en los tricomas (Ribeiro-Santos et al., 2015).

Los compuestos volatiles responsables del olor y el sabor en el romero son monoterpenos, esteres,
cetonas, fenoles, alcoholes y sesquiterpenos, entre otros. En el romero, los compuestos fendlicos como el

carnosol, acido carnésico, acido ferulico y acido rosmarinico son los mas abundantes en el extracto de esta
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planta (Jordan et al., 2013). Ademas, en el aceite esencial de romero se encuentran compuestos como el
a-pineno, borneol acetato, alcanfor y eucaliptol, los cuales son responsables de la actividad biolégica.
Debido a la posibilidad de un efecto sinérgico entre los compuestos, los que se encuentran en menor
cantidad pueden tener una influencia potencial en la actividad bioldgica (Ribeiro-Santos et al., 2015). La
cantidad de compuestos puede variar dependiendo del quimiotipo, condiciones de crecimiento, época de
la cosecha, tipo de suelo, clima y condiciones geograficas. La actividad biolégica reportada en peces para
los compuestos presentes en el romero son antibidtica, antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral,
analgésica y hepatoprotectora (Genena et al., 2008; Andrade et al., 2018; Karatas et al., 2020). Los
compuestos responsables de la actividad antibacteriana son el borneol, 1,8-cienol, a-pineno y camfor,
entre otros (Genena et al., 2008). El método de administracién de romero que frecuentemente se utiliza
es a través de su incorporacion en distintas concentraciones de extracto de hojas y polvo de hojas en el

alimento (Hoseinifar et al., 2020).

El romero es utilizado en la conservacion de alimentos debido a su actividad como antioxidante, ademas
de su uso como planta medicinal en contra de infecciones bacterianas. Algunas de las propiedades
atribuidas al romero son la funcién hepatoprotectora, antimicrobiana, diurética, antiinflamatoria y
antioxidante (Ribeiro-Santos et al., 2015; Andrade et al., 2018). Los compuestos activos presentes en el
romero incluyen flavonoides, terpenos y fenoles, compuestos capaces de inhibir el crecimiento bacteriano
y fungico (Bellumori et al., 2021). Borras-Linares et al. (2014), determinaron la composicidon quimica del
extracto de hojas de romero, y destacaron los compuestos identificados de acuerdo con su orden de
eluciéon, como el acido quinico, acido siringico, galocatequina, 6-hidroxiluteokina-7-glucosido, acido
rosmarinico-3-0-glucdsido, neptrina, hesperedina, homopantaginina, luteolina-3’-glucurodina y el acido
rosmarinico, acido carndsico, carnosol, entre otros. La técnica utilizada en el estudio fue la extraccion
asistida por microondas y la caracterizacion de los compuestos del extracto de romero fue mediante

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Las técnicas utilizadas para la obtencion de los extractos de plantas son diversas, y se han clasificado en
convencionales y no convencionales. En la tabla 1 se resumen algunas de las principales técnicas utilizadas
para la extraccidén de los compuestos activos en plantas (Flores-Villa et al., 2020). Szumny et al. (2010)
determinaron que el método de secado de hojas de romero que tiene una menor pérdida de compuestos
volatiles es un método combinado de pre secado con aire caliente a 60 °C complementado con un secado

con microondas al vacio.



Tabla 1. Técnicas utilizadas para la extraccion de compuestos activos de plantas.

Técnicas de Caracteristicas del Método Referencia
extraccion
Prensado mecdnico Destrucciéon mecanica de las hojas, no requiere calor o (Ventura et al., 2017)
disolventes
Maceracion Compuestos transferidos a un disolvente. Requiere (Pantoja-Chamorro et al.,
largos periodos de extraccion 2017)
Extraccion por Compuestos transferidos a un disolvente sometido a (zhang et al., 2018)
reflujo calentamiento Requiere altas cantidades de solvente y
largos periodos de extraccidon
Percolacion Compuestos transferidos a un disolvente que (Zzhang et al., 2018)
mantiene un flujo continuo para evitar la saturacién
Trituracion Destruccion mecanica de las hojas y tallos para (Ventura et al., 2017)
obtener los compuestos de interés
Extraccion asistida  Utiliza disolventes a presiones y temperaturas altas. Es (Quintana et al., 2019)
con fluidos rapida con poco uso de solventes, mantiene la
supercriticos estructura de componentes termolabiles. Es costosa
Extraccion asistida Uso de radiaciones electromagnéticas entre 300 MHz (Altemimi et al., 2017)
por microondas y 300 GHz Extraccion rapida con poco uso de
disolvente

En acuicultura, el romero se ha utilizado para evitar la oxidacion del aceite de pescado en la dieta, como
alternativa a la etoxiquina, ademas a diferencia del antioxidante sintético, el romero no se bioacumula'y
favorece el crecimiento del trucha artico (Salvelinus alpinus) (Kubiriza et al., 2019). De la misma forma, el
alimento complementado con extracto de romero retarda el proceso oxidativo de los lipidos en el filete
de trucha arcoiris (0. mykiss) (Linhartova et al., 2019). Por otra parte, el extracto de romero en la dieta del
pez dorada (Sparus aurata) es efectivo como conservador después de cosechar, al garantizar una mayor

vida de anaquel y por lo tanto disminuye pérdidas (Hernandez et al., 2014).

Asimismo, las hojas secas de romero incorporadas en la dieta demostrd ser un eficiente antibidtico contra
Streptococcus agalactiae en cultivo de tilapia Oreochromis sp. (Zilberg et al., 2010). En esta misma especie,
el extracto de romero tuvo un efecto positivo al inhibir el crecimiento de Streptococcus iniae, por lo que
se podria utilizar como una alternativa a los antibidticos comerciales, los cuales causan resistencia en las
bacterias del ambiente de cultivo (Abutbul et al., 2004; Roomiani et al., 2013). Ademas, diversos estudios
han documentado el efecto positivo de las plantas medicinales en la fisiologia y respuesta inmune en
organismos acuaticos (Yilmaz et al., 2012; Reverter et al., 2014; Bulfon et al., 2015; Ebrahimi et al., 2020;
Karatas et al., 2020).



1.3 Antecedentes

1.3.1 Efecto del romero (Rosmarinus officinalis) en la fisiologia de peces

Se ha documentado que el uso de plantas medicinales en cultivos de especies de interés acuicola influyen
positivamente en el crecimiento, en la eficiencia alimenticia, estimulan la respuesta inmune, favorecen la
expresion génica y confieren mayor resistencia a las enfermedades (Kuebutornye y Abarike, 2020). El
romero (R. officinalis) es una planta que se ha propuesto como un tratamiento preventivo alternativo

contra el estrés en peces de cultivo (Hoseini et al., 2019; Karatas et al., 2020).

La incorporacion del extracto de romero en la dieta de peces como el esturion (Huso huso) y tilapia
(Oreochromis niloticus) no influyé directamente en el crecimiento de los organismos en cultivo, mas bien
el efecto fue como inmunoestimulante (Yilmaz et al., 2019; Ebrahimi et al., 2020). En la tilapia O. niloticus
se determiné el efecto del romero en su crecimiento cuando se incluyd el extracto de la planta en la dieta
en porcentajes de 0.1, 0.25 y 0.5% (Yilmaz et al., 2019). Los autores encontraron que después de 90 dias
de alimentar a los peces, no se observaron diferencias significativas en el incremento en masa, tasa de
crecimiento especifico, tasa de conversién alimenticia e indice hepatosomatico. Los autores destacaron
que las concentraciones de extracto de romero utilizadas no contienen cantidades suficientes de

compuestos activos necesarios para evidenciar un efecto en el crecimiento de esta especie.

Naiel et al. (2019), demostraron el aumento en el crecimiento y eficiencia alimenticia en tilapia (O.
niloticus) cuando la dieta era suplementada con romero en proporciones 0.1, 0.25 y 5%. Ademas,
demostré ser un tratamiento efectivo contra el efecto de las aflatoxinas producidas por hongos,
mostrando menor dafo en higado y rifidn comparado con los peces alimentados con una dieta sin romero.
Los autores concluyeron que el romero es una opcion viable como complemento alimenticio en cultivos
acuicolas donde exista prevalencia de hongos. En un estudio con la misma especie, Naiel et al. (2020)
investigaron los efectos de diferentes concentraciones de polvo de hojas de romero (0,2.5,5y 10 g - kg™)
en tilapia. Sus hallazgos resaltaron que el aumento en la concentracién de polvo de hojas de romero se
asocié de manera significativa con un incremento en el crecimiento, la ingesta de alimento y la eficiencia
alimenticia de los peces en comparacion con el grupo control y los tratamientos de menor concentracion.
Ademas, la dieta con mayor concentracion de polvo de hoja de romero propicié mayor actividad de la
enzima antioxidante catalasa y la enzima con actividad inmune lisozima. Asimismo, se registré un aumento

en la actividad de la enzima lisozima que tiene una funcidon inmunoldgica.
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Yousefi et al. (2019), complementaron una dieta experimental con polvo de hoja de romero en proporcién
de 0, 1, 2 y 3%, la cual fue proporcionada a la carpa comun (C. carpio) durante 65 dias. Los resultados
demostraron un efecto positivo en el crecimiento con el aumento de polvo de hoja de romero en el
alimento. Asimismo, el romero contribuyd al incremento de proteinas como la albumina, globulina y
lisozima en sangre. Ademas, la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y superéxido dismutasa se

incremento en los peces que recibieron la dieta con mayor proporcién de polvo de hoja de romero.

Hernandez et al. (2014), analizaron el efecto de diferentes concentraciones del extracto de romero (0.6,
1.2,1.8y2.4g- kg de dieta) en la dieta de la dorada (S. aurata). Los autores no encontraron diferencias
significativas en el crecimiento de los peces entre los tratamientos, sin embargo, el andlisis histoldgico
evidencioé que las dietas complementadas con extracto de romero disminuyeron la cantidad de lipidos en
el higado. Ademads, los peces que recibieron la dieta con 0.6 g - kg de extracto de romero, disminuyeron

la concentracion de glucosa vy triglicéridos en sangre durante las primeras cuatro semanas.

En el esturion (H. huso) se evalud el efecto del aceite esencial de romero en el sistema inmune de los
peces, los cuales fueron alimentados con cuatro dietas complementadas con 0.01, 0.1, 1 y 2% de aceite
esencial de romero durante ocho semanas. Aunque no hubo diferencias significativas en cuanto a los
pardmetros de crecimiento, los pardmetros inmunes como la cantidad de proteinas en sangre y los niveles
de globulina y albumina, mostraron un incremento en los tratamientos con mayor proporcién de aceite

esencial de romero (Ebrahimi et al., 2020).

En el estudio de Karatas et al. (2020) con trucha arcoiris (0. mykiss) alimentada con dietas
complementadas con extracto de romero en concentraciones de 0.4, 0.7, 1y 3 g - kg durante 40 dias, se
demostré el incremento en la concentracién de proteina total, tripsina, amilasa, lipasa, superdxido
dismutasa, catalasa, lisozima, inmunoglobulinas y glébulos blancos en los peces que recibieron la dieta con
1y 3g-kg!deextracto de romero. Asimismo, posterior a un analisis histoldgico, observaron una reduccién
en los lipidos en el higado. Ademads, el aumento de la concentracion de romero en la dieta también
evidencid un mayor crecimiento, incremento en la actividad de enzimas digestivas, antioxidantes y
proteinas inmunes. Se ha documentado que la forma en la cual acttan los extractos de plantas medicinales
es mediante el incremento de la secrecion de enzimas digestivas que permiten mayor eficiencia alimenticia

(Tadese et al., 2021).

La digestidn es un proceso en el cual los macronutrientes son reducidos a moléculas de menor tamafio por

accion de enzimas para facilitar su absorcion. Las proteinas se hidrolizan en aminodacidos, los lipidos se
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degradan en acidos grasos y glicerol, y los carbohidratos se descomponen en azucares simples. En peces
teledsteos, la digestién quimica inicia en el estémago, donde células parietales especializadas producen
acido clorhidrico y pepsindgeno, enzima proteolitica inactiva que se activa en presencia de un pH 4acido. El
segundo paso de la digestién quimica ocurre en el intestino, donde las enzimas producidas por el pancreas
y las células de la pared intestinal son secretadas y activadas por el pH alcalino. La tripsina es la enzima
proteolitica con mayor actividad en el intestino y ciegos piléricos durante la digestién alcalina. En relaciéon
con la lipasa, es una enzima que es secretada por el pancreas y es clave en el metabolismo de los lipidos,
su funcidn principal es descomponer los lipidos en acidos grasos y glicerol, lo que facilita su absorciéon y
utilizacidon por el organismo. En cuanto a la enzima pancreatica amilasa, su funcién es hidrolizar los
carbohidratos en oligosacaridos y trisacaridos y su actividad es mayor en el intestino donde existe un pH

alcalino (Nolasco-Soria, 2021).

La digestion de los macronutrientes en el tracto digestivo de los peces depende de la cantidad y
composicion de enzimas secretadas. La actividad enzimdtica en el tracto digestivo de los peces se utiliza
para comprender sus habitos alimenticios y es un factor por considerar en la evaluacién de la composicion
de macronutrientes en su dieta (Debnath et al., 2007). Ademas, la composicidn de las enzimas digestivas
puede variar entre especies, etapa de desarrollo y composicion nutrimental de la dieta (Hofer, 1979). Por
lo tanto, el conocimiento de la actividad enzimatica permite optimizar la cantidad de los nutrientes en la
dieta y de esta manera garantizar que los organismos aprovechen al maximo los nutrientes disponibles
(Debnath et al., 2007). La actividad enzimatica en el tracto digestivo en peces es un indicador de la
fisiologia nutricional de los peces y de la capacidad de utilizar los distintos nutrientes del alimento (Gioda
et al., 2017). Las principales enzimas digestivas en peces son las proteasas (tripsina, quimiotripsina y
pepsina), las carbohidratasas (amilasa y maltasa), las lipasas y las fosfatasas alcalinas (Bone y Moore,
2008). Los peces carnivoros tienen una mayor actividad enzimdtica proteolitica en el tracto digestivo en
comparacién con los peces herbivoros y omnivoros. Esto se debe a la menor longitud, la menor capacidad
de volumen y el menor tiempo de residencia del alimento en el tracto digestivo de los peces carnivoros en
comparacién con los peces omnivoros y herbivoros (Hani et al., 2018). Resultado de estas diferencias, el
contenido en el tracto digestivo de los peces carnivoros requiere una concentracién mayor de enzimas
proteoliticas para llevar a cabo la digestién del alimento (Hofer y Schiemer, 1981). Por otro lado, la
actividad de la amilasa disminuye con la edad en peces carnivoros, mientras que en peces herbivoros y
omnivoros aumenta (Hani et al., 2018). En peces carnivoros esto ocurre debido a un aumento del tamafio
del tracto digestivo, mayor cantidad de microvellosidades y mucosa intestinal, comportamiento

alimentario y la predominancia de la proteina en la dieta (Kuz’'mina, 1996).
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El estudio del efecto de romero en el crecimiento en peces se ha enfocado principalmente en especies
dulceacuicolas como la tilapia, carpa, trucha arcoiris y esturién. Hasta la fecha, la investigacién sobre el
uso del romero en la acuicultura marina se ha centrado exclusivamente en la dorada. No obstante, existe
un potencial sin explorar en la aplicacién de esta estrategia a especies cultivadas en sistemas acuicolas
marinos, como la lobina rayada (Morone saxatilis). Esta exploracion podria contribuir significativamente a
mejorar el rendimiento de los peces en condiciones de cultivo, lo que, a su vez, se traduciria en un aumento
de la produccién y una mejora en los beneficios econdmicos. Dada la alta demanda y valor de la lobina
rayada en los mercados nacionales e internacionales, esta mejora en la produccidon podria tener un

impacto positivo en la economia local, generando divisas y empleo con diversos niveles de especializacion.

1.3.2 Cultivo de lobina rayada (Morone saxatilis)

Los peces del género Morone tienen cuerpo fusiforme con lineas laterales completas, dos aletas dorsales
definidas la primera con 9 espinas y la segunda con una espina y de 10 a 14 radios. La aleta anal tiene 3
espinas, la aleta pélvica con una espina y 5 radios, y la aleta caudal tiene 17 radios principales. La
membrana branquiostegales tiene 7 radios y el opérculo tiene una espina. El preopérculo es aserrado y las
mandibulas tienen un conjunto de dientes cénicos. El habitat de esta especie son cuerpos de agua como

rios y zonas costeras, y sus habitos alimenticios son piscivoros (Etnier y Starnes, 1993).

La lobina rayada (M. saxatilis) es una especie anadroma que se distribuye en la zona costera de Estados
Unidos que colindan con el océano Atlantico, Golfo de México y el océano Pacifico. La mayor parte de su
ciclo de vida ocurre en bahias y estuarios. La etapa reproductiva de la lobina rayada ocurre durante la
primavera cuando la temperatura del agua aumenta por encima de 15 °C. Los juveniles se alimentan de
larvas de mosquitos y crustaceos planctdnicos; cuando alcanzan una talla mayor a 50 mm se alimentan

principalmente de peces pequefios (Etnier y Starnes, 1993).

El cultivo de especies marinas ha incrementado en la ultima década por su alta demanda y alto costo en
el mercado nacional e internacional. Esto ha ocasionado que distintas especies tengan potencial acuicola
en zonas costeras (Gentry et al., 2017). En la Ultima década, en México se ha desarrollado la acuicultura
costera en jaulas flotantes, dicha actividad tiene varias ventajas, entre las cuales se encuentra la alta
renovacion de agua por los patrones de circulaciéon costera y que no se requiere equipo extra para la
aireacion (INAPESCA, 2021). Actualmente las especies de peces cultivadas en zonas costeras de México

son el atln aleta azul (Thunnus orientalis), jurel (Seriola sp.), totoaba (Totoaba macdonaldi) y lobina rayada



10
(M. saxatilis) (INAPESCA, 2021). La lobina rayada se cultiva con la finalidad de liberarla en cuerpos de agua
donde se utiliza para la pesca recreativa (Andersen et al., 2021). La empresa Pacifico Aquaculture ubicada
en Ensenada Baja California, realiza el cultivo de lobina rayada en sistemas marinos abiertos (jaulas
flotantes) en los alrededores de la Isla de Todos los Santos. La especie alcanza la talla comercial de 1.36 kg

en 24 meses (Andersen et al., 2021).

Para obtener un mayor crecimiento de la lobina rayada en cultivo se deben de mantener los
requerimientos ambientales dptimos. El intervalo 6ptimo de temperatura oscila entre 13 y 24 °C,
concentracion de oxigeno disuelto >5 mg L, salinidad entre 30y 33.8 ppm, dureza entre 5y 80 mg L, pH
entre 7.5y 8.5, nitrégeno amoniacal total <1.00 mg L, nitritos <1 mg L™ y nitrato <80 mg L (Harrell, 1997;
Timmons y Ebeling, 2010). La lobina rayada alimentada con dietas comerciales muestra una tasa de
eficiencia alimenticia de 1.5 (Andersen et al., 2021). Ademads, ha demostrado ser una especie con potencial
acuicola en zonas costeras por su tolerancia a agua salobre y marina. Por otra parte, los sistemas de

recirculacién no requieren adaptaciones especiales para el cultivo de la especie (Harrell, 1997).

En la actualidad, la investigacion en el desarrollo del cultivo de lobina se ha enfocado en |la mejora de
dietas, desove, domesticacion y densidad de siembra (Martin-Robichaud y Peterson, 1998; Woods, 2001;
de Cruz et al., 2020; Andersen et al., 2021; Araujo et al., 2021; Qiu et al., 2022). El uso de plantas
medicinales como el romero y su efecto en el crecimiento, estimulante del sistema inmune y enzimas
digestivas no ha sido objeto de estudio en esta especie. Por tal motivo, la presente investigacién pretende
conocer el efecto del uso del polvo de romero en la supervivencia, el crecimiento, la actividad de enzimas
digestivas y composicidn proximal en juveniles de lobina rayada M. saxatilis. La informacién generada en
la presente investigacidon contribuird al conocimiento relacionado con el desempefio bioldgico de la

especie bajo condiciones especificas de cultivo.

1.4 Justificacion

La lobina rayada (M. saxatilis) es una especie de importancia acuicola por su rapido crecimiento,
disponibilidad de alimentos comerciales y alto valor comercial a nivel internacional. Se han realizado
esfuerzos para realizar un cultivo eficiente de lobina, enfocado en el desarrollo de dietas, desove inducido,
densidad de siembra y maduracién sexual. No obstante, distintos problemas asociados a la alta densidad
de siembra han ocasionado problemas de enfermedades y mortalidad asociados al estrés en los

organismos. En la acuicultura de peces dulceacuicolas se ha probado el efecto del romero (R. officinalis)
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como un estimulante del crecimiento, del sistema inmune y para disminuir el estrés. Sin embargo, en
especies marinas los estudios que evaluen el efecto del romero en su fisiologia son escasos. Por tal motivo,
las investigaciones relacionadas con el uso de romero en la dieta de peces marinos para potenciar el
crecimiento en cultivo resultarian en un efecto positivo, por lo que se podria alcanzar una mayor

produccién y mayores beneficios econdmicos.

1.5 Hipétesis

La lobina rayada (M. saxatilis) alimentada con dietas complementadas con polvo de romero (R. officinalis)
en concentraciones mayores a 5 g - kg favorecera el incremento en la actividad de enzimas digestivas
(gquimiotripsina, tripsina, amilasa, lipasa y proteasas alcalinas totales) y por lo tanto los peces tendran un

mayor crecimiento.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

e Evaluar la adicion del polvo de romero (R. officinalis) en la dieta de lobina rayada (M. saxatilis) y
determinar su efecto en la supervivencia, crecimiento, actividad enzimdtica y composicion

proximal.

1.6.2 Objetivos especificos

e Evaluar la supervivencia de lobina rayada alimentada con dietas complementadas con polvo de

romero.

e Evaluar los parametros productivos de ganancia de peso, tasa de crecimiento especifica, tasa de
conversion alimenticia, coeficiente de crecimiento térmico, tasa de eficiencia proteica, factor de
condicidn e indice hepatosomadtico en la lobina rayada alimentada con dietas complementadas

con polvo de romero.
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Evaluar la actividad de las enzimas digestivas tripsina, quimiotripsina, lipasa, amilasa y proteasas

alcalinas totales en la lobina rayada alimentada con dietas complementadas con polvo de romero.

Evaluar la composicidn proximal del musculo de la lobina rayada alimentada con dietas

complementadas con polvo de romero.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencidn y aclimatacion de peces

Se obtuvieron aproximadamente 700 juveniles de lobina rayada M. saxatilis de ~10 g, los cuales fueron
donados por la empresa Pacifico Aquaculture S.A.P.I de C.V. (Ensenada, Baja California). A su arribo al
laboratorio de peces marinos del Departamento de Acuicultura del CICESE, se inspeccionaron visualmente
gue no presentaran signos de enfermedad, ni lesiones ocasionadas por el transporte. Los peces fueron
aclimatados y mantenidos en un sistema de recirculacion de agua de mar conformado por dos tanques de
fibra de vidrio con fondo negro de 7 m® durante 15 dias a condiciones constantes de temperatura de 23°C,
salinidad de 34 ppm, oxigeno disuelto >6 mg L y fotoperiodo natural. Los pardmetros de calidad de agua
fueron medidos diariamente con un multipardmetro YSI® 2030. La concentracién de nitrégeno amoniacal
total (0.25 + 0.01 mg L?), nitritos (< 0.25 mg L) y nitratos (< 5 mg L) fue medida dos veces por semana
con kits API®. Los peces fueron alimentados tres veces al dia con la dieta comercial para juveniles de peces

marinos marca Ewos® 52% de proteina y 14% de lipidos a razén del 4% de su biomasa.

2.2 Polvo de romero

Se obtuvieron plantas de romero del proveedor AlfaVid Organics (Rosarito, Baja California) en el
supermercado. Las plantas se lavaron con agua destilada y el exceso de agua fue retirado con papel
secante. Las ramas y hojas que se encontraban en mal estado no se utilizaron, debido a que sus principios
activos se modifican en estas condiciones. Las hojas fueron colocadas en tubos Falcon de 50 ml y
almacenadas en un ultracongelador marca Thermo Scientific® modelo Revco EXF durante 24 horas a -80°C
a 0.100 mBar de presién. Posteriormente las hojas de romero fueron secadas en una liofilizadora marca
Labconco® modelo Freezone 6 Plus durante 24 horas a -85 °C. Las hojas secas de romero fueron trituradas
en una licuadora doméstica marca Osterizer® hasta obtener particulas menores de 3 mm. Para la
obtencidn de un polvo fino se utilizé un moledor de tejidos marca IKA® modelo A1l Basic. El polvo
obtenido fue tamizado a través de un tamiz con luz de malla de 420 um y posteriormente se almacend en

frascos de vidrio color @mbar a 25 °C y se mantuvieron en oscuridad.



14

2.3 Preparacion de dietas experimentales

Se utilizd la dieta comercial Ewos 52% de proteina y 14% de lipidos, a la cual se le afiadié 2.5 (T2.5), 5 (T5)
y 10 g - kg (T10) de polvo de romero. Estas concentraciones se establecieron con base en la investigacién
de Naiel et al. (2020), las cuales demostraron un efecto positivo en el crecimiento en la tilapia O. niloticus.
La dieta comercial se trituré en un molino de mano hasta obtener un polvo fino. A continuacién, se mezclé
durante 15 minutos a 198 RPM en una mezcladora Hobart® Legacy, en seguida se le agregé la cantidad de
polvo de romero para garantizar una mezcla y textura homogénea. A la mezcla se le afadié 30 % agua
destilada y 5% de almiddn gelatinizado como aglutinante; este procedimiento se repitié para cada dieta
T2.5,T5, y T10. La dieta control (TC) también tuvo el mismo procedimiento sin agregar el polvo de romero.
La mezcla resultante se pasé por un molino de alimentos Hobart® Legacy y un cedazo con un didmetro de
4 mm. Los pellets obtenidos fueron colocados en charolas de aluminio y secados durante 48 horas a 37.5
°C en la estufa Thermolyne® (Oven serie 9000). Los pellets secos fueron cortados a un largo de ~3 mm y

guardados en bolsas selladas y almacenados a 4°C hasta su utilizacién.

2.4 Bioensayo de alimentacion

El bioensayo se realizé en un sistema de flujo continuo de agua de mar en las instalaciones del laboratorio
himedo del Departamento de Acuicultura del CICESE. El sistema se mantuvo a 23 °C con el uso de cajas
controladoras de temperatura y calentadores de titanio de 1000 vatios. La concentracion de oxigeno
disuelto se mantuvo mayor a 5 mg - L'}, el nitrégeno amoniacal total <1 mg - L y un fotoperiodo de 12:12
horas luz:oscuridad. El sistema estuvo conformado por 12 tanques circulares de fibra de vidrio con
volumen de 430 L, con recambio de agua de ~350% diario. El monitoreo de los pardametros fisicos de
calidad de agua de temperatura, salinidad y concentracién de oxigeno disuelto se realizé diariamente con
el multipardmetro YSI PRO 2030. La concentracién de nitrégeno amoniacal total, nitritos y nitratos se midid

dos veces por semana con kits marca API®.

Durante el bioensayo de alimentacidn se registré una concentracién de oxigeno disuelto en todos los
tratamientos mayor a 6 mg - L'y la saturacion de oxigeno fue mayor a 89%. La salinidad fue de 33 ppmy
la temperatura se mantuvo entre 22.5y 22.8 °C en todos los tratamientos. La concentracion de nitrégeno
amoniacal total durante el bioensayo en todos los tratamientos fue menora 0.29 mg - L'ty la concentracién

de nitritos y nitratos fue menor a 0.25y 5 mg - L respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros de calidad de agua por tratamiento durante el bioensayo de alimentacién con lobina rayada

TC T25 T5 T10
0.D.mg-L? 6.32 +0.7 6.68 *3.89 6.68 1447 6.30 +0.72
Sat. 0.D. % 89.70 *9.23 90.57 *8.44 90.10 *10.99 89.36 +9.48

Salinidad ppm 33.61 *+0.91 33.62 +0.96 33.63 *0.96 33.63 *+0.97
Temperatura °C 22.82 +0.60 2250 *1.12 22.84 *0.77 22.80 *0.93
N.A.T.mg - L? 0.25 +0.15 0.25 +0.05 0.27 +0.10 0.29 +0.15
NO, mg-L? <0.25 <0.25 <0.25 <0.25
NOs; mg-L? <5 <5 <5 <5

El experimento consté de cuatro tratamientos: control (TC), 2.5 (T2.5), 5 (T5) y 10 (T10) g - kg de romero
en la dieta, y cada tratamiento se realizd por triplicado. Se colocaron 20 peces con un peso promedio de
19.59 + 2.43 g seleccionados aleatoriamente en cada uno de los 12 tanques. Los peces fueron alimentados
con las dietas experimentales tres veces al dia en los horarios de 8:30, 12:00 y 16:00 horas al 4% de su
biomasa total durante 70 dias, momento en el cual se obtuvo el 200% de incremento en peso con respecto

al inicial con referencia al grupo control.

2.5 Parametros de crecimiento y productivos

Los peces fueron pesados al inicio y final del experimento con una balanza Ohaus® modelo Scout Pro. Al
final del experimento fueron medidos con un ictidmetro Aquatic Eco-Systems, Inc®. El registro del
crecimiento de los peces se realizd mediante biometrias cada 14 dias, para ello las lobinas fueron
anestesiadas con una dosis de 10 mg - L't de metasulfonato de tricaina (MS-222) marca Western Chemical,

Inc®.

La supervivencia (S) se evalud diariamente hasta finalizar el experimento, tomando en cuenta el nimero
de organismos inicial y final (1). Los datos de peso, talla y peso del higado se utilizaron para calcular los
indices de ganancia de peso (GP) (2), tasa de crecimiento especifica (TCE) (3), tasa de conversién
alimenticia (TCA) (4), coeficiente de crecimiento térmico (CCT) (5), tasa de eficiencia proteica (TEP) (6),

factor de condicién de Fulton (K) (7) e indice hepatosomatico (IHS) (8).
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2.6 Toma de muestra

Para el analisis enzimatico se obtuvieron muestras de tejido del estdmago, intestino y ciegos pildricos.
Ademas, se colectaron muestras de musculo para andlisis proximal y muestra de higado para calcular el
indice hepatosomatico. Con ese fin se sacrificaron cinco peces por tanque después de un ayuno de cuatro
horas desde su ultima alimentacién. Los peces fueron expuestos a una sobredosis de metasulfonato de
tricaina de 150 mg - L™ durante 5 minutos y como método secundario se les realizéd una puncién en el
cerebro con una aguja de diseccion (Canada Department of Fisheries and Oceans, 2004). Para la obtencidn
de los drganos se realizé un corte en diagonal desde el ano hasta las branquias con la finalidad de dejar
expuesta la cavidad abdominal. Se retiraron la totalidad de érganos y se extrajeron el estémago, ciegos
pildricos e intestino, los cuales fueron colocados en una bolsa de pldstico previamente etiquetada y se
mantuvieron en una hielera con nitrégeno liquido. La muestra de musculo y drganos se almacenaron a -
80 °C en un ultracongelador marca Thermo Scientific® modelo Revco EXF hasta su procesamiento en

laboratorio. El higado fue pesado en una balanza analitica marca AND® modelo ER-182a.

2.7 Analisis de composicion proximal de dieta y musculo de lobina rayada

Las dietas experimentales y las muestras de musculo de lobina rayada fueron secadas a 135 °C durante 2
horas para determinar el porcentaje de humedad segun la norma AOAC 930.15 (AOAC, 1990). La cantidad
de cenizas totales (CT) se obtuvo al mantener la muestra a 550 °C durante 4 horas segun la norma AOAC
942.05 (AOAC, 1990). La cantidad de proteina cruda se determiné mediante el método Kjeldahl, el cual
consistio en tres partes: primero se llevé a cabo la digestién de la muestra con H,SO,4 para convertir el
nitrégeno de la proteina en (NH4),SO4; luego se realizd la destilacion donde se libera el amonio, vy

finalmente la titulacién con HCl de acuerdo con la norma AOAC 4.2.11 (AOAC, 2006).

La determinacion de la cantidad de lipidos totales se realizé con base en el método de gravimetria de
Soxhlet que consistié en disolver los lipidos de la muestra en éter de petréleo segun la norma AOAC,
920.39C (AOAC, 1990). La muestra se expuso a un proceso de extraccion en el cual se mantuvo en contacto
con un flujo recirculante de éter de petréleo durante 4 horas. Posteriormente, se procedié a evaporar el
éter de petrdleo del recipiente de recuperacion, dejando los lipidos extraidos de la muestra. Finalmente

se peso el recipiente para calcular el porcentaje de lipidos presentes en la muestra.
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2.8 Analisis de actividad enzimatica

Las muestras de estémago, ciegos pildricos e intestino fueron pesados y colocados en tubos Falcon de 15
mL. Para obtener los extractos enzimaticos, se homogeneizaron los drganos con un moledor de tejidos
marca Kinematica AG modelo POLYTRON® PT 1200 en 10 mL de agua desionizada a 4 °C. Posteriormente
la muestra se centrifugd a 5000 g durante 50 minutos en una centrifuga Thermo Scientific, se tomaron
alicuotas de 0.4 mL del sobrenadante resultante las cuales se mantuvieron en ultracongelacién a -80 °C.
La actividad enzimatica se midié individualmente para estémago, ciegos pildricos e intestinos y se expreso

como unidades de absorbancia por gramo de 6érgano (U 6rgano™).

La actividad de la tripsina se determind con base en el método Erlanger et al. (1961). El método consistid
en disolver 21.75 mg de sustrato BAPNA (Na-Benzoil-DL-arginina p-nitroanilida hidrocloruro) en
concentracién en 500 uL de dimetilsulféoxido (DMSO). El sustrato diluido en DMSO se aforé a 50 ml con en
el buffer Tris-HCI 50 mM con CaCl, 20 mM a un pH 8.2. En cada pozo de una microplaca se colocé 25 uL
del extracto enzimatico y 175 pl de la solucidn buffer con sustrato. Cada muestra se realizé por triplicado.
La microplaca se incubé a 37 °C durante 60 minutos en el lector de placas marca Thermo Scientific modelo
Varioskan Flash. La reaccion se detuvo con 50 plL de acido acético al 30 % y después de 10 minutos se leyd
la absorbancia a una longitud de onda de 410 nm. Se utilizé6 como blanco agua destilada y como control

positivo la tripsina comercial.

La actividad de la enzima quimiotripsina se evalué con el método descrito por Hummel (1959) modificado
por Applebaum et al. (2001). Se disolvié 8.77 mg del sustrato BTEE (N-benzoil-tirosina etil éster) 0.56 mM
en 1.39 mL de DMSO. El sustrato diluido en DMSO se aforé a 50 mL con el buffer Tris HCI 100 mM, CaCl,
25 mM a un pH de 7.8 y metanol al 2.5 %. En cada pozo de una microplaca se colocé 25 plL del extracto
enzimatico y 225 pL de la solucién buffer con sustrato. La microplaca se incubd a una temperatura de 37

°Cy se leyo la absorbancia cada minuto durante 20 minutos a 256 nm.

La actividad de la lipasa fue estimada de acuerdo con el método propuesto por Gjellesvik et al. (1992).
Como sustrato se usé 4-nitrofenil miristato en concentraciéon 0.56 mM disuelto en 0.5 mL de DMSO. El
sustrato disuelto en DMSO se aforé a 50 mL con solucion buffer Tris-HCl en concentracion 150 mM,
taurocolato de sodio 15 mM a un pH de 8.5. En una microplaca se colocé 25 uL de extracto enzimatico y
200 pL de solucidn buffer y sustrato la cual se incubé a una temperatura de 37 °C y se leyé cada minuto

durante 60 minutos a 405 nm.
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La actividad de la amilasa se midié de acuerdo con el método descrito por la Worthington Biochemical
(1993). Se usé almiddn al 1% como sustrato, el cual se disolvié en fosfato de sodio 20 mM, NaCl 6 mM,
acido dinitrosalicilico al 1% y tartrato potasico sddico tetrahidratado al 30% como indicador colorimétrico,
y se ajustd el pH a 6.9. Se incubd 0.4 mL del homogeneizado enzimdtico en bafio maria a 25 °C por 4
minutos en tubos de ensayo. Posteriormente se agregd 0.8 mL de almidén y se incubd durante 3 minutos.
Por ultimo, se agregd 0.8 mL de acido dinitrosalicilico cada minuto y se mantuvieron en bafio maria a 100
°C durante 5 minutos. Posteriormente, cuando la muestra alcanzé temperatura ambiente se anadié 8 mL
de agua destilada y se homogeneizé. En una microplaca se colocé 400 plL de la solucidn de cada muestra

y se leyé la absorbancia a 540 nm.

La actividad de las proteasas alcalinas totales se estimd de acuerdo con el método descrito por Sarath et
al. (2001). Se utilizo la caseina al 2% como sustrato, la cual se aforé a 50 mL en bufer Tris-HCI 50 mM, CaCl,
10 mM a un pH de 9.0. En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocé 100 pL del extracto enzimatico, 150 plL
de la solucidn buffer y sustrato y se incubaron en bafio maria a una temperatura de 37 °C durante 10
minutos. Al término de la incubacidn se detuvo la reaccidn con 750 pL de acido tricloroacético al 10 %.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 14000 g durante 10 minutos a 4 °C. En cada uno de

los pozos de una microplaca se colocd 300 pL del sobrenadante y se leyé la absorbancia a 440 nm.

La unidad de actividad enzimdtica se definié como la cantidad de enzima requerida para incrementar en
una unidad la absorbancia por minuto. Para el calculo de la actividad enzimatica se utilizé la siguiente

ecuacion (9):

AAbs
Cr

Y(Vrxn)(Vt)
CEH(Vm) ®)
PO

Actividad enzimitica (U x 6rgano™!) =

Donde AAbs: incremento de absorbancia; T: tiempo de incubacién de la reaccion (min); Vrxn: volumen
total de la reaccidn (mL); Vt: volumen total del extracto enzimatico (mL); CE coeficiente de extincion = 1;

Vm: volumen de la muestra utilizada en la reaccion (mL); PO: peso del érgano (g).

2.9 Analisis estadistico

A los datos de peso, talla, parametros de crecimiento y productivos, analisis de composicién proximal y

analisis enzimaticos se les realizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y de homogeneidad de varianza
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de Bartlett. De cumplir con estos supuestos se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via. En caso
de existir diferencias significativas se realizd la prueba post hoc de Tukey para establecer las diferencias
entre tratamientos. En los casos donde no se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianza, se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Walis y la prueba post hoc no paramétrica de
Dunn. Las diferencias significativas se establecieron con un nivel de significancia de p<0.05. Se calcularon
las diferencias en el peso final entre los tratamientos utilizando los promedios de la ultima biometria. Los

analisis estadisticos se realizaron con el software STATISTICA 10 (StatSoft, Inc. 2011).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Supervivencia

La supervivencia de las lobinas al final del experimento fue del 100% para TC y T10, mientras que en el T2
fue de 98.33% (+ 2.89). La supervivencia del 66.67% (+ 57.74) en el T5 se debe a que el dia 70 se registrd

la mortalidad subita (100%) de una réplica de ese tratamiento (Figura 1).

TC T2.5 T5 T10
100
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70
60
50

40
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Figura 1. Supervivencia de lobina rayada alimentada con dietas complementadas con polvo de romero en
concentraciones de 0 (TC), 2.5 (T2.5), 5 (T5) y 10 (T10) g - kg™.

3.2 Parametros de crecimiento y produccion

Al concluir el experimento, se observdé que el peso final de los juveniles de lobina rayada fue
significativamente menor (p<0.05) en los tratamientos con la mayor concentracién de polvo de romero en
la dieta con respecto al TC, el T5 con un valor promedio de 52.17 £+ 12.35 gy T10 con 52.67 + 9.69 g (Figura
2).
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Figura 2. Crecimiento de lobina rayada alimentada con dieta complementada con polvo de romero. Las diferencias
fueron calculadas con los promedios de peso final de la Gltima biometria. p<0.05.

En cuanto a la ganancia de peso, no se detectaron diferencias significativas de los tratamientos con
respecto al control. Los tratamientos con una mayor ganancia promedio de peso fueron TC y T2.5 con
valores promedio de 41.73 + 3.24 y 37.83 + 7.71 g respectivamente (Tabla 3). En relacidn con el porcentaje
de peso ganado, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. El TC fue el tratamiento
con un mayor porcentaje de peso ganado con respecto a los tratamientos con polvo de romero en la dieta
con unvalor de 215.91 + 26.88. Entre los tratamientos con polvo de romero, T2.5 tuvo el mayor porcentaje

de peso ganado con 194.16 + 28.00 (Tabla 3).

Los juveniles de lobina rayada no mostraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento especifica,
la cual tuvo un intervalo de 1.33 +0.07 a 1.64 + 0.12 % - dia* (Tabla 3). En cuanto a la tasa de conversion
alimenticia, los valores promedio se encontraron entre 2.23 + 0.18 y 2.91 = 0.23, sin diferencias
significativas entre los tratamientos y el control. De manera similar, el coeficiente de crecimiento térmico
no presento diferencias significativas con valores entre 0.62 + 0.04 y 0.78 + 0.05 (Tabla 3). En relacién con
la tasa de eficiencia proteica, el T10 registrd la menor tasa con 0.64 + 0.05, mientras que el TC presento la
mayor tasa con un valor de 0.83 + 0.06, sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos.
Respecto al indice de condicidon de Fulton (K), no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos, el valor mas alto se obtuvo en el TC con 1.28 + 0.11 (Tabla 3). En relacién con el indice
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hepatosomatico, el T10 presentd una diferencia significativamente mayor con respecto al TC, con un valor
de 3.28 £ 0.63. En contraste, el T2.5 y T5 no presentaron diferencias significativas con respecto al TC, con

valores que oscilaron entre 2.57 £ 0.31 y 2.80 + 0.38 respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Crecimiento de juveniles de lobina rayada alimentadas con dietas complementadas con polvo de romero
en concentraciones de 0 (TC), 2.5 (T2.5), 5 (T5) y 10 (T10) g - kg.

TC T2.5 T5 T10 p
Pl (g) 19.43 +2.34ab 19.37 +2.22ab 18.83 +2.34a 20.73 +2.53b 0.018
PF (g) 61.17 +10.94a 57.17 +12.32ab 52.17 £12.35b 52.67 +9.69b <0.001
GP (g) 41.73 +3.24 37.83 7.71 3333 771 31.93 253 0.233
PG (%) 21591 +26.88 194.16 +28.00 177.05 +41.57 154.11 +£12.12 0.140
TCE 1.64 +0.12 1.54 +0.14 145 +0.21 1.33 +0.07 0.135
(% - dia?)

TCA 2.23 *0.18 252 *0.54 289 *0.73 291 £0.23 0.311
CCT 0.78 0.05 0.72 £0.09 0.66 *0.12 0.62 *0.04 0.171
TEP 0.83 +0.06 0.76 *0.15 0.67 £0.15 0.64 +0.05 0.233
K 1.28 +0.11 1.22 +0.05 1.19 +0.05 1.22 +0.03 0.479
IHS 2.62 $0.22a 2.57 +£0.31la 2.80 10.38ab 3.28 +0.63b 0.006

Pl, peso inicial; PF, peso final; GP, ganancia de peso; PG, peso ganado, TCE, tasa de crecimiento especifica; TCA,
tasa de conversion alimenticia; CCT, coeficiente de crecimiento térmico; TEP, tasa de eficiencia proteica; K,
indice de condicion de Fulton; IHS, indice hepatosomatico

Los valores corresponden al promedio de las tres réplicas + desviacion estandar

Las letras diferentes en cada rengldn indican diferencias significativas (p<0.05)

3.3 Analisis proximal de dietas

En la composicion proximal no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos y el
control. El contenido de humedad en las dietas oscildé entre 2.06 £ 0.07 % y 4.00 + 0.17 %. Las cenizas
totales mostraron valores entre 8.36 + 0.01 % y 8.86 + 0.04 %. El porcentaje de proteina en las dietas se
mantuvo en el intervalo entre 50.24 + 1.34y 53.12 + 0.78 %. Los lipidos presentes en las dietas estuvieron
entre 13.59 £ 0.14 % y 14.09 + 0.15 %. El extracto libre de nitrégeno se mantuvo entre 20.60 + 0.69 % y
24.88 £ 1.22 % (Tabla 4).

3.4 Analisis proximal del musculo

La humedad total en el musculo de las lobinas alimentadas con 5g - kg? de romero en la dieta fue
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significativamente menor al TC, con un valor de 72.32 £ 1.40 %. Por otro lado, el T2.5y T10 no presentaron
diferencias significativas en relacidén con el TC, con valores entre 73.74 + 0.98 y 74.74 £ 0.84 %. Respecto
a las cenizas totales, el T5 y T10 fueron significativamente mayores que el TC, con valores promedio de
1.91+0.13y1.96 £ 0.14 % respectivamente. En contraste, el T2.5 no mostrd diferencias significativas con
el TC. El mayor porcentaje de proteina se obtuvo en los peces del T5 con un valor promedio de 20.54 +
2.39, el TC tuvo el menor porcentaje (19.71 + 2.30 %) sin presentarse diferencias significativas. El
porcentaje de lipidos en el musculo de los peces del T5 fue significativamente mayor (p=0.030) al TC con
un valor de 4.89 £ 2.34. EI TC, T2.5 y T10 no fueron significativamente diferentes. Los valores promedio
significativamente (p<0.001) mds altos para el ELN, se obtuvieron en los tratamientos T5 y T10 en relacién

conel TCcon 6.66 £ 0.07 y 6.28 £ 0.31 % respectivamente (Tabla 5).

Tabla 4. Analisis proximal de dietas experimentales complementadas con polvo de romero.

TC T2.5 T5 T10
HT (%) 400 +0.17 3.08 +0.13 2.06 *0.07 293 +£0.06
CT (%) 854 +0.02 874 003 886 =004 836 =+0.01

Proteina (%) 53.12 +0.78 51.60 +0.78 50.92 +0.29 50.24 +1.34

Lipidos (%) 13.75 +0.10 14.02 +0.12 14.09 +0.15 13.59 *0.14
ELN (%) 20.60 +0.69 22.56 +0.77 24.08 +0.25 24.88 +1.22

HT, humedad total; CT, cenizas totales; ELN, extractos libres de nitrégeno

Los valores corresponden al promedio de las tres réplicas + desviacion estandar

Tabla 5. Analisis proximal de musculo de lobina rayada alimentada con dietas complementadas con polvo de
romero.

TC T2.5 TS5 T10 p
HT(%) 7451 +173a 73.74 +098ab 72.32 +1.40b 7474 +0.84a <0.001
CT (%) 1.73 +0.10a 175 +0.17a 191 +0.13b 196 +0.14b <0.001

Proteina (%) 19.71 +2.30 20.49 *1.19 20.54 +239 19.84 +1.19 0.358
Lipidos (%) 3.08 +1.09ab 2.69 0.87a 489 +234b 2.87 +0.63ab 0.030
ELN (%) 5.25 +0.18a 570 +0.19a 6.66 *+0.07b 6.28 +0.31b <0.001

HT, humedad total; CT, cenizas totales; ELN, extractos libres de nitrégeno

Los valores presentados corresponden al promedio de las tres réplicas + desviacidén estandar
Las letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (p<0.05)
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3.5 Analisis enzimatico

La actividad enzimatica de la tripsina en el intestino y ciegos pildricos de los peces del T10 fueron
significativamente menores en relacién con el TC, con valores de 9.78 + 5.95 y 15.16 *+ 4.85 U érgano™
respectivamente (Tabla 6). La actividad de la quimiotripsina en el intestino y ciegos pildricos de los peces
no mostro diferencias significativas. Los valores medios de la actividad enzimdtica de la quimiotripsina en
intestino oscilaron entre 90.31 + 14.17 y 93.19 + 12.42 U érgano y en ciegos pildricos entre 90.42 + 33.55

y 124.60 + 25.75 U érgano™. En ciegos pildricos se observd una disminucion en la actividad de la

qguimiotripsina en los tratamientos con la inclusidn de polvo de romero en la dieta (Tabla 6).

La actividad enzimatica de la lipasa en el intestino no mostrd diferencias significativas (p=0.663). Sin
embargo, la actividad de la lipasa en ciegos piléricos de los peces de los tratamientos T2.5, T5 y T10 fue
significativamente menor (p<0.001) al TC, con valores promedio entre 61.36 + 25.78 y 81.43 + 23.42 U
organo™. La actividad de la amilasa en intestino y ciegos pildricos no mostré diferencias significativas entre

los tratamientos (Tabla 6).

La actividad de las proteasas alcalinas totales en el intestino de los peces para los tratamientos T2.5y T10
fueron significativamente menores en relacién con el TC, con valores entre 9.00 + 3.03 y 8.05+ 2.89 U
érgano™. Por otra parte, en ciegos pildricos, la actividad de esta enzima fue significativamente menor
(p<0.001) en las lobinas de los tratamientos de 2.5y 10 g - Kg** de romero en la dieta en relacidn con el

grupo control, con valores promedio de 9.83 +2.95y 6.90 + 2.04 U 6rgano respectivamente (Tabla 6).



Tabla 6. Actividad enzimatica en intestino y ciegos pildricos de juveniles de lobina rayada alimentada con dietas complementadas con polvo de romero.

TC T2.5 T5 T10 p
U érgano™ U 6rgano™ U 6rgano™ U 6rgano™

Intestino Tripsina 19.69 +5.55a 1429 +7.42ab 17.89 +10.18ab 9.78 +5.95b 0.036
Quimiotripsina 90.31 +14.17 93.19 11242 90.95 +11.30 91.44 £20.29 0.981
Lipasa 41.05 £20.90 34.06 *15.19 47.01 *21.16 42.82 +24.23 0.663
Amilasa 23.03 +15.63 28.53 +12.38 29.11 +13.10 3490 +19.93 0.477
P.AT. 13.25 +2.06a 9.00 +3.03b 10.10 +2.78ab 8.05 +2.89b  0.002
Ciegos pildricos Tripsina 30.82 +10.65a 24.35 +5.03ab 34.70 +6.62ac 15.16 *4.85b <0.001
Quimiotripsina 123.99 £ 30.27 124.60 +25.75 105.74 +23.37 90.42 £33.55 0.065
Lipasa 130.74 +28.94a 74.20 +21.24b 81.43 +23.42b 61.36 *25.78b <0.001
Amilasa 70.52 +12.88 57.84 +22.30 46.29 +25.82 4525 +17.64 0.050
P.AT. 13.96 +3.13a 9.83 +2.95b 11.14 +3.50ab 6.90 +2.04b <0.001

P.A.T.; proteasas alcalinas totales

Los valores corresponden al promedio de las tres réplicas + desviacion estandar
Las letras diferentes en cada renglén indican diferencias significativas (p<0.05)
La muestra Inicial se excluyd del analisis estadistico
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Capitulo 4. Discusion

El presente estudio evalué el efecto del alimento complementado con polvo de romero en el crecimiento,
la actividad enzimatica en el intestino y ciegos pildricos, asi como en la composicion proximal del musculo
de juveniles de lobina rayada M. saxatilis. La utilizacién de plantas medicinales y sus derivados en la
acuicultura constituye un campo de gran interés, dada su capacidad para aportar diversos beneficios
potenciales. Entre estos se incluyen la mejora del rendimiento biolédgico, el aumento de la actividad de
enzimas digestivas y la produccidn de secreciones intestinales, el control de infecciones bacterianas, la
reduccion del estrés en los organismos acuaticos y su accién como antioxidantes, entre otros. Es
importante identificar las plantas medicinales y aromaticas adecuadas, asi como las vias de administracion
y las cantidades 6ptimas que deben incluirse en la dieta de los organismos acuaticos debido a los beneficios
potenciales que podrian aportar en los cultivos acuicolas. Actualmente, la investigacion sobre el uso de
romero se ha centrado principalmente en especies dulceacuicolas, por lo que esta investigaciéon es una de
las primeras que se enfoca en una especie cultivada en agua de mar. Ademas, contribuye al conocimiento
y las aplicaciones del romero en la acuicultura, lo que podria en un futuro favorecer el desarrollo sostenible

de los cultivos acuicolas.

4.1 Efecto del romero en la supervivencia y crecimiento

La supervivencia del 66.67% en el T5 se debe a la mortalidad subita que se presentd el ultimo dia del
experimento en una de las réplicas de este tratamiento. En los animales muertos se observé hemorragia
en la zona ocular, en higado y en la mandibula; la duda que surgié fue si alguno de los compuestos del
romero pudo haber ocasionado la muerte de los peces. Algunos autores han reportado que la inclusién de
romero en la dieta no causa mortalidad de peces en cultivos acuicolas (Hernandez et al., 2018; Naiel et al.,
2019; Ebrahimi et al., 2020). El romero posee compuestos como el carnosol, acido carndsico, acido
rosmarinico, a-pineno, borneol acetato, alcanfor, eucaliptol, borneol, 1,8-cienol, a-pineno y camfor, entre
otros (Genena et al., 2008; Ribeiro-Santos et al., 2015). Zoral et al. (2018), advierten que el componente
1-8 cineol presente en cantidades superiores a 2 g kg en el extracto de romero, puede ocasionar dafio
hepatico y renal. Sin embargo, los mismos autores mencionan que la concentracién de 1-8 cineol fue de
0.186 mg kgten el extracto a partir de 10 g de la planta de romero, la cual es una cantidad baja para causar
mortalidad. Por otra parte, un problema que se ha vuelto comun en cultivos acuicolas es la presencia de

hongos del género Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Estos hongos producen micotoxinas como las
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aflatoxinas, ocratoxinas y fumonisinas, entre otras, causantes de dafio hepatico, bajo crecimiento e
inmunosupresion (Santos et al., 2010). En la presente investigacion se descarta que el romero haya sido el
causante de la mortalidad debido a que no se registré un evento de mortalidad en los otros tratamientos
ni en dos de las réplicas del T5. Ademads, las variables de calidad del agua fueron rigurosamente
controladas, por lo que tampoco fueron las causantes de la mortalidad debido a que se encontraban en
un intervalo éptimo para la especie y el recambio de agua del 300% diario en el sistema fue el mismo para
todos los tanques. Por ultimo, no se observaron signos de enfermedad ocasionados por agentes patégenos
dias previos al evento de mortalidad, ademas de que los tanques recibian mantenimiento diario, el cual
consistia en retirar el alimento no consumido y las heces del fondo, asi como observaciones del
comportamiento de los peces. Por todo lo mencionado anteriormente, no se pudo determinar el factor

causante de la mortalidad de los organismos en la réplica del T5.

Durante el experimento se suministré alimento a los peces en proporcidn equivalente al 4% de su biomasa.
Esta tasa de alimentacidn es mayor al intervalo recomendado por Hung et al. (1993) para lobina rayada
que oscila entre el 1y 1.5 % en peces con un peso promedio de 38.2 g mantenidos a una temperatura de
cultivo de 19 °C. En el presente estudio se establecié la temperatura de cultivo en 23°C, la cual corresponde
a la condicién térmica en que los peces son cultivados por la empresa Pacifico Aquaculture en el
laboratorio. Ademas, tomando en cuenta el efecto del aumento de la temperatura del agua en la fisiologia
de los peces y su relacién con el incremento en la tasa metabdlica, la consecuencia de ello es aumentar la
ingesta, la digestion, la absorcién y la asimilacion del alimento por parte de los peces (Volkoff y Rgnnestad,
2020). Durante el experimento se observé que una parte del alimento no fue ingerida por los peces, la
porcién del alimento no consumido se precipitd al fondo del tanque y no fue cuantificada. Por lo anterior,

es recomendable realizar este tipo de bioensayos hasta que los organismos muestren saciedad aparente.

En relacion con la ganancia de peso, peso ganado, tasa de crecimiento especifico, tasa de conversion
alimenticia, coeficiente de crecimiento térmico, tasa de eficiencia proteica y factor de condicion de los
juveniles de lobina rayada, no se encontraron diferencias. Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Hernandez et al. (2015) en el peso final de la dorada S. aurata alimentada con dietas complementadas
con extracto de romero en concentraciones de 0.6, 1.2, 1.8 y 2.4 g - kg. De igual manera, Ebrahimi et al.
(2020) no detectaron diferencias significativas en el peso final del esturidon H. huso alimentado con dietas
complementadas con aceite esencial de romero en proporciones del 0.01, 0.1, 1 y 2%. Asimismo, se ha
reportado que el uso del polvo de romero en la dieta no tuvo efecto en el peso final de otras especies
como la trucha arcoiris O. mykiss, la carpa comun C. carpio y la tilapia del Nilo O. niloticus (Yilmaz et al.,

2019; Yilmaz y Er, 2019; Tasa et al., 2020; Yadollahi et al., 2021). En contraste a los resultados del presente
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estudio, Karatas et al. (2020) reportaron un peso final significativamente mayor al control con alimento
completado con extracto de romero en concentraciones de 1y 3 g - kg de dieta en trucha arcoiris O.
mykiss. Naiel et al. (2020) documentaron una respuesta similar con una concentracion de 10 g de polvo
de romero por kg de dieta en la tilapia del Nilo O. niloticus, al obtener un mayor peso final. En el estudio
de Yousefi et al. (2019), también se reporté un aumento significativo en el peso final de la carpa comun
alimentada con dieta complementada con 3% de polvo de romero. En el trucha artica S. alpinus igualmente
se obtuvieron efectos positivos del romero en el crecimiento de los peces (Kubiriza et al., 2019). Las
posibles razones por la cual no se presenté un efecto positivo en el crecimiento de lobina rayada en el
presente estudio, podrian ser por la especie de pez utilizada y la concentracién de compuestos bioactivos
del romero. Se ha documentado que la salinidad en el sustrato afecta negativamente la concentracién de
compuestos con actividad biolégica del romero (Ershad-Langroudi et al., 2013). La concentracién de iones
en el agua de mar utilizada durante el experimento podria afectar la estabilidad de los compuestos del
romero, por lo que se recomienda considerar el efecto de la salinidad en los compuestos activos del

romero.

Se ha documentado que la composicidon quimica del aceite esencial de romero obtenido de las hojas de la
planta varia en funciéon de los nutrientes del sustrato, temperatura, periodo de riego y temporada del afio,
entre otros (Serrano et al., 2002; Mwithiga et al., 2022). Todo el romero utilizado en este estudio fue
obtenido con el mismo proveedor, sin embargo, se desconoce la composicién quimica de la planta. Es
importante mencionar que los compuestos presentes en la planta de romero pueden variar dependiendo
de las condiciones de cultivo, sin embargo, los compuestos presentes en mayor cantidad en el aceite de
romero son el 1,8-cineol (26 %), a-pineno (20 %), alcanfor (12 %) y canfeno (11 %) (Jiang et al., 2011) y los
compuestos fendlicos presentes en el extracto de romero son carnosol (6 %), acido carndsico (39 %) y
acido cafeico (Romo-Vaquero et al., 2014). Estos factores son determinantes en la concentracién de los
compuestos activos con actividad biolégica del romero. Por otra parte, Ebrahimi et al. (2020) reportaron
que la adicion de un 2% de aceite esencial de romero en la dieta del esturion H. huso podria haber tenido
un efecto negativo en el peso final, la tasa especifica de crecimiento y el factor de condicién de los peces.
Esto se debe a que los compuestos presentes en el aceite esencial de romero, podrian haber reducido la
palatabilidad del alimento, lo que ocasioné un menor consumo por parte de los peces. La composicion
quimica del romero podria haber reducido la palatabilidad del alimento para la lobina, y resultar en una
menor ingesta de alimento por parte de los peces. Sin embargo, es importante destacar que, en este

estudio, no se observd el rechazo al alimento por parte de los peces.
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En lo que respecta al coeficiente de crecimiento térmico (CCT), un indicador utilizado para evaluar el
impacto de la temperatura en el crecimiento de los peces y prever cdmo este varia a diferentes
temperaturas (Jobling, 2003), los resultados del presente estudio revelaron que no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos, manteniéndose en un rango constante que oscilé entre
0.62 y 0.78. En cuanto al coeficiente de crecimiento térmico, un indicador que se utiliza para evaluar el
efecto de la temperatura en el crecimiento y de esta manera anticipar el crecimiento de los peces a
diferentes temperaturas (Jobling, 2003), en el presente estudio los valores del CCT no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos y se mantuvo en el intervalo de 0.62 a 0.78. Es importante
resaltar, que el uso e interpretacién como indice de crecimiento se presta a confusiones. Jobling (2003)
menciona los problemas asociados al uso del coeficiente de crecimiento térmico, al resaltar que el
crecimiento no es uniforme con el aumento de temperatura, sino que sigue una tendencia en forma de
campana. En el limite inferior en un intervalo de temperatura, el crecimiento de los organismos aumenta
a medida que se eleva la temperatura hasta una temperatura donde alcanzan su crecimiento dptimo. Una
vez que la temperatura supera el punto de crecimiento dptimo, esta respuesta se ve disminuida. En
consecuencia, esta herramienta es valida para predecir el crecimiento dentro de un intervalo de
temperatura previamente determinado, donde el crecimiento del pez se mantiene estable, por
consiguiente, dependerd de cada especie. Ademas, el uso del coeficiente de crecimiento térmico solo es
apropiado para especies de peces cuyo factor de condicién se mantenga estable durante el tiempo
(Jobling, 2003). En este estudio se evalud el crecimiento Unicamente a 23 °C, sin embargo, para poder
utilizar este coeficiente de manera adecuada, se recomienda evaluar el crecimiento de la lobina rayada a
diferentes temperaturas e identificar en cuales temperaturas la especie presenta un crecimiento

uniforme.

La tasa de crecimiento especifico y la tasa de conversidon alimenticia no mostraron diferencias
significativas, sin embargo, se observd la disminucién de la TCE a medida que aumentaba la cantidad de
polvo de romero en la dieta. Por el contrario, la TCA aumentaba a medida que incrementaba la cantidad
de polvo de romero en la dieta. Los valores de la TCE obtenidos en este estudio (1.33 a 1.64 % - dia) son
similares a los reportados por Smally Soares (2000) de 1.15y 1.53 % - dia™ para la lobina rayada alimentada
al 3% de biomasa con una dieta de 42% de proteina y a una temperatura de 23 °C. Los resultados de la TCE
en la lobina de la presente investigacion son mayores a los reportados por Kenter et al. (2018), para lobina
rayada M. saxatilis alimentada con una dieta que contenia 50 % proteina y 18% lipidos al 1.5-3 % de la
biomasa total a la temperatura de 20-21 °C, registrando una TCE entre 0.93 y 1.33 % dia’. Las diferentes
TCE se atribuyen al uso de diferentes etapas de desarrollo, en el presente estudio y el de Small y Soares

(2000), se utilizaron juveniles con un peso inferior a 100 g, mientras que Kenter et al. (2018) utilizaron
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adultos con un peso superior a 300 g. Este comportamiento se debe a que, durante las etapas tempranas
de desarrollo, los peces experimentan un crecimiento acelerado, el cual se desacelera al alcanzar la etapa
adulta (Chen et al., 2022). Por otra parte, el contenido de proteina, lipidos, contenido energético y
palatabilidad de la dieta pudieron ocasionar las diferencias entre las tasas de crecimiento entre los

estudios comparados.

El crecimiento diario de la lobina rayada (1.33 a 1.54 % - dial) es menor que el de otras especies
dulceacuicolas como la trucha arcoiris 2.3 - 2.6 % - dia™* (Karatas et al., 2020), la carpa 1.65 - 1.86 % - dia™
(Hayat et al., 2018) y la tilapia 2.05 - 2.42 % - dia™ (Naiel et al., 2020), sin embargo, se encuentra por encima
de los valores reportados para especies cultivadas en agua de mar como la dorada 0.59 — 0.61 % - dia™*
(Hernandez et al., 2014) y el salmén del atlantico 0.62 — 0.68 % - dia (Serensen et al., 2016), y esta dentro
del intervalo reportado para la lobina europea de 1.43 — 1.53 % - dia (Yilmaz et al., 2012). Es importante
mencionar que las especies con una mayor tasa de crecimiento especifico se caracterizan por una mayor
fecundidad y ciclos de vida mas cortos. Estas caracteristicas las convierten en candidatas ideales para
programas de cria selectiva que tienen como objetivo mejorar las caracteristicas genéticas relacionadas
con un crecimiento mas rapido y una mayor eficiencia alimenticia (Gjedrem et al., 2012). Dentro de las
especies cultivadas en agua de mar, la lobina rayada es la que tiene un crecimiento mds rapido alcanzando
la talla comercial de 1.36 kg en 24 meses, ademas, la alta demanda de peces marinos en el mercado y su
mayor valor comercial comparado con otras especies dulceacuicolas, la posicionan como una especie

atractiva para potenciar su cultivo.

Los valores de la TCA (2.91 a 2.23) para la lobina rayada en este estudio fueron mayores a los obtenidos
por Papatryphon y Soares (2000) cuyos valores de TCA oscilaron entre 1.45 y 1.58, y también con los
reportados por Papatryphon et al. (1999) con valores entre 1.32y 1.57; en ambos estudios los peces fueron
alimentados a saciedad aparente. El incremento en la TCA se atribuye a un exceso en la cantidad de
alimento suministrada en comparacion al alimento ingerido por los peces, debido a que la tasa de
alimentacién fue del 4% al dia, sin embargo, la totalidad del alimento no fue consumido y no se cuantificé
lo que quedd en el agua. Por otra parte, es importante resaltar que las TCA mayores obtenidas en T5y T10
podrian indicar que la absorcidn y asimilacién del alimento fue menor en estos tratamientos debido a la

menor actividad de las enzimas digestivas.

En la presente investigacidn, también se evalud la tasa de eficiencia proteica, la cual indica los gramos de
peso ganado por gramo de proteina consumida, y para los diferentes tratamientos no se encontraron

diferencias en esta respuesta con respecto al control. Investigaciones previas tampoco detectaron que el
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romero afecte positivamente la tasa de eficiencia proteica en trucha arcoiris O. mykiss y esturion H. huso
(Ebrahimi et al., 2020; Yadollahi et al., 2021). Sin embargo, se observd la disminucidn de la TEP a medida
gue incremento el polvo de romero en la dieta. Es posible que los valores menores de la TEP en el T5 (0.67)
y T10 (0.64) con respecto al control, se deban a que una parte de la proteina total consumida no fue
metabolizada y se perdid a través de las heces. Ademas, se debe considerar que la TEP se ve influenciada
por la cantidad de alimento consumido. En este experimento, no se cuantific el alimento no consumido,
lo que limita el cdlculo de la TEP obtenida, ya que se considerd el porcentaje total del alimento, incluyendo
tanto el consumido como el no consumido. Para la realizacién de estos cdlculos es recomendable

cuantificar el alimento no consumido o alimentar a saciedad aparente.

El factor de condicién de los peces del T2.5, T5 y T10 no mostraron diferencias en relacion con el TC. Los
resultados del factor de condicién obtenidos en este estudio fueron superiores a los reportados por Hung
et al. (1993) quienes obtuvieron valores de 0.92 y 1.07 en alevines de lobina rayada alimentados con una
dieta que contenia 45.1 % de proteinay 12.4% lipidos, cultivados a una temperatura promedio de 18.9 °C.
Por otra parte, Kenter et al. (2018) reportaron valores entre 1.16 y 1.35 en lobina rayada cultivada a una
salinidad de 30 ppm a 21°C alimentada con una dieta de 50 % proteina y 18% lipidos. Los resultados
obtenidos en este estudio del factor de condicién indican un buen estado de salud de los juveniles de
lobina rayada alimentados con dieta complementada con polvo de romero (Barnham y Baxter, 1998). El
factor de condicion es un indicador del bienestar fisioldgico y nutricional del pez, asimismo es utilizado

para evaluar la eficiencia con la que utilizan los nutrientes y de los cambios en las reservas energéticas.

Los valores medios del indice hepatosomatico para juveniles de lobina rayada reportados en este estudio
fueron entre 2.57 y 3.28. Berger y Halver (1987) reportaron valores de IHS de 3.00 para la lobina rayada
alimentada con una dieta con un contenido de 52 % de proteina. Los valores del IHS en el presente estudio
son superiores a los reportados para lobina rayada alimentada con una dieta con el 35 % de proteinay 6%
de lipidos al 3 % de biomasa al dia (IHS 0.99) por Rawles y Gatlin (1998). Asimismo, los valores son altos
comparados con los obtenidos por Hung et al. (1993) de 1.20 cuando alimentaron a la lobina rayada con
una dieta con 42 % proteina y 12 % de lipidos al 1 % de la biomasa al dia. El aumento en el tamafio del
higado ocurre cuando se presenta una mayor acumulacion de lipidos o glucégeno en este érgano,
especialmente cuando las proteinas almacenadas se han agotado (Berger y Halver, 1987). Por otra parte,
los niveles elevados de IHS comparados con otros estudios estdn relacionados con el alto porcentaje de
lipidos (14%) en la dieta y a la alta tasa de alimentacion (4%). Cuando la ingesta de energia en forma de
lipidos es mayor a la energia utilizada, los peces almacenan el exceso en el musculo, en la cavidad visceral

y en el higado en forma de glucégeno vy lipidos (Bowyer et al., 2013). Las observaciones realizadas a simple
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vista en el higado de los peces disectados resaltaron las caracteristicas propias de la esteatosis como un
color blanquecino y una consistencia friable. Es recomendable que en préximos estudios se realice la
evaluacion de la acumulacion de lipidos en el interior de los hepatocitos. Aunque el porcentaje de
proteinas (45 — 55 %) y lipidos (15 — 20 %) se encuentran dentro de los niveles recomendados para peces
de agua templada, la grasa en la cavidad visceral y el alto IHS indican que se requiere optimizar los niveles

de lipidos en la dieta y la tasa de alimentacion en el cultivo de lobina rayada.

El IHS de los peces del T10 tuvo el valor mas alto (3.28) con respecto al control. Un factor que podria haber
contribuido a que el tratamiento con una mayor concentracidon de polvo romero exhibiera un IHS mayor
es el probable efecto del acido carndsico presente en el romero. Romo Vaquero et al. (2012), demostraron
que el acido carndsico contenido en el extracto de romero incrementa el tamafo del higado, inhibe
significativamente la lipasa gastrica, disminuye los niveles de triglicéridos en sangre, reduce la absorcion
de lipidos y favorece la pérdida de peso en ratas Zucker. Ademas, se ha documentado que el acido
carndsico es capaz de inhibir in vitro las enzimas digestivas amilasa, glucosidasa y lipasa (Ercany El, 2018).
Aungue no se ha documentado el efecto del dcido carndsico sobre la lipasa en peces, las similitudes en la
secuencia de aminodcidos de la lipasa en distintos vertebrados sugieren la posibilidad de una respuesta
similar en la lipasa de peces (Hide et al., 1992). Por otra parte, cuando los peces tienen menor absorcion
de lipidos utilizan las reservas energéticas almacenadas en el higado y movilizan los nutrientes del musculo
para cubrir la demanda energética mediante un proceso denominado catalisis muscular (Garnica-Gémez,
2022). En este estudio el mayor IHS se observo en los peces del T10 donde hubo un menor peso final, por
lo que el romero podria causar una menor absorcidon de nutrientes y la consecuente movilizacion de
nutrientes del musculo al higado. Es importante que en futuros estudios se evalue el efecto del romero en
el higado de peces carnivoros como la lobina rayada, con el enfoque dirigido en el metabolismo de los
lipidos y la actividad de enzimas hepaticas. Esta orientacidon es esencial debido a la importancia del higado

en el almacenamiento y uso de nutrientes.

4.2 Efecto del romero en la composicion proximal del musculo de lobina rayada

Las cenizas totales del T5 y T10 fueron mayores en relacién con el TC. El incremento en las cenizas totales
se asocia a un incremento en la absorcién de minerales, la cual se vincula a la presencia de compuestos
fendlicos en el romero, como el acido carnésico, carnosol, dcido rosmarinico y acido cafeico que actian

como agentes quelantes (Garcia et al., 2019; Yang et al., 2021). Estos compuestos facilitan la acumulacion
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de iones de hierro en el higado y musculo, lo que podria explicar la mayor concentracion de cenizas totales

en los tratamientos con una mayor inclusién de polvo de romero en la dieta (Garcia et al., 2019).

En relacidn con el porcentaje de proteina en el musculo, los valores oscilaron entre 19.71 y 20.54% sin
mostrar efecto del polvo de romero en la dieta. Estos valores se encuentran dentro de los rangos
reportados para la lobina rayada (Hung et al., 1993). Es importante destacar que los porcentajes de
proteina en musculo de lobina rayada son superiores a los reportados en peces dulceacuicolas alimentados
con dietas complementadas con polvo de romero como el esturién (14.12 - 14.65 %, Ebrahimi et al., 2020),

la tilapia (14.86 — 15.06 %,Yilmaz et al., 2019) y la trucha arcoiris (16.93 — 17.82 %,Yilmaz y Er, 2019).

La cantidad de lipidos en el musculo de los peces fue significativamente mayor en T5 con respecto al TC.
Los valores de lipidos obtenidos se encuentran por debajo de los obtenidos para lobina rayada por Hung
et al. (1993) de entre 6y 8.6 %. Por otra parte, se observé que el contenido de humedad total en el musculo
de los peces del T5 fue significativamente menor con respecto al TC. Es importante destacar que no se ha
documentado que el romero favorezca la acumulacion de lipidos en el musculo de los peces (Yilmaz y Er,
2019). Las diferencias en la cantidad de lipidos en el musculo de lobina rayada del T5 podria explicarse por
la alta cantidad de lipidos (9%) observados en un solo pez, lo cual influyd significativamente el promedio
del tratamiento. Cabe destacar que el nimero de organismos muestreados en T5 fue menor en
comparacion con los demas tratamientos. La diferencia en el tamafio de la muestra ocasiona una mayor
variabilidad en la estimacion de la media debido a la mayor influencia de los valores atipicos. Esto puede
aumentar la incertidumbre en la estimacién de la media del tratamiento y la dificultad de la deteccién de
diferencias entre tratamientos. En este estudio la mortalidad de una réplica del T5 disminuyé el tamafo
de muestra de este tratamiento. Se considera que las diferencias observadas en estas variables se deben

al menor tamafio de la muestra y al mayor efecto de los valores atipicos.

4.3 Efecto del romero en la actividad enzimatica

El uso de plantas aromaticas en la nutricion acuicola ha demostrado ser una practica beneficiosa para el
desarrollo y crecimiento de los organismos. Las plantas se utilizan con el propdsito de estimular la
secrecion de enzimas digestivas, mejorar la digestion de los nutrientes, modificar la mucosa y modular la

composicion de la microbiota intestinal, lo que contribuye positivamente a la disponibilidad y absorcion
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de nutrientes y al crecimiento de los organismos acuaticos (Tadese et al., 2022). El éxito de los cultivos
acuicolas depende en gran medida de conocer los habitos alimenticios, requerimientos nutricionales y las
capacidades digestivas de las especies cultivadas con la finalidad de hacer un uso eficiente del alimento.
El estudio del efecto de las plantas aromaticas en la fisiologia digestiva y la identificacion de los tipos y
funciones de las enzimas digestivas, es crucial para el crecimiento de los organismos cultivados (Pujante

et al., 2017).

En el estudio de enzimas digestivas en peces existen diversas problematicas asociadas a la obtencién de la
muestra. En primer lugar, no hay una estandarizacidn en cuanto a la regién del intestino a utilizar para
determinar la actividad enzimatica. En diferentes investigaciones se utiliza la porcidn anterior, medio o
posterior del intestino, mientras que en otros se utiliza el intestino completo para la preparacién de los
extractos enzimaticos. Ademas, el periodo de ayuno previo a la obtencién de la muestra no es consistente
y puede variar entre 3 y 48 horas después de la ultima alimentacién. Por ultimo, algunos estudios optan
por enjuagar el tracto digestivo antes de la preparacién del extracto enzimatico, mientras que otros
utilizan el tracto digestivo junto con su contenido (Hidalgo et al., 1999). Estos aspectos aunados a las
diferencias entre las técnicas utilizadas, las condiciones de cultivo y la especie utilizada dificultan comparar

los resultados obtenidos en diferentes investigaciones.

Se ha documentado el efecto de distintas plantas aromaticas en la secrecién de enzimas digestivas de
origen pancreatico. El presente estudio es de los primeros en evaluar el efecto del romero en una especie
cultivada en agua de mar. La actividad de las enzimas digestivas en la lobina rayada fue mayor en los ciegos
pildricos en comparacién con el resto del intestino, lo cual concuerda con las expectativas para una especie
carnivora (Xiong et al., 2011). Los ciegos pildricos son extensiones tubulares ciegas con abundantes células
secretoras, dentro de sus funciones digestivas se encuentra el almacenamiento de alimento, una mayor
area de digestion y absorcién de proteinas, lipidos y carbohidratos, ademas de facilitar la reabsorcién de
agua e iones inorganicos (Harpaz y Uni, 1999). Lo observado en este estudio con lobina rayada, confirma
la importancia de los ciegos pildricos en la secrecidon enzimatica y la digestidon de los nutrientes. Por otra
parte, la mayor concentracidn de enzimas digestivas en ciegos piléricos podria deberse a un menor efecto
antagonista de los compuestos presentes en el romero. Ademas, estas estructuras estan rodeadas por
tejido pancreatico y ductos que depositan directamente los jugos pancreaticos y jugos biliares causando

una mayor concentracién de enzimas digestivas en esta region (Rust, 2002).

El uso de polvo de romero en la dieta disminuyd significativamente la actividad de las enzimas digestivas

en el intestino y ciegos pildricos. En el intestino se registrd la actividad significativamente menor de la
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tripsina en el T10y las proteasas alcalinas totales en T2.5 y T10. En los ciegos pildricos se observé un efecto
negativo en la actividad de la tripsina en el T10, la lipasa en T2.5, T5 y T10 y las proteasas alcalinas totales
en T2.5 y T10. Los resultados obtenidos contrastan con los reportados por Karatas et al. (2020), quienes
reportaron un aumento significativo en la actividad enzimatica de la tripsina, lipasa y amilasa en el
intestino de trucha arcoiris O. mykiss alimentada con una dieta complementada con polvo de romero en
concentraciones de 1y 3 g - kg'. Los estudios previos han mostrado un efecto positivo de distintas plantas
en la actividad de enzimas digestivas. Por ejemplo, se ha observado el efecto positivo en la carpa C. carpio
alimentada con ajo A. sativum (Rahime et al., 2023) y con poleo Mentha pulegium (Yousefi et al., 2023),
asi como en el esturidn siberiano Acipenser baerii alimentado con cedrdn Aloysia citrodora (Adel et al.,
2021). Estos resultados remarcan la importancia de considerar la especie, concentracion de la planta en la
dieta y las enzimas digestivas cuando se evalla el uso de fitogénicos y su impacto en la digestién. En la
presente investigacién con lobina rayada, la disminucidn significativa de la actividad de enzimas digestivas
como la tripsina y las proteasas alcalinas totales en T10 podria ser causada por el efecto antibiético de los
compuestos del romero sobre bacterias que participan en la digestién. Se ha documentado en peces
marinos que los géneros Clostridium, Aeromonas, Photobacterium, Pseudomonas, Enterobacter y Vibrio
ayudan en la digestién de proteinas mediante la producciéon de proteasas y quitinasas (Egerton et al.,

2018).

La lipasa pancreatica es la enzima encargada de hidrolizar los enlaces éster de los triacilgliceroles,
fosfolipidos, colesteroles y vitaminas liposolubles (Zhang et al., 2020). Los productos de la accién de la
lipasa son diacilgliceroles y acidos grasos libres (Rueda-Lépez et al., 2017). Ercan y El (2018) reportaron
que el acido carndsico, compuesto activo presente en el romero, inhibe la actividad de la amilasa y lipasa
in vitro. Asimismo, Romo Vaquero et al. (2012) reportaron que el extracto de romero rico en acido
carnésico inhibe la lipasa pancreatica en ratas. Ademas. Ninomiya et al. (2004) reportaron que el acido
carnésico y el carnosol tienen un efecto inhibidor in vitro sobre la lipasa pancredtica. En este estudio se
observé que la actividad de la lipasa en ciegos pildricos de los peces del T2.5, T5 y T10 fue
significativamente menor (p<0.001) con respecto a el control. Eso podria indicar un posible efecto del
acido carndsico como inhibidor de esta enzima. En préoximos estudios es recomendable evaluar el
contenido de acido carndsico en la planta de romero y en el alimento, asi como bioensayos in vitro del

efecto de este compuesto sobre la lipasa de los peces.

La disminucidn de la actividad de la lipasa compromete la digestion y asimilacidn de lipidos, lo que podria
ocasionar una menor absorcién de nutrientes en peces. Por lo tanto, se recomienda evaluar otros

pardmetros como el indice de grasa visceral para evaluar el efecto del polvo de romero en la absorcién de



37
lipidos y su acumulacién en el higado en relacién con la inhibicién de la lipasa. En peces, la digestion y
absorcién de lipidos y acidos grasos es de suma importancia debido a que son el principal estimulante para
la liberacion de la colecistoquinina (CKK) en los enterocitos (Harden et al., 2012). La CKK es una hormona
encargada de regular la digestién, evita el vaciado del tracto digestivo, activa la motilidad del intestino y
estimula la contraccion de la vesicula biliar y la secrecidn de enzimas pancreaticas como la amilasa,
tripsina, quimiotripsina y proteasas (Le et al., 2019). Por otra parte, la tripsina es una enzima proteolitica,
responsable de la cascada de activacién de otros zimégenos de enzimas digestivas a su forma activa como
la quimiotripsina, elastasa, colagenasay lipasa (Rust, 2002). Por lo tanto, la disminucidn de la actividad de
la tripsina en la lobina podria afectar directamente la actividad de otras enzimas y en consecuencia reducir

la digestién y absorcidn de nutrientes.

El conjunto de microorganismos que habita el tracto intestinal en los peces se le denomina microbiota
intestinal en la que predominan bacterias, hongos, virus y protozoarios (Feng et al., 2018). La microbiota
intestinal desempefia diversas funciones como la estimulacidon en la ingesta de alimento, favorece
procesos digestivos y metabdlicos y estimula la respuesta inmune (Butt y Volkoff, 2019). La composicidn y
diversidad de la microbiota intestinal de los peces se ven influenciadas por factores intrinsecos como la
genética del pez, la edad, el estado nutricional y el estado de salud, y extrinsecos como la temperatura,
salinidad y dieta de los peces (Butt y Volkoff, 2019). En especies cultivadas en ambientes marinos como la
dorada S. aurata, la trucha marina Salmo trutta trutta, el salmén del Atlantico Salmo salar, la lobina rayada
M. saxatilis, sardina Sardinella longiceps y macarela Scomber scombrus, se han identificado los géneros de
bacterias predominantes como Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Aeromonas, Cytophaga, Clostridium,
Vibrio, Flavobacterium y Enterobacter (Egerton et al., 2018). Estos géneros de bacterias en la microbiota
intestinal son responsables de producir enzimas hidrolasas de sales biliares encargadas de la
desconjugacién de estos acidos biliares primarios (Bourgin et al., 2021). La desconjugacidn de estos acidos
afecta negativamente el metabolismo de los lipidos, la obtencidn de energia y la ganancia de peso (Geng
y Lin, 2017; Yao et al., 2018). En la lobina rayada se han identificado como dominantes los géneros
Aeromonas, Pseudomonasy Vibrio (MacFarlane et al., 1986), sin embargo, no se ha documentado el efecto
de algun fitogénico en la microbiota de esta especie. Actualmente no hay estudios que hayan
documentado el efecto del romero y sus compuestos en la modulacién de la microbiota intestinal de
peces. Sin embargo, en un estudio reciente se documentd que la dieta complementada con polvo de ajo
(A. sativum) en concentraciones de 25 % en el jurel cola amarilla (Seriola dorsalis) ocasiona un desbalance
de la microbiota, lo que podria ocasionar disbiosis y la proliferacion de bacterias patégenas (Valenzuela-
Gutiérrez et al., 2023). Asimismo, Rimoldi et al. (2020) reportaron que una dieta complementada con ajo

y aceite esencial de plantas de la familia Lamiaceae causa cambios en la microbiota de la lobina europea
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Dicentrarchus labrax. Los autores sugieren que los cambios en la microbiota podrian deberse al efecto
antibidtico de los fitogénicos, debido a la disminucién en la abundancia de bacterias consideradas
patégenas oportunistas como coliformes y Vibrionales. Por ultimo, se ha reportado el efecto del timol y
carvacrol en la microbiota responsable de estimular la respuesta inmune de la tilapia O. niloticus, asi como
modificacién en la abundancia de Lactobacilos y coliformes (Ran et al., 2016). En futuras investigaciones
relacionadas con el uso de fitogénicos en la dieta de peces, se recomienda complementar con andlisis de

la composicién y diversidad taxondmica de la microbiota intestinal.

Los fitogénicos como el romero, han demostrado tener efectos beneficiosos en el intestino de peces como
las propiedades antibidticas, la reduccién de la intensidad y severidad de infecciones, mejorar la absorcién
de nutrientes, reduccién de la produccién de compuestos antinutricionales y la inhibicion de la produccion
de citoquinas pro inflamatorias de las células inmunes del intestino (Caipang, 2020). Ademas, los
compuestos fendlicos presentes en el romero han mostrado ser eficientes antibidticos contra bacterias de
los géneros Listeria, Escherichia, Salmonella, Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas y Lactobacillus
(Stojiljkovic, 2018). Se ha documentado que la aplicacién de fitogénicos reduce las poblaciones de
bacterias pertenecientes a los géneros Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas, Vibrio y Enterobacter en
carpas (Caipang, 2020). Las modificaciones en la microbiota inducidas por el uso de fitogénicos pueden

influir en las funciones de los acidos biliares en el proceso de digestion y absorcidn de nutrientes

Los dacidos biliares son sintetizados en el higado a partir del colesterol y aminodcidos como la glicina y
taurina, tienen propiedades anfifilicas que facilitan la formacién de micelas que promueven la digestion
de lipidos mediante enzimas digestivas y su posterior absorcion (Bourgin et al., 2021). Los acidos biliares
conjugados son eficientes en la emulsificacién y absorcién de lipidos y nutrientes liposolubles (Geng y Lin,
2017). Es posible que, debido al efecto antibidtico del acido carndsico presente en el romero, la comunidad
microbiana responsable de la desconjugacién de 4cidos biliares en el intestino haya experimentado
cambios, lo que podria resultar en un desequilibrio en la actividad de los acidos biliares ocasionando una
menor digestion y absorcién de lipidos y un menor peso final en los peces del T5 y T10. En investigaciones
futuras se recomienda evaluar la composicion de la microbiota y analisis enzimatico de hidrolasas de sales
biliares de peces alimentados con polvo de romero y sus compuestos activos, lo que permitira evaluar su

efecto en la digestion de lipidos.

La mucosa intestinal protege al epitelio del quimo acido (sustancia semifluida que resulta de la digestion
parcial de los alimentos en el estdmago), enzimas digestivas y patdgenos. Asimismo, las secreciones

intestinales facilitan el transporte de nutrientes entre el lumen y el torrente sanguineo a través de las
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vellosidades intestinales (Firmino et al., 2021). Se ha documentado que la planta cedrén (Aloysia citrodora)
estimula la secrecién de mucosa intestinal en el esturién siberiano Acipenser baerii (Adel et al., 2021). Yang
et al. (2021), documentaron el efecto positivo del extracto de romero en la longitud de las vellosidades
intestinales. Resultados similares fueron obtenidos por Margaret et al. (2021) con tilapia O. niloticus
alimentada con una dieta complementada con fitogénicos como el timol y el limoneno, los cuales también
incrementaron la longitud de las vellosidades intestinales. El aumento en el tamafio de estas estructuras
se asocia con una mayor superficie disponible para la absorcidén de nutrientes, ya que estan en contacto
directo con el quimo en el lumen intestinal. En el contexto de este estudio, es plausible que el efecto de
los polifenoles como agentes antibiéticos haya tenido un impacto en la microbiota y la mucosa intestinal,
lo que a su vez podria haber comprometido la capacidad de absorcidon de nutrientes en las vellosidades
intestinales. Por lo tanto, es esencial considerar las posibles alteraciones en la morfologia de las

vellosidades intestinales inducidas por los fitogénicos en investigaciones futuras.

El uso de plantas medicinales y aromaticas en acuicultura es un area de estudio de interés reciente. Ha
demostrado favorecer el crecimiento, la actividad enzimatica, la respuesta inmune y antioxidante, entre
otras. Identificar el tipo de compuestos presentes en las plantas, los posibles efectos sinérgicos entre ellos
y las cantidades administradas resulta imprescindible para observar respuestas que favorezcan el
crecimiento de los peces cultivados. En relacion con el uso de romero en la dieta de la lobina rayada M.
saxatilis, se recomienda complementar con estudios donde se evalte el efecto del romero en la microbiota
intestinal, histologia del intestino, el efecto en las enzimas digestivas y otros indicadores que permitan

conocer de forma integrada el desempefio fisioldgico de la especie.
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Capitulo 5. Conclusiones

La supervivencia, el crecimiento, la tasa de conversiéon alimenticia, la tasa de eficiencia proteica y el factor
de condicion de la lobina rayada no fueron afectados por la inclusién de polvo de romero en la dieta en

concentraciones de 2.5,5y 10 g - kg™.

La inclusion del polvo de romero en la dieta en concentracién de 10 g - kg™ favorecid la acumulacién de
lipidos en el higado de lobina rayada, lo que podria indicar la movilizacién de lipidos del musculo para su

uso en la produccién de energia.

La inclusién de polvo de romero en la dieta en concentraciones de 10 g - kg disminuyé la actividad de las
enzimas digestivas tripsina, lipasa y proteasas alcalinas totales en intestino y ciegos pildricos,

comprometiendo la digestion y absorcién de nutrientes ocasionando un menor crecimiento.

El polvo de romero afectd positivamente la cantidad de cenizas totales, lipidos y extractos libres de

nitrégeno en el musculo de lobina rayada.

La investigacion sobre el impacto de los fitogénicos en la fisiologia digestiva de los peces reviste una gran
importancia en el ambito de la acuicultura, ya que podria contribuir significativamente a mejorar el
crecimiento, fortalecer la respuesta inmunolégica y reducir la incidencia de enfermedades en las especies

cultivadas.

Los estudios futuros sobre el efecto de romero en dietas de peces deberan complementarse con andlisis
en la composicidon quimica de la planta, posible efecto inhibidor de enzimas digestivas, efecto en el
metabolismo de los lipidos, alteraciones en la morfologia de las vellosidades del intestino y en la

modulacién de la microbiota.
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