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METABOLISMO DE RUTINA Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGES-
TIVA EN JUVENILES DE TILAPIA (Oreochromis mossambicus x
Oreochromis niloticus) ACLIMATADA A DIFERENTES SALINIDADES

ROUTINE METABOLISM AND DIGESTIVE ENZYMATIC ACTIVITY IN JUVENILE TILAPIA
(Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus) ACCLIMATED TO DIFFERENT
SALINITIES

Maria Idalia Sandoval-Muy*, Manuel Antonio Guerefna-Araiza, Anselmo Miranda-Baeza y

Martha Elisa Rivas-Vega

Centro de Estudios Superiores del Estado de Sonora, Carretera a Huatabampo y Periférico Sur, Na-

vojoa, Sonora, México.

RESUMEN

En el presente estudio se utilizaron juveniles
del hibrido de la cruza de tilapia O. mossambicus x
O. niloticus, los cuales fueron aclimatados a dife-
rentes salinidades. Se determiné el efecto de la sa-
linidad del agua sobre el metabolismo de rutina de
juvenilesdeeste hibridoa0,10,20,30y 35 unidades
practicas de salinidad (ups) con tasas maximas de
consumo de oxigeno de 0,230+0,063, 0,177+0,050,
0,244+0,073, 0,194+0,045 y 0,172+ 0,037mg 02/
g/h en base seca respectivamente. La actividad
enzimatica digestiva del tipo tripsina y a-amilasa
se vio afectada significativamente con la salinidad
del agua de cultivo. Se observé un maximo de ac-
tividad tipo-Tripsina de 2.1+£0,29 U/mg proteina en
agua dulce, mientras que a 35 ups la actividad bajé
a 0,4+0.07 U/mg proteina. En la actividad del tipo
a-amilasa, se observd una tendencia a disminuir a
medida que se incrementé la salinidad, encontran-
dose una actividad de 0,87+0,15 U/mg de protei-
na en agua dulce y de 0,27+0,00 U/mg de proteina
a 35 ups. Bajo las condiciones de este estudio el
gasto energético y la actividad enzimatica de ju-
veniles de tilapia se ven afectados por la salinidad.

Palabras clave: tilapia hibrida, metabolismo,
enzimas, agua de mar.
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ABSTRACT

In the present study juvenile of hybrid tilapia
(0. mossambicus x O. niloticus) were used; which
were acclimated to different salinities. The effect of
water salinity on the routine metabolism of juvenile
of this hybrid at 0, 10, 20, 30 and 35 practical salinity
units (psu) were evaluated, with maximum rates of
oxygen consumption of 0.230+0.063, 0.177+0.050,
0.244+0.073, 0.194+0.045 and 0.172+ 0.037 mg
02/g/h in dry matter, respectively. The digestive
enzymatic activity like-trypsin and amylase were
affected significantly with water salinity. Maximum
activity like-trypsin was 2.1+0.29 U/mg protein in
freshwater, this decreased at 35 psu to 0.4+0.07 U/
mg protein. Amylase activity diminished while the
salinity increased, from 0.87+0.15 U/mg protein in
freshwater to 0.27+0.00 U/mg protein at 35 psu.
Under the conditions of this study the energetic
expense and the digestive enzymatic activity of
juvenile tilapia were significantly affected by the
salinity.

Key words: Hybrid tilapia, metabolism, enzy-
mes, seawater.
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INTRODUCCION

La creciente popularidad de la tilapia entre
los consumidores y la necesidad de produccién
de alimento ponen de manifiesto la necesidad de
buscar alternativas de produccion de esta especie
en agua salobre e inclusive en el ambiente marino
(Mena-Herrera et al., 2001). El consumo de alimen-
to, el consumo de oxigeno y metabolismo energé-
tico son procesos fuertemente relacionados que
ocurren en todos los animales; en particular la tasa
de consumo de oxigeno en animales acuaticos,
es de gran importancia, en los cultivos intensivos
y semiintensivo y en los peces ha sido una herra-
mienta para determinar las tasas metabdlicas las
cuales frecuentemente se utilizan para analizar la
distribucién de energia y estrés en los animales
acuaticos (Meade et al., 2002).

La Tilapia es un pez ampliamente cultivado
y estudiado, se han publicado numerosos traba-
jos sobre su metabolismo y osmoregulacion prin-
cipalmente con la especie O. mossambicus (Fiess
et al., 2007; Sardella y Brauner 2008; Wang et al.,
2009; Kammerer et al., 2010). Mientras que el es-
tudio reportado por Xie et al. (1997) se enfoca so-
bre el efecto de la racion alimenticia sobre la tasa
metalica de O. niloticus. Sin embargo, no existen
investigaciones encaminadas a la determinacion
de la distribucién de la energia, las tasas metabo-
licas y la actividad enzimatica digestiva, que son
importantes considerar ya que se requieren para
el desarrollo de dietas eficientes. El objetivo del
presente trabajo fue determinar el efecto de la sali-
nidad del agua sobre el metabolismo de rutina de
juveniles de tilapia (O. mossambicus x O. niloticus) y
la actividad enzimatica digestiva del tipo tripsina 'y
a-amilasa.

MATERIALES Y METODOS

Los juveniles se compraron en un laboratorio
comercial en Zapopan, Jalisco, México (AQUATIC
DEPOT); se recibieron en el laboratorio de piscicul-
tura del Centro de Estudios Superiores del Estado
de Sonora Unidad Académica Navojoa, y se coloca-
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ron en una tina circular de 1500 L a una densidad
de 2000 organismos/m?3, con un peso promedio de
0,1g. Se mantuvieron un mes en agua dulce a 28 °C
y el oxigeno disuelto por arriba de 5 mg/L. Se rea-
lizé un recambio de agua del 50 % diario con agua
filtrada a 5 micras.

La aclimatacién de los organismos a diferen-
tes salinidades se realizd en 5 tinas de fibra de vidrio
de 70 L de capacidad, colocando 30 organismos en
cada tina, con peso promedio de 0,565+0,1g. La
salinidad se increment6 gradualmente con agua
marina, incrementando 10 ups cada 24 horas has-
ta obtener 10, 20, 30 y 35 ups (Martinez, 2003). El
agua utilizada se filtré a 5 micras y se paso a través
de un filtro de luz ultravioleta. Los peces se mantu-
vieron a 28°C y el oxigeno se mantuvo por arriba
de 5 mg/L. Los peces se alimentaron con alimento
comercial APl Tilapia 1 con 40 % de proteina.

Los experimentos para determinar las tasas
de consumo de oxigeno se realizaron de forma in-
dependiente para cada condicién de salinidad (0,
10, 20, 30 y 35 ups). Se utilizdé un sistema cerrado
de respirometria en donde el volumen de agua se
mantuvo constante (Ocampo, 1998). El respiréme-
tro consistid en una tina rectangular de plastico
con 220 L de agua dulce, donde se colocaron ca-
lentadores y aireacién constante para homogeni-
zar el agua a 28°C. Dentro de la tina se colocaron
17 camaras respirométricas. Cada camara estuvo
formada por un recipiente de plastico transparen-
te con un litro de agua, se les coloco aireacién y se
cerraron herméticamente. En cada una de las ca-
maras, se colocaron 2 peces de talla uniforme y se
dejaron dos camaras sin organismos como control,
a las cuales se les dio el mismo tratamiento que las
que contenian peces, con el fin de cuantificar con-
sumo de oxigeno por microorganismos.

Una vez colocados los peces en las camaras
se aclimataron durante 24 horas. Para medir el con-
sumo de oxigeno se utilizé un oximetro YSI (Mode-
lo 57), provisto de un sensor polarografico. Se hizo
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la lectura de la concentracion inicial a cada una de
las 17 cdmaras y se dejaron una hora sin aireacion,
trascurrido el tiempo se midié el consumo final de
oxigeno. Después de esta medicion se les coloco
aireacion nuevamente a las camaras durante 45
minutos, este procedimiento se llevé a cabo seis
veces en un dia. Una vez finalizado el experimen-
to los organismos se sacaron de las cdmaras y se
pesaron en una balanza analitica, posteriormente
para sacrificarlos se colocaron en agua con hielo a
0 °C y después se pusieron en una estufa a 60 °C
por 24 horas para determinar su peso seco. Los re-
sultados se expresan en mg O_/g/h en base seca.

Con los valores de la concentracion inicial y
final de oxigeno se calculé la tasa de consumo de
oxigeno para cada organismo mediante la siguien-
te ecuacion: x|k

0 O, *V *6
02

t*P

Donde:

0,, = tasa de consumo de oxigeno (mg O, /h/g
peso seco).

0,= diferencia entre la concentracion inicial y final
de oxigeno (mg/L).

V' =volumen de la camara.

6 =factor de conversion de minutos a horas.

P = peso seco del organismo (g).

t = tiempo transcurrido (minutos).

Para la determinacién de la actividad enzi-
matica, los organismos fueron aclimatados a las di-
ferentes salinidades (0, 10, 20, 30 y 35 ups) durante
15 dias, para esto, se utilizaron 5 tinas de fibra de
vidrio de 70 L, colocando 20 organismos en cada
una con un peso promedio inicial de 1,2+0,4g. La
salinidad se incrementé como se describié an-
teriormente para la determinacién de la tasa de
consumo de oxigeno. Los organismos de cada tra-
tamiento fueron alimentados con alimento comer-
cial APl Tilapia 1, con 40% de proteina.

Después de 15 dias en cada una de las condi-
ciones experimentales de salinidad, los intestinos

de 20 peces se disectaron, y se obtuvo el extracto
enzimatico, para esto, los intestinos se homoge-
nizaron con 5 volumenes de agua destilada, utili-
zando un homogenizador de tejidos marca Power
Gen 125. Las muestras se mantuvieron a una
temperatura menor a 10 °C, utilizando hielo. Los
homogenados se centrifugaron durante 10 min a
4 °C a 1500g, el sobrenadante se separd para de-
terminar el contenido de proteina soluble (mg/L)
y las actividades enzimaticas del tipo tripsina y
a-amilasa (Abs/min/mg de proteina). La muestra
se almacend a -50 °C, hasta su anélisis.

Para la determinacion de proteina soluble a
1 mL del extracto enzimatico se le adicionaron 200
uL del reactivo Bradford y se ley6 la absorbancia a
595 nm. Los resultados se reportan como mg pro-
teina/mL de extracto protéico, corriéndose a la vez
una curva estandar con albumina (Bradford, 1976).

Para la actividad de tripsina se usé como sus-
trato Benzoil-Arg-p-Nitroanilida (BAPNA), se disol-
vié en T mL de DMSO para tener una concentra-
cion final de 1 mM y se aforé a 100 mL con buffer
TRIS 50 mMpH 7,5, conteniendo 20 mM CaCl.. La
reaccion se llevdo a cabo a 25 °C. A 1,25 mL de la
solucion de sustrato se le agregaron 10 mL del ex-
tracto enzimatico, después de 10 min se detuvo la
reaccion con 0,25 mL de acido acético 30 % y se
ley6 la absorbancia a 410 nm, se corrié un blanco
a la vez, al cual, se le adicioné el sustrato al final de
la reaccion. La absorbancia se midié utilizando un
espectrofotéometro Marca HACH DR 5000. La acti-
vidad de tripsina es reportada como unidades de
actividad (Abs,, /min)/mg de proteina (Erlanger et
al., 1961).

Para medir la actividad tipo amilasa se usé
almidén como sustrato, se mezclaron 5 mL del
extracto enzimatico, 500 mL de buffer Tris-HCI| 50
mM, pH 7,5y 500 mL de almiddn soluble 1 %, des-
pués de 10 min de incubacion a 37 °C, se adicio-
no6 200 mL de carbonato de sodio 2 N,y 1,5 mL de
DNS, se agitaron los tubos y se calentaron a ebulli-
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cion en bafo maria por 15 min, posteriormente se
adicion6 7,3 mL de agua destilada. Se leyo la ab-
sorbancia a 550 nm, se corrié un blanco a la vez,
al cual, se le adicion6 el almiddn al 1% al final de
la reaccion. Se utilizé un espectrofotémetro Marca
HACH DR 5000. Las unidades de amilasa se repor-
taron como unidades (Abs,. /min)/ mg de proteina

(Vega-Villasante et al., 1993).

Los datos fueron analizados con el software
STATISTICA, mediante un ANOVA y posteriormen-
te una prueba de Tuckey cuando existio diferencia
significativa entre las medias (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los limites de tolerancia a la salinidad de las
diferentes especies de tilapia varian considerable-
mente. Por ejemplo, Al-Amoundi (1987) comparo
la tolerancia a la salinidad de 5 especies de tilapia
entre las que se encuentra O. mossambicus e hibri-
dos de O. niloticus que coinciden con las utilizadas
en este trabajo y concluye que la preaclimatacion
a baja salinidad resulto en una mejor superviven-
Cia en todas las especies. En esta investigacion la
supervivencia fue del 100% durante el proceso de
aclimatacion a las diferentes salinidades de los ju-
veniles del hibrido de tilapia O. mossambicus x O.
niloticus; estos resultados concuerdan con los de
de lwama et al. (1997) y Sardella y Brauner (2008),
quienes han demostrado la capacidad de algunos
hibridos de tilapia para sobrevivir y crecer en agua
salobre y agua de mar en organismos descendien-
tes de una cruza con Oreochromis mossambicus, la
cual es una especie altamente tolerante a condi-
ciones de alta salinidad.

Se encontré un efecto significativo (p<0,05)
sobre la tasa de consumo de oxigeno en juveniles
de tilapia aclimatada a diferentes salinidades. La
tasa de consumo de oxigeno significativamente
mas alta, se present6 en 0y 20 ups (0,230+0,063y
0,244+0,073mg O,/g/h respectivamente) (Tabla 1)
y se observé una disminucion a una salinidad de
10 ups (0,177+£0,050mg O./g/h); se ha observado
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que para tilapia el punto isosmético es alrededor
de esta salinidad (Kultz y Onken, 1993), por lo que
este comportamiento se puede explicar como un
menor gasto energético, debido a que el gradiente
osmoético entre el medio acudtico y el plasma del
pez es nulo; en este sentido, Mena-Herrera et al.
(2001) infieren que este hibrido (0. mossambicus
x O. niloticus) desarrolla mecanismos fisioldégicos
de adaptacion, que le permiten sobrevivir y crecer
después de ser transferida del agua dulce a dife-
rentes concentraciones de salinidad. Febry y Lutz
(1987) han reportado costos de osmoregulacion
mas bajos en agua de mar isosmotica (12 ups) aun-
que infieren, que a salinidades no isosmoéticas, el
comportamiento en las tasas metabdlicas totales
no podrian ser sélo atribuidas a los procesos os-
morregulatorios y concluyen que otros factores
tales como la permeabilidad de las células, los gra-
dientes de concentracién, pueden ocasionar que
el comportamiento sea mas dificil de predecir, por
lo que se considera necesario realizar pruebas a
nivel celular para explicar el comportamiento ob-
servado en el presente trabajo a salinidades supe-
riores a 30 ups.

En este trabajo se determiné para la condi-
ciéon de agua de mar (35 ups) una tasa de consumo
de oxigeno de 0,172+0,037mg 0,/g/h, valor que

Tabla 1. Tasa de consumo de oxigeno (mg O,/g/h en
base seca) de juveniles de tilapia (O. mossambicus x O.
niloticus) aclimatada a diferentes salinidades

Table 1. Oxygen consumption rate (mg O,/g/h dry
matter) of juvenile tilapia (O. mossambicus x O. niloticus)
acclimated to different salinities

Tratamiento Tasa de consumo de oxigeno

(ups) (mg O,/g/h en base seca)
0 0.230+0.063°
10 0.177+0.050°
20 0.244+0.073°
30 0.194+0.045°
35 0.172+0.037°

Letras diferentes indican diferencia significativa entre los trata-
mientos p<0,05
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representa el doble de lo reportado por lwama et
al. (1997) en juveniles de O. mossambicus (0,078
mg 0,/g/h), los autores sugieren que esta tasa de
consumo baja se debe probablemente a que esta
especie es capaz de sobrevivir en un amplio rango
de salinidades; y que la respuesta esta mas relacio-
nada con la salinidad del agua donde fueron cap-
turados, en cambio los organismos de la presente
investigacion fueron obtenidos de una cruza ente
O. mossambicus y O. niloticus obtenidas de agua
dulce y probablemente su descendencia no mues-
tra este comportamiento.

Diversos estudios han demostrado que la ac-
tividad enzimatica digestiva en peces es afectada
por varios factores tales como el alimento, peso,
especie y salinidad (Hidalgo et al., 1999; Tzusukiet
al., 2007). La tilapia es un pez que tiene la capa-
cidad de digerir eficientemente un gran tipo de
nutrientes, lo cual se puede atribuir a su actividad
enzimatica digestiva. En estudios recientes Wang
et al. (2009) caracterizaron la tripsina purificada
del intestino de tilapia nilética, encontrando una
temperatura 6ptima de 60 °Cy pH de 9,0; Hinsui
et al. (2006) encontraron los mismos resultados en
su estudio. Sin embargo, el efecto in vivo de la sa-
linidad del agua de cultivo sobre la actividad enzi-
matica digestiva para tilapia no ha sido evaluado.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de
la actividad enzimatica digestiva del tipo tripsina
y a-amilasa de juveniles de tilapia aclimatada a di-
ferentes salinidades. Se encontré un efecto signifi-
cativo de la salinidad sobre la actividad enzimati-
ca del tipo a-amilasa, se observo una tendencia a
disminuir en la actividad enzimatica, a medida que
aumento la salinidad del agua de cultivo, siendo
significativamente mas alta en agua dulce, que al
resto de las salinidades. Se observa que la activi-
dad del tipo tripsina es significativamente mayor
en agua dulce que a otras salinidades y se observa
un incremento a 20 ups, para disminuir a 30 ups,
sin embargo, se observa que a 10 ups, la actividad
del tipo-tripsina es significativamente mas baja, di-

cha salinidad es muy cercana al punto isosmotico
de la tilapia; este comportamiento se ha observa-
do en otros peces como lo reportaron Tzusuki et
al. (2007). Los cambios en la actividad enzimatica
digestiva pueden influenciar la digestién y absor-
cion de nutrientes tales como proteinas y carbohi-
dratos. Moutou et al. (2004) sugieren que el efecto
de la salinidad sobre la actividad enzimatica diges-
tiva en peces se debe principalmente al efecto en
la activacion de los zimoégenos, mas que a la pro-
duccion de enzimas en si, ya que dicha activacion
se lleva a cabo en el lumen intestinal, fuera de las
células, donde la salinidad del medio las puede
afectar.

La tasa de consumo de oxigeno y la activi-
dad enzimatica digestiva son indicadores de la
capacidad de aprovechamiento de los nutrientes
del alimento balanceado en organismos acuaticos
(Moyano, 2006; Mamum et al., 2007). Aunque la ti-
lapia es uno de los organismos mayormente estu-
diados, dada las numerosas especies que existen e
hibridos que se han producido es necesario cono-
cer como es canalizada la energia del alimento en
Tabla 2. Actividad enzimatica digestiva del tipo tripsina,
a-amilasa y proteina soluble del intestino de juveniles de
tilapia aclimatada a diferentes salinidades
Table 2. Digestive enzyme activities like-trypsin, a-am-

ylease and intestin soluble protein in juvenile tilapia
acclimated to different salinities

. . Activi-
Sali- Proteina .Act|v.|da.d dad tipo
. tipo tripsina .
nidad soluble U/m a-amilasa
(ups) mg/mL = U/mg
proteina ;
proteina
0 2.3+0.3 2.1+0.29° 0.8740.15°
10 2.8+0.1 0.740.15° 0.42+0.03"
20 15+00  1.8+0.20° 0.31+0.05™
30 2.8+0.1 0.6+0.11< 0.12+0.02c
35 3.740.3 0.4+0.07" 0.27+0.00°

Letras diferentes indican diferencia significativa entre los trata-
mientos p<0,05
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combinacién con otros parametros como la salini-
dad y la temperatura y asi estar en condiciones de
realizar una seleccién adecuada de la especie de
tilapia o hibrido a cultivar en agua dulce, salobre
o de mar.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales de este
estudio se puede concluir que las tasa de consumo
de oxigeno de tilapia (O. mossambicus x O. niloticus)
y la actividad enzimatica digestiva se ven afectadas
por la salinidad; sin embargo esta informacién por
si sola no es suficiente para explicar el comporta-
miento encontrado, por lo que se requiere realizar
estudios sobre los costos metabdlicos del proceso
de osmoregulacion y el efecto en la fisiologia di-
gestiva de los organismos a estas salinidades.
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