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Influence of partial replacement of fish meal and fish oil with vegetable
products on the growth and muscle cellularity of juvenile shi drum, Umbrina
cirrosa
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ABSTRACT. Seven-month-old shi drum (Umbrina cirrosa) specimens (mean weight 18.98 g, mean length 11.80 cm) were classified into
2 groups, a control group (C) fed a standard diet and a vegetal group (V) fed a diet with partial replacement of fish meal and fish oil by vegetable
products. The body and muscle parameters were studied on days 0, 27, and 62 of the experiment. On day 27, body length was similar in both
groups, but body weight was significantly lower in group V than in group C. The transverse area of the white muscle was also significantly
lower in V than in C. Hypertrophy was higher in C than in V, whereas hyperplasia was higher in V than in C. On day 62, the body parameters
showed similar results to those found on day 27. Muscle cellularity was different from that found on day 27, since hypertrophy was higher in
V than in C and hyperplasia was higher in C than in V. The feed conversion rate and specific growth rate were similar in both groups, but the
daily intake rate was lower in V than in C. Therefore, it seems that the percentage of vegetables in the vegetal feed was excessively high and
this caused less acceptance by the fish. The hepatosomatic, viscerosomatic, and intestinal length indices were similar in both groups. Survival
was nearly 100% in both groups.

Key words: feeding groups, vegetal diet, growth, muscle cellularity, shi drum.

RESUMEN. Verrugatos (Umbrina cirrosa) de 7 meses (peso medio de 18.98 g, longitud media de 11.80 cm) fueron clasificados en 2 grupos:
un grupo control (C), que fue alimentado con una dieta estandar, y un grupo vegetal (V), que fue alimentado con una dieta con reemplazo
parcial de harina y aceite de pescado por productos vegetales. Los parametros corporales y musculares se estudiaron en los dias 0, 27 y 62 del
experimento. En el dia 27, la longitud corporal fue similar en ambos grupos, pero el peso fue significativamente menor en el grupo V que en el
C. El area transversa del musculo blanco fue significativamente menor en V que en C. La hipertrofia fue mayor en C que en V, mientras que la
hiperplasia fue mayor en V que en C. En el dia 62, los pardmetros corporales mostraron resultados similares a los encontrados en el dia 27. La
celularidad muscular fue diferente a la encontrada en el dia 27, de manera que la hipertrofia fue mayor en V que en C y la hiperplasia fue mayor
en C que en V. La tasa de conversion de alimento y la tasa especifica de crecimiento fueron similares en ambos grupos, pero la tasa diaria de
alimentacion fue menor en V que en C. Asi, parece ser que el porcentaje de vegetales en la dieta vegetal fue excesivamente alto y ello causd
menor aceptacion por los peces. Los indices hepatosomaticos, digestosdmaticos e intestinales fueron similares en ambos grupos. La supervi-
vencia fue proxima al 100% en ambos grupos.

Palabras clave: grupos de alimentacion, dieta vegetal, crecimiento, celularidad muscular, verrugato.

INTRODUCTION INTRODUCCION

Currently, the aquaculture industry is the main consumer Actualmente, la industria de la acuicultura es el prin-
of fish meal, a protein-rich feedstuff that approximates the cipal consumidor de harina de pescado, un alimento rico en
ideal amino acid profile of most cultured species. Fish meal, proteinas que se aproxima al perfil ideal de aminoacidos de la
however, is a limited resource. Also, the inherent variability mayoria de las especies cultivadas. Sin embargo, la harina de
in fish meal composition by species, season, geographic pescado es un recurso limitado. Ademas, la variabilidad inhe-
origin, and processing method leads to variations in quality. rente en la composicion de la harina de pescado debido a las
The essential polyunsaturated fatty acids 20:5n-3 (eicos- especies, la estacion, el origen geografico y el procesamiento
apentaenoic acid) and 22:6n-3 (docosahexaenoic acid) are conduce a una variacion en la calidad. Los 4cidos grasos poli-
critical nutrients in fish nutrition but cannot be synthesized insaturados esenciales 20:5n-3 (acido eicosapentaenoico) y
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by most marine fish; hence, their inclusion in the diet is nec-
essary. The traditional source of these fatty acids is derived
from fish oil (Izquierdo 1996), but the high demand for this
limited supply, which is obtained from catches of wild fishes,
significantly increases its price and limits its use in the aqua-
culture feed industry (Izquierdo et al. 2005). Another lim-
itation in the use of fish oil is the difficulty in maintaining
polyunsaturated fatty acids stable, since they are readily oxi-
dizable. The quality of fish oil depends on the fishing season
and the species from which it is obtained. In addition, fish
oil can be contaminated by environmental pollutants such as
polychlorinated biphenyls, which may contain dioxins. Puri-
fication of polyunsaturated fatty acids from fish oil is diffi-
cult to achieve because of their variable lengths and degree
of unsaturation (Sijtsma and Swaaf 2004). Given the lim-
itations of fish oil, alternative products of vegetable origin
as sources of these 2 types of fatty acids are currently being
searched.

The replacement of fish meal with sustainable and eco-
friendly plant protein sources has been tested on different
species without affecting growth performance (Kaushik
et al. 2004, Pratoomyot et al. 2010, Johnsen et al. 2011,
Perera et al. 2019). Benedito-Palos et al. (2016) studied
the effect of diets with low contents of fish meal and fish
oils on juvenile gilthead sea breams, Sparus aurata, for 8§
months and observed that the efficiency of diets with mod-
erate substitution of ingredients of animal origin was com-
parable to that of the control diets. Similar results were also
found by Sim6-Mirabet et al. (2018) for juvenile gilthead
sea breams fed with plant-based diets from early stages to
sexual maturity.

The shi drum, Umbrina cirrosa L., is a member of the
Sciaenidae family. This species is an emerging candidate
for Mediterranean aquaculture because of its high growth
rate, adaptability to culture conditions, and high market
price (Mylonas et al. 2004). Reproduction without hormonal
induction has already been achieved for shi drum born in cap-
tivity (Arizcun-Arizcun et al. 2014). So far, some studies on
its nutritional requirements (Akpinar et al. 2012, Morgane
and Fountoulaki 2014, Sevgili et al. 2015) and on the use
of plant sources (soybean and cereals) in its diet (Segato et
al. 2005, 2008) have showed that the shi drum can tolerate
a relatively high inclusion of plant products without having
negative effects on growth and feed efficiency. For juvenile
meagre (Argyrosomus regius), a sciaenid with similar char-
acteristics to the shi drum, Ribeiro et al. (2015) studied the
effect of vegetable-based diets on growth, intestinal param-
eters, and hematological stress indicators over a period of
88 d and found that growth was not significantly affected by
the replacement of fish meal and fish oil with the alternative
ingredients.

It seems that it is possible to increase the percentage of
plant products in fish diets without reducing growth (Segato
et al. 2005, 2008; Ribeiro et al. 2015). It is now necessary to
deepen into the specific needs of each species to optimally
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22:6n-3 (4cido docosahexaenoico) son nutrientes criticos en
la nutricion de los peces, pero no pueden ser sintetizados por la
mayoria de los peces marinos; por lo tanto, su inclusion en la
dieta es necesaria. La fuente tradicional de estos acidos grasos
deriva del aceite de pescado (Izquierdo 1996), pero la alta
demanda de este suministro limitado, obtenido de las capturas
de peces silvestres, aumenta significativamente su precio y
limita su uso en la industria de alimento para la acuicultura
(Izquierdo et al. 2005). Otra limitacion en el uso del aceite de
pescado es la dificultad de mantener acidos grasos poliinsa-
turados estables, ya que son facilmente oxidables. La calidad
del aceite de pescado depende de la temporada de pesca y de
la especie de la que se obtiene. Ademas, el aceite de pescado
puede estar contaminado de sustancias en el ambiente como
los bifenilos policlorados, que pueden contener dioxinas. La
purificacion de los acidos grasos poliinsaturados del aceite
de pescado es dificil debido a su longitud variable y grado de
insaturacion (Sijtsma y Swaaf 2004). Dadas las limitaciones
del aceite de pescado, actualmente se buscan productos alter-
nativos de origen vegetal que proporcionen las fuentes de
estos 2 tipos de acidos grasos.

La sustitucion de la harina de pescado por fuentes de
proteinas vegetales sostenibles y ecoldgicas se ha llevado
a cabo en diferentes especies sin afectar el rendimiento del
crecimiento (Kaushik et al. 2004, Pratoomyot et al. 2010,
Johnsen et al. 2011, Perera et al. 2019). Benedito-Palos et
al. (2000) estudiaron el efecto de las dietas con bajo conte-
nido de harina y aceite de pescado en juveniles de dorada,
Sparus aurata, durante 8 meses y observaron que las dietas
con una sustitucion moderada de ingredientes de origen
animal producian una eficiencia similar a la obtenida con
las dietas de control. Simo-Mirabet et al. (2018) encontraron
resultados similares para juveniles de dorada alimentados con
dietas basadas en plantas desde las primeras etapas hasta la
madurez sexual.

El verrugato, Umbrina cirrosa L., es un miembro de la
familia de los esciénidos. Esta especie es un candidato emer-
gente para la acuicultura mediterranea debido a su alta tasa de
crecimiento, adaptabilidad a las condiciones de cultivo y alto
precio de mercado (Mylonas et al. 2004). Ya se ha logrado la
reproduccion, sin induccion hormonal, de ejemplares de esta
especie nacidos en cautividad (Arizcun et al. 2014). Hasta
ahora, algunos estudios sobre sus necesidades nutricionales
(Akpinar et al. 2012, Morgane y Fountoulaki 2014, Sevgili
et al. 2015) y sobre el uso de fuentes vegetales (productos
de soya y cereales) en su dieta (Segato et al. 2005, 2008) han
demostrado que el verrugato tolera una inclusion relativa-
mente alta de productos vegetales sin tener efectos negativos
en el crecimiento y la eficiencia alimenticia. En juveniles de
corvina (Argyrosomus regius), un esciénido de caracteris-
ticas similares al verrugato, Ribeiro et al. (2015) estudiaron
el efecto de las dietas basadas en vegetales sobre el creci-
miento, los parametros intestinales y los indicadores de estrés
hematoldgico durante 88 d y encontraron que el crecimiento
de la corvina no se vio afectado significativamente por el
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formulate feeds. On the other hand, studies on the muscle
cellularity of fish fed vegetable diets are scarce, with the
few exceptions including a study on the Senegalese sole
(Solea senegalensis) by Valente et al. (2016), who found
that the full replacement of animal proteins with vegetable
proteins resulted in fish having small fiber sizes. So far,
this type of study has not been carried out on the shi drum.
Therefore, in this study we have assessed the influence of
the partial dietary replacement of fish meal and fish oil with
vegetal products on muscle cellularity in juvenile shi drum
and the influence of this diet on growth and nutrient utiliza-
tion performance.

MATERIALS AND METHODS
Feeding trial

An experiment was carried out with a population of juve-
nile shi drum (U. cirrosa) specimens obtained in May 2018
from a stock of spawners adapted to captivity at the Insti-
tuto Espafiol de Oceanografia (Centro Oceanografico de
Murcia, Mazarrén, Spain). Juvenile specimens (7 months
old) weighing 18.98 + 1.20 g (mean = SD) and measuring
11.80 + 0.50 cm (mean total length + SD) were initially fed
with a commercial standard diet (Skretting Espana SA).
At the beginning of the study (day O of the experiment),
270 specimens were randomly distributed into 2 feeding
groups (135 fish per group). Each group was distributed
in three 170-L tanks (45 fish per tank) in a flow-through
system. Water flow rate in each tank was about 250 L/h.
Natural photoperiod conditions were applied throughout the
experiment, which varied between 10L:14D and 11L:13D.
Light intensity was 250 lux. Rearing temperature was kept
between 18 and 20 °C to ensure food intake by the fish.

Experimental diets

The control fish received a commercial standard diet
(Skretting Espafia SA) (group C) and the experimental fish
received a vegetal-based diet (group V). The standard or con-
ventional diet (diet for group C) was formulated and man-
ufactured for gilthead sea bream, but it was used for the
shi drum because there is still no commercial feed for this
species. The vegetal diet (diet for group V) was formulated
and delivered by Biomar (Denmark) and has been used for
juvenile sea bream in previous studies (Benedito-Palos et al.
2016, Simé-Mirabet et al. 2018, Perera et al. 2019). The
diet for group V included partial replacement of fish meal
and fish oil with vegetal products at an 84% inclusion level.
Pellet size was 2 mm in both the diet for group C and the diet
for group V.

The ingredients in the diet for group C were fish meal,
fish oil, oilseeds, cereal grains, blood products, chicken flour,
soybean and rapeseed oils, calcium, phosphorus, vitamin—
mineral mix, and antioxidant and antifungal additives. The
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reemplazo de la harina y el aceite de pescado por ingredientes
de origen vegetal.

Parece que es posible aumentar el porcentaje de productos
vegetales en la dieta de los peces sin reducir el crecimiento
(Segato et al. 2005, 2008; Ribeiro et al. 2015). Ahora es
necesario profundizar en las necesidades especificas de cada
especie para formular un pienso 6ptimo. Por otro lado, existe
una escasez de estudios sobre la celularidad muscular de los
peces alimentados con una dieta vegetal, con algunas excep-
ciones, como el estudio de Valente et al. (2016) en el lenguado
senegalés (Solea senegalensis), en el cual el reemplazo total
de la proteina animal por proteina vegetal dio como resultado
peces con tamaiios fibrilares pequefios. Hasta ahora, este tipo
de estudio no se ha llevado a cabo en el verrugato. Por ello,
en este trabajo hemos estudiado la influencia de la sustitu-
cion dietética parcial de la harina y el aceite de pescado por
productos vegetales en la celularidad muscular de juveniles
de verrugato y la influencia de esta dieta en el crecimiento y
el rendimiento de la utilizacion de los nutrientes.

MATERIALES Y METODOS
Prueba de alimentacion

Se realizé un experimento con una poblacion de juve-
niles de verrugato (U. cirrosa) obtenidos en mayo de 2018 de
una poblacién de reproductores adaptados a la cautividad en
el Instituto Espaiiol de Oceanografia (Centro Oceanografico
de Murcia, Mazarrdon, Espaiia). Los especimenes juveniles (7
meses de edad), que pesaban 18.98 + 1.20 g (media + DE)
y median 11.80 = 0.50 cm (longitud total media + DE), se
alimentaron inicialmente con una dieta estandar comercial
(Skretting Espafia SA). Al comienzo del estudio (dia 0 del
experimento), se distribuyeron al azar 270 especimenes en 2
grupos de alimentacion (135 peces por grupo). Cada grupo
se distribuyd en 3 tanques de 170 L (45 peces por tanque)
en un sistema de flujo continuo. El caudal de agua en cada
tanque era de aproximadamente 250 L/h. Se aplicaron condi-
ciones de fotoperiodo natural durante todo el experimento,
que vari6 entre 10L:14D y 11L:13D. La intensidad de la luz
fue de 250 lux. La temperatura de cultivo se mantuvo entre
18 y 20 °C para garantizar la ingesta de alimentos por parte
de los peces.

Dietas experimentales

El grupo control recibi6 una dieta estandar comercial
(Skretting Espafia SA) (grupo C) y el grupo experimental
recibié una dieta basada en vegetales (grupo V). La dieta
estandar o convencional (dieta para el grupo C) se formuld
y fabricé para la dorada, pero fue utilizada para el verrugato
porque todavia no hay pienso comercial para esta especie. La
dieta vegetal (dieta para el grupo V) fue formulada y entre-
gada por Biomar (Dinamarca) y se ha utilizado para doradas
juveniles en estudios anteriores (Benedito-Palos et al. 2016,
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ingredients in the diet for group V were fish meal, fish oil,
soy protein, corn gluten, wheat gluten, rapeseed cake, wheat
flour, rapeseed oil, palm olein, monocalcium phosphate, histi-
dine, yttrium, vitamin—mineral mix, amino-acid and micronu-
trient mix, and antioxidants. The proximate compositions and
percentages of the main ingredients in the diets are shown in
Tables 1 and 2. For details on the composition of the diet for
group V see also Benedito-Palos et al. (2016). Experimental
diets were fed ad libitum 3 times a day for 62 d (end of the
experiment).

Samplings

Sampling was carried out on day O of the experiment
(when specimens were 7 months old and had not yet been
classified into 2 different dietary groups), on day 27 (when
specimens were 8 months old), and on day 62 (when spec-
imens were 9 months old and the experiment came to an
end). Fish body length and weight were individually mea-
sured on sampling days. The following parameters were also
calculated after sampling on day 27 and day 62: feed con-
version rate (FCR): total amount of consumed feed/weight
gain; specific growth rate (SGR) (% per day): 100 x [(In
final weight — In initial weight)/days]; condition factor (CF)
(g-em™3): 100 x (body weight/lenght?); and daily intake rate
(DIR) (% per day): {supplied feed/[(initial weight + final
weight)/2]days)} x 100. For the final sampling, the orga-
nosomatic indices (hepatosomatic index, HSI; visceroso-
matic index, VSI; and intestine length index, ILI) were also
determined from 5 fish per tank (15 fish per group). Each
organosomatic index was calculated as follows: HSI (%) =
100 x (liver weight/fish weight); VSI (%) = 100 x (digestive
weight/fish weight); and ILI (%) = 100 x (intestinal length/
fish length).

Muscle parameters were measured from 10 fish on day 0,
12 fish per group (4 fish per tank) on day 27, and 12 fish per
group (4 fish per tank) on day 62. Percent survival was cal-
culated for both groups at the end of the experiment. On each
sampling day, the specimens used for the muscle analysis
were slaughtered by an overdose of anesthesia with 60 ppm
of clove oil and then shipped to the Faculty of Veterinary
Sciences at Murcia (Spain).

Table 1. Proximal composition of the control and vegetal diets.
Tabla 1. Composicion proximal de las dietas (control y vegetal).

Composition (%) Control diet Vegetal diet

Protein 48 50.2
Fat 18 21.9
Humidity 10 8.2
Cellulose, ashes, and 24 19.7

nitrogen-free extract
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Sim6-Mirabet et al. 2018, Perera et al. 2019). La dieta para
el grupo V fue una dieta con un reemplazo parcial de harina
y aceite de pescado por productos vegetales con un nivel de
inclusion al 84%. El tamaiio de los granulos fue de 2 mm tanto
en la dieta para el grupo C como en la dieta para el grupo V.

Los ingredientes de la dieta para el grupo C fueron harina
de pescado, aceite de pescado, semillas oleaginosas, granos
de cereales, productos derivados de la sangre, harina de pollo,
aceite de soya y de colza, calcio, fosforo, mezcla de vita-
minas y minerales, y aditivos antioxidantes y antifingicos.
Los ingredientes de la dieta V fueron harina de pescado,
aceite de pescado, proteina de soya, gluten de maiz, gluten de
trigo, torta de colza, harina de trigo, aceite de colza, oleina de
palma, fosfato monocalcico, histidina, itrio, mezcla de vita-
minas y minerales, mezcla de aminoacidos y micronutrientes,
y antioxidantes. La composicion proximal y el porcentaje de
los ingredientes principales de ambas dietas se muestran en
las Tablas 1 y 2. Los detalles de la composicion de la dieta
V se pueden consultar en Benedito-Palos et al. (2016). Las
dietas experimentales fueron administradas ad libitum 3
veces al dia durante 62 d (final del experimento).

Muestreos

Los muestreos se llevaron a cabo en el dia 0 del experi-
mento (cuando los ejemplares tenian 7 meses de edad y atn no
habian sido clasificados en 2 grupos alimenticios diferentes),
en el dia 27 (cuando los ejemplares tenian 8 meses de edad)
y en el dia 62 (cuando los ejemplares tenian 9 meses de edad
y fue el final del experimento). La longitud y el peso de los
peces se midieron individualmente durante los dias de mues-
treo. Ademas, se calcularon los siguientes parametros después
de los muestreos en los dias 27 y 62 del experimento: tasa
de conversion de alimento (TCA): cantidad total de alimento
consumido/aumento de peso; tasa de crecimiento especifico
(TCE) (porcentaje por dia): 100 x [(In peso final — In peso
inicial)/dias]; factor de condicion (FC) (g-cm=): 100 x (peso
corporal/longitud®); y tasa de ingesta diaria (TID) porcen-
taje por dia): {alimento administrado/[(peso inicial + peso
final)/2] dias)} x 100. En el muestreo final también se deter-
minaron los indices organosomaticos (indice hepatosomatico,
IHS; indice digestosomatico, IDS; y el indice de longitud
intestinal, ILI) a partir de 5 peces por tanque (15 peces por
grupo). Cada indice organosomatico se calculd de la siguiente
manera: IHS (%) = 100 x (peso del higado/peso del pez); IDS
(%) =100 % (peso del aparato digestivo/peso del pez); e ILI
(%) = 100 x (longitud intestinal/longitud del pez).

Los parametros musculares se midieron en 10 peces el dia
0, en 12 peces por grupo (4 peces por tanque) el dia 27 y en
12 peces por grupo (4 peces por tanque) el dia 62. El porcen-
taje de supervivencia se calculd para ambos grupos al final
del experimento. En cada dia de muestreo, los peces utili-
zados para el andlisis muscular se sacrificaron por sobredosis
de anestesia con 60 ppm de aceite de clavo y se transportaron
a la Facultad de Veterinaria de Murcia (Espaiia).



Ayala et al.: Influence of vegetal diet on the shi drum

Table 2. Percent fish meal and fish oil vs vegetal meal and vegetal oil
in each diet (control and vegetal).

Tabla 2. Porcentajes de harina y aceite de pescado Vs harina y aceite
vegetales en cada dieta (control y vegetal).

Ingredients Control diet Vegetal diet
Fish meal 15.0 3.0
Vegetal meal 71.7 79.3
Fish oil 6.1 2.5
Vegetal oil 6.0 12.0
Vitamins and 1.2 0.5
minerals mix®

Amino-acid and 2.7

micronutrient mix®

aContents in the control diet: vitamin A = 40,000 IU, vitamin D3 =
750 IU, vitamin C = 160 ppm, vitamin E = 150 ppm, copper =
5 mg/kg, zinc = 90 mg/kg, magnesium = 57 ppm, iron =40 mg/kg,
manganese = 15 mg/kg, iodine = 2 mg/kg, selenium = 20 mg/kg.
Contents in the vegetal diet: calcium =689 g/kg, sodium =108 g/kg,
iron = 3 g/kg, manganese = 1 g/kg, zinc = 1 g/kg, cobalt =2 mg/kg,
iodine = 2 mg/kg, selenium = 20 mg/kg, molybdenum = 32 mg/kg,
retinyl acetate = 1 g/kg, DL-cholecalciferol = 2.6 g/kg, DL-a
tocopheryl acetate = 28 g/kg, ascorbic acid = 16 g/kg, thiamin =
0.6 g/kg, riboflavin = 1.7 g/kg, pyridoxine = 1.2 g/kg, vitamin
B12 = 50 mg/kg, nicotinic acid = 5 g/kg, pantothenic acid =
3.6 g/kg, folic acid = 0.6 g/kg, biotin = 50 mg/kg.

*Contains methionine, lysine, choline, and lecithin.

Quantitative analysis of muscle growth

After obtaining the body length and weight parameters,
cross sections of the specimens were made and whole body
slices 5 mm thick were obtained. The entire muscle cross sec-
tions from every fish were photographed for measurement by
a morphometric analysis system (Sygma-Scan Pro_5). These
body slices were subsequently cut into smaller blocks and
then snap-frozen in 2-methylbutane over liquid nitrogen. Sec-
tions 8 um thick were later obtained from those frozen blocks
with a cryostat (Leica CM 1850) and stained with hematoxy-
lin-eosin for morphometric studies. Muscle growth was quan-
tified by means of the morphometric analysis system. The
following parameters were measured: total cross-sectional
area of the white muscle, number of white muscle fibers,
size (area and minor axis length) of white muscle fibers, and
muscle fiber density (number of white fibers/um?). Average
size was estimated from ~600 fibers (£10 SD) located at the
intermediate and apical sectors of the epaxial quadrant of
the myotome cross section according to the methodology
described by Ayala et al. (2013, 2015) for this species.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using SPSS Sta-
tistics 24. Mean and standard deviation (SD) values were
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Analisis cuantitativo del crecimiento muscular

Después de medir los parametros de longitud y peso
corporal, a todos los especimenes se les realizé una seccion
transversal al eje longitudinal del cuerpo y se obtuvieron
cortes de 5 mm de espesor. Las secciones musculares transver-
sales completas de cada pez se fotografiaron para su medicion
mediante un sistema de analisis morfométrico (Sygma-Scan
Pro_5). Posteriormente, estas secciones corporales se cortaron
en bloques mas pequefios y se congelaron instantaneamente
en 2-metilbutano sobre nitrégeno liquido. Posteriormente, de
esos bloques congelados, se obtuvieron secciones de 8 pum
de espesor con un criostato (Leica CM 1850) y se tifieron
con hematoxilina-eosina para los estudios morfométricos. El
crecimiento muscular se cuantifico mediante el sistema de
analisis morfométrico. Se midieron los siguientes parametros:
area transversa total del musculo blanco, nimero de fibras
musculares blancas, tamafio (area y longitud del eje menor)
de fibras musculares blancas y densidad de fibras muscu-
lares (numero de fibras blancas/pum?). El tamafio medio de las
fibras se estimo a partir de ~600 fibras (+10 DE) ubicadas en
los sectores intermedio y apical del cuadrante epiaxial de la
seccion transversa del miotomo, de acuerdo con la metodo-
logia descrita por Ayala et al. (2013, 2015) para esta especie.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
Statistics SPSS 24. Se calcul¢ el valor medio y la desviacion
estandar (DE) de cada grupo de datos. La distribucion de datos
se analizd para cada dia de muestreo mediante la prueba de
Shapiro—Wilk (P <0.05). Con relacion al tamafio de las fibras,
los datos no mostraron una distribuciéon normal (P < 0.05) y
la prueba de Levene tampoco mostrd variaciones homogé-
neas (P < 0.05). Por ello, se utilizaron pruebas no paramé-
tricas (pruebas de Mann—Whitney y Kolmogorov—Smirnov)
para evaluar el efecto de la dieta sobre el tamafio de las fibras
(P <0.05). Para la mayoria del resto de los parametros, ambas
pruebas (Shapiro—Wilk y Levene) mostraron valores de P >
0.05 y, por ello, se utiliz6 el analisis de varianza; no obstante,
en los casos con valores de P < 0.05 se utilizaron pruebas no
paramétricas.

RESULTADOS
Crecimiento corporal e indices organosomaticos

Antes del comienzo del experimento, todos los ejem-
plares habian sido cultivados bajo las mismas condiciones.
Al comienzo del experimento (dia 0), los valores medios
(+DE) del peso y la longitud corporal total de estos peces
fueron 18.98 + 1.20 gy 11.80 + 0.50 cm, respectivamente. A
los 27 dias del experimento, los valores de longitud corporal
fueron similares en los grupos C y V (P > 0.05), mientras que
los valores de peso corporal fueron significativamente mas
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calculated for each data group. Data distribution for each
sampling day was analyzed by the Shapiro—Wilk test for P <
0.05. Data for size of fibers did not show a normal distribu-
tion (P < 0.05) and Levene’s test did not show homogeneous
variances (P < 0.05) either. Therefore, nonparametric tests
were used (Mann—Whitney and Kolmogorov—Smirnov tests)
to evaluate the effect of the diet on the size of the fibers (P <
0.05). For most of the other parameters, both the Shapiro-
Wilk test and Levene’s test showed values of P > 0.05 and the
analysis of variance was therefore used; however, nonpara-
metric tests were used in cases where P < 0.05.

REsuLTS
Body growth and organosomatic indices

Before the start of the experiment, all specimens had
been reared under the same culture conditions. At the begin-
ning of the experiment (day 0), the mean weight and mean
total body length values (+SD) for these specimens were
18.98 g+ 1.20 and 11.80 cm =+ 0.50, respectively. On day 27,
fish body lengths were similar in groups C and V (P > 0.05),
whereas body weights were significantly lower in V than in
C (Table 3). On day 62 of the experiment (fish 9 months old),
results were similar to those found on day 27. Therefore, fish
body lengths were similar in both groups (P > 0.05). Like-
wise, FCR and SGR values were similar in both groups (P >
0.05), but DIR values were significantly lower in V than in
C (Table 3).

The HSI, VSI, and ILI values were similar in both groups,
with no significant differences (P > 0.05) (Table 3). Percent
survival was 97.3 (£2) and 99.3 (+0.7) for C and V, respec-
tively (P > 0.05). Occasional deaths did occur during han-
dling independent of the diets.

Muscle growth

The muscle cross section from a 7-month-old specimen,
at the beginning of the experiment (day 0), showed the typ-
ical morphological mosaic of postlarval and adult specimens,
with the small fibers interposed with the big fibers (Fig. 1).
On day 27 of the experiment, values for the transverse area
of the white muscle were lower in group V than in group C
(P < 0.05) (Table 4). Regarding muscle cellularity, muscle
hypertrophy was highest in group C (P < 0.05) (Table 4;
Fig. 1b, c). In contrast, the number of white fibers and muscle
fiber density were higher in V than in C, and the difference
was significant for muscle fiber density (P < 0.05). On day
62 of the experiment, the mean value for the transverse area
of the white muscle was lower in V than in C, but it was
not statistically significant (P > 0.05) (Table 4; Fig. 1d, e).
Regarding muscle cellularity, hypertrophy was significantly
higher in V than in C; however, hyperplasia and muscle fiber
density were higher in C and the difference was significant for
muscle fiber density (P < 0.05).
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bajos en V que en C (Tabla 3). A los 62 dias del experimento
(peces de 9 meses de edad), los resultados fueron similares
a los encontrados en el dia 27. Por lo tanto, los valores de
longitud corporal fueron similares en ambos grupos (P >0.05).
De igual manera, los valores de TCA y TCE fueron similares
en ambos grupos (P > 0.05), pero los valores de TID fueron
significativamente mas bajos en V que en C (Tabla 3).

Los valores de THS, IDS e ILI fueron similares en ambos
grupos, sin mostrar diferencias significativas entre ellos
(P > 0.05) (Tabla 3). Los porcentajes de supervivencia
fueron 97.3 (+2) y 99.3 (+ 0.7) para C y V, respectivamente
(P >0.05). Solo hubo muertes ocasionales durante el manejo,
independientemente de la dieta.

Crecimiento muscular

La seccién transversa del musculo de un ejemplar de 7
meses de edad, al comienzo del experimento (dia 0), mostro
el mosaico morfoldgico tipico de ejemplares postlarvarios y
adultos, con pequeiias fibras interpuestas entre fibras grandes
(Fig. 1). A los 27 dias del experimento, los valores del area
transversa del musculo blanco fueron mas bajos en el grupo
V que en el C (P < 0.05) (Tabla 4). Con relacion a la celula-
ridad muscular, los valores mas altos de hipertrofia muscular
se alcanzaron en el grupo C (P < 0.05) (Tabla 4; Fig. 1b, c).
Por el contrario, el nimero de fibras blancas y la densidad de
las fibras musculares fueron mas altas en el grupo V que en el
grupo C y la diferencia fue significativa para la densidad de
las fibras (P < 0.05). A los 62 dias del experimento, el valor
medio del area transversa del musculo blanco fue menor en
el grupo V que en el grupo C, pero no fue estadisticamente
significativo (P > 0.05) (Tabla 4; Fig. 1d, e). Con relacion a
la celularidad muscular, la hipertrofia fue significativamente
mayor en el grupo V que en el grupo C; sin embargo, la hiper-
plasia y la densidad de las fibras musculares fueron mas altas
en C y la diferencia fue significativa para la densidad de las
fibras (P < 0.05).

DISCUSION

Crecimiento corporal, tasa de conversion alimenticia,
tasa de crecimiento especifico, tasa de ingesta diaria y
supervivencia

El peso corporal final de los peces fue mayor en el grupo
C, lo cual fue paralelo a una TID mayor, en comparacion con
el grupo V. Sin embargo, los valores de TCE y de TCA fueron
similares en ambos grupos experimentales. Generalmente, la
TCA en esta especie es de 1.28—1.44 durante el periodo de
pre-engorda (Mylonas et al. 2009). Nuestros valores de TCA
se encontraron dentro de este intervalo en los especimenes
de 9 meses y fueron inclusive atin mas bajos en los especi-
menes de 8 meses (Tabla 3), lo cual indica que ambos tipos de
alimento son eficientes. Los porcentajes de proteina y grasa
en ambos tipos de alimento son adecuados para esta especie
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Figure 1. Cross sections of white muscles from 7- (a), 8- (b, ¢), and 9- (d, e) month-old Umbrina cirrosa specimens. Muscle sections
in (b) and (d) correspond to specimens from the control group. Sections in (¢) and (e) correspond to specimens from the vegetal group.
Hematoxylin and eosin staining. W, white muscle fibers; nW, new white muscle fibers.

Figura 1. Secciones transversales de musculo blanco de ejemplares de Umbrina cirrosa de 7 (a), 8 (b, ¢) y 9 (d, e) meses de edad. Las
secciones musculares en (b) y (d) corresponden a peces del grupo de control. Las secciones en (¢) y (e) corresponden a peces del grupo
vegetal. Tincion con hematoxilina y eosina. W, fibras musculares blancas; nW, nuevas fibras musculares blancas.

DiscussioN

Growth, feed conversion rate, specific growth rate, daily
intake rate, and survival

The final body weight of fish was higher in group C,
which was parallel to the higher DIR, in comparison
with group V. However, SGR and FCR were similar in
both experimental groups. FCR for this species is gener-
ally 1.28-1.44 during the pre-fattening period (Mylonas
et al. 2009). Our FCR values fell within this range for the
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de acuerdo con Segato et al. (2005), y esto puede ser refor-
zado, en parte, por los datos obtenidos en el presente estudio.
Ademas, estos resultados parecen indicar que la composi-
cion (perfil de amino acidos, acidos grasos, etc.) de ambos
alimentos proporciona los nutrientes esenciales para esta
especie.

Segato et al. (2005, 2008) alimentaron a 2 grupos de juve-
niles de verrugato con 2 dietas diferentes, la primera con
un alto contenido de harina de pescado (47.5%) y de aceite
de pescado (16.5%) y la segunda con una menor cantidad
de harina de pescado (41.0-43.0%) y de aceite de pescado
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9-month-old specimens and were even slightly lower for the
8-month-old specimens (Table 3), indicating both types of
feed were efficient. The percentages of protein and fat in
both types of feed are suitable for this species according to
Segato et al. (2005), and this may be reinforced, in part, by
the data obtained in the present study. Also, our results seem
to indicate that the composition of both feeds (amino acid
profile, fatty acids, etc.) provides the essential nutrients for
this species.

Segato et al. (2005, 2008) fed 2 groups of juvenile shi
drum with 2 different diets, the first containing high contents
of fish meal (47.5%) and fish oil (16.5%) and the second
containing a lesser amount of fish meal (41.0-43.0%) and
fish oil (13.0-14.0%) by including vegetable ingredients.
These authors recorded similar values of body weight, SGR,
FCR, and DIR for fish fed both diets. The protein and fish
oil levels used in our experiment were lower than those used
by Segato et al. (2005, 2008). The low acceptance of the
vegetal diet in our experiment seems to indicate an exces-
sively high level of vegetable ingredients. For the meagre
(Argyrosomus regius), a sciaenid of similar characteristics to
the shi drum, Ribeiro et al. (2015) studied the effect of the
replacement of 50% fish meal and up to 100% fish oil with
plant-based ingredients on the growth of juvenile specimens
over a course of 88 d and found that growth and feed effi-
ciency were comparable in all diets. For juvenile gilthead sea
bream, Benedito-Palos et al. (2016) studied the effect of diets
with low fish meal and fish oil contents in juveniles over a
course of 8 months; the control diet (D1) contained 23% fish
meal and the experimental diets (D2, D3) contained only 3%
fish meal. These authors found that fish oil in the D1 diet
was 15.60%, which was reduced to 6.56% in D2 and 2.5% in
D3. The D1 and D2 groups studied by Benedito-Palos et al.
(2016) did not show differences in growth or food efficiency
during almost the entire experimental period but group D3
showed lower dietary efficiency and less growth during the
first 4 weeks of the trial, which was later partially compen-
sated and resulted in a final weight being only 6-7% lower
in D3 than in the control. According to Benedito-Palos et al.
(2016), a very high level of fish meal and fish oil replace-
ment is possible provided that the theoretical requirements
for essential nutrients are met; however, the most extreme
replacement levels (D3, 3% fish meal and 2.5% fish oil)
would require an adaptive period to avoid initial and tran-
sient detrimental effects on growth performance. The D3
diet used by Benedito-Palos et al. (2016) was also tested in
our study (the diet for group V), and the lower final weight
values for fish in group V may indicate that fish require more
time to get fully adapted. However, this issue remains to be
studied. Results similar to those found by Benedito-Palos et
al. (2016) were also found for gilthead sea bream juveniles
by Simo-Mirabet et al. (2018) and Perera et al. (2019). Mor-
tality in our study was not affected by dietary treatments,
which is consistent with the findings of other authors (e.g.,
Segato et al. 2005).
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(13.0-14.0%) al contener ingredientes vegetales. Estos
autores registraron valores similares de peso corporal, TCE,
TCA y TID para los peces alimentados con ambas dietas. Los
niveles de proteina y aceite de pescado utilizados en nuestro
experimento fueron mas bajos que los utilizados por Segato
et al. (2005, 2008). Por lo tanto, la baja aceptacion de la
dieta vegetal en nuestro experimento parece indicar un nivel
excesivamente alto de ingredientes de origen vegetal. Para
la corvina (A. regius), un esciénido de caracteristicas simi-
lares al verrugato, Ribeiro et al. (2015) estudiaron el efecto
de remplazar el 50% de la harina de pescado y hasta el 100%
del aceite de pescado por ingredientes de origen vegetal
durante 88 d en el crecimiento de juveniles y encontraron que
el crecimiento y la eficiencia del alimento fueron similares
con todas las dietas. Para juveniles de dorada, Benedito-Palos
et al. (2016) estudiaron el efecto de dietas con bajo conte-
nido de harina y aceite de pescado durante 8 meses; la dieta
control (D1) contenia 23% de harina de pescado y las dietas
experimentales (D2, D3) contenian solo un 3% de harina de
pescado. Estos autores encontraron que el aceite de pescado
en la dieta D1 fue del 15.6%, el cual fue reducido a 6.56%
en D2 y a 2.5% en D3. Los grupos D1 y D2 estudiados por
Benedito-Palos et al. (2016) no mostraron diferencias en
el crecimiento o en la eficiencia alimentaria durante casi
todo el periodo experimental, pero el grupo D3 mostré una
eficiencia alimenticia mas baja y menor crecimiento durante
las primeras 4 semanas de la prueba, lo que se revirtio parcial-
mente mas tarde, de modo que el peso final en D3 fue solo
un 6-7% menor que en el control. Segun Benedito-Palos et
al. (2016), el reemplazo de un nivel muy alto de harina y
aceite de pescado es factible cuando la dieta proporciona los
requisitos teoricos de nutrientes esenciales; sin embargo, con
una dieta extrema (D3, 3% de harina de pescado y 2.5% de
aceite de pescado), puede ser necesario un periodo de adap-
tacion para evitar efectos perjudiciales iniciales y transito-
rios en el rendimiento del crecimiento. La dieta D3 utilizada
por Benedito-Palos et al. (2016) es la misma dieta que fue
probada en el presente estudio (la dieta para el grupo V), y
el menor peso final de los peces en el grupo V puede indicar
que los peces requieren un periodo de adaptacion mas amplio.
Sin embargo, es necesario realizar nuevos estudios para veri-
ficar esta hipotesis. Resultados similares a los encontrados
por Benedito-Palos et al. (2016) fueron encontrados en juve-
niles de dorada por Simo-Mirabet et al. (2018) y Perera et al.
(2019). La mortalidad en nuestro estudio no se vio afectada
por el régimen alimenticio, lo cual concuerda con lo encon-
trado por otros autores (e.g., Segato et al. 2005).

Influencia de la dieta en los indices organosomaiticos

En nuestro experimento, los indices organosomaticos
fueron similares en ambos grupos, lo que indica una buena
adaptacion del sistema digestivo y el higado a la absorcion y el
metabolismo de los vegetales. Del mismo modo, en el estudio
de Segato et al. (2005), el IHS no cambid significativamente
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Diet influence on organosomatic indices

In our experiment, organosomatic indices were similar in
both groups, which indicates good adaptation of the digestive
system and liver to the absorption and metabolism of vegeta-
bles. Similarly, in the study by Segato et al. (2005), HSI did
not change significantly among groups fed different diets;
however, the vegetal diet produced an increase in VSI, prob-
ably due to the larger intestines. The fact that the vegetable
percentages in the diets used by Segato et al. (2005) are dif-
ferent from those employed in our diets may explain the dif-
ferences in the results between both studies. Benedito-Palos
et al. (2016) also showed that dictary treatments did not
have significant effects on organosomatic indices, although
they reported the highest HSI value for fish in group D3, for
which ILI was also slightly higher with respect to fish from
the other groups. Perera et al. (2019) also discovered that
the intestine was enlarged in fish fed a vegetal diet and they
assumed this to be an effective adaptation mechanism to pre-
serve maximum growth.

Influence of the diet on muscle growth and muscle
cellularity

Growth in fish involves muscle fiber recruitment and
hypertrophy. The number of muscle fibers recruited to reach
a particular girth varies between families and strains and is
influenced by environmental factors including diet, exer-
cise, light, and temperature regimes (Johnston 1999, Ayala
et al. 2003, Lopez-Albors et al. 2003, Johnston et al. 2011).
In the present study, the transverse area of the white muscle
and white fiber hypertrophy were higher in group C than in
group V after 27 days. Similar results have been previously
found for S. senegalensis by Valente et al. (2016), who used
diets with increasing percentages of dietary plant ingredients
(50%, 75%, and 100%). In the study by Valente et al. (2016),
fish fed diets with 50% and 75% vegetable proteins did not
show differences in body or muscle growth, but fish on
100% vegetal protein showed significantly less body growth
(length) and a lower transverse area of the white muscle
and its fibrillar size, as well as showing lower fillet firm-
ness; however, the number of fibers (hyperplasia) was sim-
ilar in all groups. In contrast, our results showed significant
differences in hyperplasia and muscle fiber densities, such
that both muscle parameters were higher in group V than in
group C on day 27. At the end of our experiment, muscle
cellularity showed an opposite trend to that observed for day
27. These results suggest that the vegetal diet influenced the
relative contribution of hypertrophy and hyperplasia to myo-
tome growth in shi drum and that hypertrophy was the most
significantly influenced parameter.

Muscle cellularity influences flesh characteristics, partic-
ularly texture, such that muscle fiber density positively cor-
relates with flesh firmness, as has been observed for the shi
drum (Ayala et al. 2015) and other fish species (Hatae et al.

74

entre grupos con diferentes dietas; sin embargo, la dieta para
el grupo V produjo un aumento del IDS, probablemente
debido a un mayor desarrollo intestinal. Los porcentajes de
vegetales en las dietas utilizadas por Segato et al. (2005) son
diferentes a los empleados en nuestras dietas, lo cual puede
explicar las diferencias en los resultados entre ambos estu-
dios. Benedito-Palos et al. (2016) también mostraron que
el régimen alimenticio no tuvo efectos significativos en los
indices organosomaticos, aunque el IHS mas alto lo encon-
traron en los peces del grupo D3, para los cuales el ILI
también fue ligeramente mayor con respecto a los peces de
los otros grupos. Perera et al. (2019) también descubrieron
que el intestino estaba alargado en los peces que habian sido
alimentados con una dieta vegetal, y esto lo interpretaron
como un mecanismo de adaptacion efectivo para garantizar
el maximo crecimiento.

Influencia de la dieta sobre el crecimiento muscular y la
celularidad muscular

El crecimiento en peces implica el reclutamiento y la
hipertrofia de las fibras musculares. El ntimero de fibras
musculares generadas para alcanzar un tamafio determinado
varia entre las diferentes familias y estirpes familiares de las
especies y esta influenciado por factores ambientales como
la dieta, el ejercicio, la luz y los regimenes de temperatura
(Johnston 1999, Ayala et al. 2003, Lopez-Albors et al. 2003,
Johnston et al. 2011). En el presente estudio, el area trans-
versa del musculo blanco y la hipertrofia de las fibras blancas
fueron mas altas en el grupo C que en el grupo V después
de 27 dias. Resultados similares han sido encontrados previa-
mente en S. senegalensis por Valente et al. (2016), quienes
utilizaron dietas con porcentajes crecientes de ingredientes
vegetales en las dietas (50%, 75% y 100%). En el estudio
de Valente et al. (2016) los peces que habian sido alimen-
tados con 50% y 75% de proteinas vegetales en las dietas no
mostraron diferencias en el crecimiento corporal o muscular,
pero los peces alimentados con 100% de proteina vegetal en
la dieta mostraron un crecimiento corporal (longitud) signi-
ficativamente menor que el resto de los grupos y menor
area transversa del musculo blanco y su tamaiio fibrilar, asi
como una menor firmeza del filete; sin embargo, el nimero
de fibras (hiperplasia) fue similar en todos los grupos. Por el
contrario, nuestros resultados mostraron diferencias significa-
tivas en la hiperplasia y la densidad de las fibras musculares,
de modo que ambos parametros musculares fueron mas altos
en el grupo V que en el C en el dia 27. Al final de nuestro
experimento, la celularidad muscular mostré una tendencia
opuesta a lo observado en el dia 27. Estos resultados mues-
tran que la dieta vegetal influy6 en la contribucion relativa de
la hipertrofia y la hiperplasia al crecimiento del miotomo del
verrugato y que la hipertrofia fue el parametro mas influido
significativamente.

La celularidad muscular influye en las caracteristicas de la
carne, en particular en la textura, de tal forma que la densidad
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1984, 1990; Periago et al. 2005). Hence, the resulting varia-
tion in muscle cellularity in groups V and C can lead to differ-
ences in fillet texture at harvest size. Long-term studies would
be necessary to verify this hypothesis.
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