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Resumen

Se elaboraron 4 alimentos (40% proteina) sustituyendo la harina de pescado
por mezcla harina de soya y polvo de Spirulina (3:1), se adicioné proteasa (Pr),
fitasa (Fi) y levadura (Le) en combinaciones para lograr 4 tratamientos de la
siguiente manera: D1 = Pr+Fi, D2 = Pr+Fi+Le, D3 = Fi+Le, D4 = Pr+Le. Como
alimento control (Co) se utilizd un alimento comercial. Se alimentaron 15 crias
de tilapia por tratamiento (0.47+ 0.02 g) durante 60 dias. Se evaluaron
parametros de crecimiento y excrecion de nitrogeno (N) y fosforo (P) al medio.
Posteriormente 65 crias de trucha (2.8 g) en una granja comercial durante un
total de 170 dias en dos etapas (dia 1-75 =E1, dias 75-170 =E2). En E1 se
utilizaron D1, D3 y Co; en E2 se utilizaron D1 y Co. Se evaluaron parametros
de crecimiento, excrecion de N y P, asi como de respuesta inmune no
especifica. En el laboratorio se alimentaron crias de trucha (1.8 = 2 g) durante
60 dias con D1, D3 y Co para determinar (dia 30) la excrecion de P y
adicionalmente (dia 60) P y proteina en suero sanguineo. En tilapia, no se
observé una reduccion en crecimiento con el uso de harinas vegetales, la
digestibilidad aparente de la proteina fue elevada (< 85 %) y se redujo la
excrecion de P al medio. En trucha, el crecimiento no disminuy6é en E1, sin
embargo en E2 se redujo en comparacién con Co. Las descargas de N fueron
similares entre tratamientos pero se redujo la cantidad de P excretada en
ambas etapas. Los parametros de respuesta inmune no especifica no se
afectaron, con excepcion de la actividad de lizoenzima en E1, que aumentd con
alimentos a base de harina vegetal pero se le atribuye a un periodo de

aclimatacion a los componentes de la dieta pues en E2 se normalizo.
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Introduccion

La acuicultura es el sector de produccién de alimento que a nivel mundial
presenta el mayor crecimiento anual con un promedio del 10% desde 1984
(FAO, 2012).

estable en comparacién con la pesca extractiva que se observa “estancada”

Su tendencia en la figura 1 es de crecimiento relativamente

como se observa. Se estima que para mantener el nivel actual de consumo per
capita, la produccion mundial por cultivo necesitara llegar a 80 millones de
toneladas para el afio 2050 (Subasinghe y Currie, 2005). Sirven como ejemplos
de esta tendencia la tilapia (el segundo grupo mas importante de peces
cultivados a nivel mundial) y la trucha arcoiris, que han presentado un
incremento en su produccién desde 1999 y en México desde 2006 (Figura 2.1y
Figura 2.2 respectivamente).
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Como parte del crecimiento de la actividad, la demanda por alimentos para
organismos acudticos se ha incrementado. Por ejemplo se reporta que la
industria de salmoénidos es una de las mas grandes que involucra acuicultura
intensiva y que demanda un porcentaje significativo de las reservas globales de
harina de pescado (Hart et al., 2010). Esto conlleva a problemas asociados a
los alimentos utilizados para la engorda de los organismos debido a que la
fuente de proteinas (harina de pescado) utilizada en las formulaciones es un
ingrediente costoso y con alta demanda, ademas que el mal uso de los
alimentos que la contienen puede llevar a problemas ambientales.

Los efectos de los desechos de acuicultura en el ambiente acuéatico son
inmediatos y amplios (Cho y Bureau, 1997). Considerando que el alimento es
la principal fuente de contaminacion en acuicultura, el utilizar harina de
pescado como principal ingrediente conlleva a un deterioro producido por la
descarga y la descomposicion de los nutrimentos sobre la calidad del agua. La
harina de pescado contiene grandes cantidades de fosforo en forma de
hydroxiapatita (figura 3) provenientes de huesos molidos (Richie y Brown,
1996; Coloso et al., 2003; Sarker et al., 2011) que al no ser asimilados por el
organismo que los consume, son vertidos al medio y pueden llegar a
desencadenar procesos de eutroficacion (Lanari et al., 1998; Liebert y Portz,
2005). Se estima que aproximadamente soélo el 20% del fosforo de las dietas
comerciales es asimilado por la trucha y el restante 80% se descarga al medio
acuatico (Cheng et.al., 2004). Este elemento es importante en los organismos
pues es un componente de los &cidos nucléicos, del tejido 6seo, de las
membranas celulares, hormonas y escamas y esta directamente relacionado
con las reacciones celulares productoras de energia (Skonberg et al., 1997;
Lellis et al., 2004); sin embargo, en peces la asimilacion de fosforo disuelto en
el medio acuatico es insignificante, por lo que se requiere de fuentes
alimenticias para satisfacer las necesidades de este elemento (Cao et al.,
2007). Cabe mencionar la deficiencia de este elemento en peces puede
producir crecimiento pobre, mineralizacion deficiente y un decremento en la
resistencia a patogenos (McDaniel et al., 2005). Se estima que en la dieta los
niveles optimos de fésforo para trucha arcoiris son de 4 — 6 g / kg (Riche, y

Brown, 1996) y se reporta que los alimentos comerciales actualmente



contienen de 10 a 14.3 g / kg (Satoh et al., 2003; Sarker et al., 2011) por lo

gue los alimentos comerciales exceden los requerimientos para trucha.

Figura 3. Escamas y restos de huesos presentes
en harina de pescado vistas en un microscopio.

Por este motivo los alimentos para trucha son responsables de aportar grandes
cantidades de fésforo al medio ya que la parte de los alimentos que no es
digerida es excretada en forma sélida como heces y en forma soluble en
desechos de metabolismo (amonio, urea, fosfato) (Cho y Bureau, 1997). En
particular los peces descargan en: forma sélida (heces en truchade 3 a5 g/
dia/ 200 g de peso corporal) y disuelta (orina en trucha aproximadamente 0.334
mL / h /100 g de peso corporal) (Guillaume et al., 2004; Dalsgaard et al., 2009).
El fosforo promueve el crecimiento de algas y afecta la calidad del agua,
estimulando procesos de eutroficacion (Riche y Brown, 1996; Skonberg et al.,
1997; Satoh et al., 2003) pues es considerado uno de los nutrientes limitantes
para este proceso en cuerpos de agua dulce (Sarker et al., 2011). Debido a la
eutroficacion se pueden llegar a presentar floraciones de microalgas que
causan un deterioro en la calidad del agua y muertes de organismos (Wang y
Wang, 2009).

Adicionalmente, existen problemas con respecto a su disponibilidad de la
harina de pescado debido a que es el principal ingrediente en los alimentos de

acuicultura por su aporte de proteinas altamente digeribles y bien balanceadas



(Ostaszewska et al., 2005; Biswas et al.,, 2007). La obtencién de la materia
prima para la harina de pescado implica la extraccion de peces, que como
recurso fluctia, mientras que la demanda por los alimentos de acuicultura
continua incrementandose (Tacon y Metian, 2008; Hernandez et al., 2012).

El incremento en los costos de los alimentos en produccion intensiva de
organismos acuéticos, la cantidad de descargas producidas por la actividad y el
deterioro del medio ambiente son razones importantes para considerar como
una prioridad la busqueda de fuentes de proteina que puedan sustituir total o
parcialmente a la harina de pescado (Oliva-Teles y Goncgalves 2001; Kaushik et
al., 2004). Actualmente, las opciones mas viables son las proteinas de origen
vegetal (Davies et al., 1990; Richter et al., 2003; Liebert y Portz, 2007; Uyan et
al., 2006; Santigosa et al., 2008).

Para poder evaluar una nueva fuente de proteina es necesario abarcar ciertos
criterios que permitan concluir que su uso es viable. Como primer paso es
necesario determinar la cantidad, la calidad y disponibilidad de los nutrimentos
que lo componen, (Kopricu y Ozdemir, 2005). En este sentido, las harinas
vegetales presentan dos problemas: un perfil de aminoacidos con ciertas

deficiencias y la presencia de antinutrientes.

Un antinutriente es una substancia, que por si sola o a través de elevados
niveles de sus prod uctos metabdlicos en sistemas vivos, interfieren con la
utilizacion del alimento por el organismo (Liebert y Portz, 2005). Se dividen
principalmente en: 1) factores que afectan la utilizacion y la digestion de las
proteinas (inhibidores de proteasa, taninos y lectinas) y 2) factores que afectan
la utilizacion mineral (fitatos, oxalatos, glucosinolatos, antivitaminas, saponinas,
fitoestrogenos, entre otros) (Rumsey et al., 1994; Kaushik et al., 1995; Francis
et al., 2001; Denstadli et al., 2006; Yamamoto et al., 2010).

Entre los antinutrientes comunmente presentes en harinas vegetales se
encuentra el fitato (Z-hexafosfatos de mio-inositol). Este puede quelar iones di-
y trivalentes como Ca, Mg, Zn, Cu y Fe haciéndolos indisponibles. También se
ha comprobado que los fitatos pueden formar complejos proteina-fitato que

reducen la disponibilidad de las proteinas. Se estima que en promedio la harina



de soya contiene 10-15 g / Kg de fitato (Francis et al., 2001). Las lectinas o
fitohemaglutininas que se encuentran en semillas de leguminosas son capaces
de acoplarse a los carbohidratos formando complejos glico-conjugados
presentes en las membranas que son responsables de la ruptura del
metabolismo en el intestino delgado y de dafios morfolégicos en las
vellosidades (Hart et al., 2010). Los taninos son complejos secundarios de
variadas estructuras quimicas que se dividen en hidrolizables y condensados,
son responsables de interferir con procesos digestivos ya sea por unirse con
enzimas o por unirse a componentes de la dieta como proteinas o minerales.
Las saponinas incrementan la permeabilidad de las células de mucosa en el
intestino delgado e inhiben el transporte activo de nutrientes, aunque las

saponinas difieren en efectividad (Francis et al., 2001).

Entre los ingredientes de origen vegetal, la harina de soya es una de las mas
prometedoras por su contenido de proteina (35-50%), su precio accesible y la
estabilidad de su produccion, por lo cual es en la actualidad utilizada en
piensos para peces omnivoros de agua dulce, en los cuales sustituye hasta el
50% de la harina de pescado (Denstadli et al., 2006; Azaza et al., 2009).

Una posible fuente adicional de proteina vegetal son las microalgas. Se trata
de organismos fotosintéticos microscopicos que han sido considerados en la
actualidad para ser utilizados en acuicultura gracias a su composicién proximal
y a que pueden ser cultivados en espacios pequefios. Spirulina sp es una de
las microalgas mas comunes en cuerpos de agua alcalina tropicales. Su tasa
de crecimiento bajo condiciones de cultivo es mayor que para cualquier cultivo
de plantas terrestres y es cercana a la de microorganismos como las levaduras
y bacterias. Su corto ciclo de vida le permite en un tiempo corto duplicar su
cantidad de biomasa (Olvera-Novoa et al.,, 1998). Actualmente se utiliza en
mezcla con otras fuentes de proteina o como suplemento para alimentos
(Santigosa et al., 2008, Hernandez-Flores et al., 2012). El polvo de Spirulina
puede contribuir al crecimiento de los organismos porque contiene un alto
porcentaje de proteina, que alcanza aproximadamente el 66.6 % (Olvera-

Novoa et al., 1998; Hernandez-Flores et al, 2012), vitaminas E, B12 y biotina



asi como una importante cantidad de acidos grasos especialmente n-3 y n-6.
También posee pigmentos como clorofila, ficobiliproteinas, es una fuente de
tiamina, niacina, piridoxina y cianocobalamina con altos niveles de calcio,
pantotenato, acido folico, inositol, B-caroteno y tocoferol (Olvera-Novoa et al.,
1998).

Por si solos, la harina de soya y el polvo de Spirulina presentan deficiencias en
ciertos aminoacidos, por lo que resultan insuficientes para satisfacer los
requerimientos nutricionales de algunas especies de peces, pero Si son
mezclados pueden completar el perfil de aminoacidos esenciales, por lo cual
representan una alternativa como sustituto de la harina de pescado en
alimentos y para mejorar la asimilacion de los nutrimentos en los alimentos y
contrarrestar el efecto de antinutrientes, se utilizan suplementos como

proteasa, fitasa y levadura.

Las proteasas estan representadas por una enzima gastrica, la pepsina, y
cuatro enzimas pancreaticas: tripsina, quimiotripsina, colagenasa y elastasa.
Son complementarias en su modo de accion, de modo que cada una es activa
sobre enlaces peptidicos bien definidos y diferentes. Segun la secuencia de los
aminodacidos en las cadenas peptidicas, la hidrélisis concluira con aminoacidos
libres o con residuos peptidicos de diferentes tamafios que seran hidrolizados,

a veces, de manera incompleta, por peptidasas (Guillaume et al., 2004).

La fitasa aumenta la disponibilidad del elemento al igual que su asimilacion, por
lo que se logra una reduccion en la emisién de fésforo al medio junto con un
incremento en el crecimiento de los organismos (Lanari et al., 1998; Cao et al.,
2007).

Los probidticos se definen como preparaciones de células microbianas o
componentes microbianos de células que tienen un efecto benéfico en la salud
y bienestar del hospedero (Panigrahi et al., 2005). Las levaduras han sido poco
estudiadas en acuicultura, pero se supone que poseen propiedades

inmunoestimulantes debido a sus complejos componentes de carbohidratos y



contenido de acidos nucleicos, ademas de favorecer la absorcion de
nutrimentos (Oliva-Teles y Gongalves 2001; Lara-Flores et al., 2003; Abdel-
Tawwab et al., 2008). Poseen la ventaja de ser las Unicas fuentes de proteina
unicelulares presentes en cantidades considerables en el mercado.
Constituyen una buena fuente de proteinas y son ricas en vitamina E y en las

del grupo B (Guillaume et al., 2004).

Cuando se pretende alimentar a organismos con materias alternativas se debe
balancear correctamente los nutrimentos en el alimento para obtener un
crecimiento adecuado: esto implica verificar que las proteinas sean digeridas y
que los lipidos y carbohidratos sean utilizados para energia (Cho y Bureau,
1997). Durante los afios se ha reforzado el concepto que las deficiencias o
excesos nutricionales pueden dafar los complicados y delicados mecanismos
de operacion en el mantenimiento del bienestar de un organismo (Kiron et al.,
1995). La posibilidad de utilizar una nueva fuente de proteina dependera de
respuestas fisiologicas como el crecimiento, respuesta inmune y la descarga de
nutrimentos al medio (principalmente nitrégeno y fésforo) de los organismos

que la consumen.



Antecedentes

En general las semillas de leguminosas (principalmente soya) se han utilizado
como ingrediente en alimentos debido a su alto contenido de proteina (Olvera,
et al., 1988). Existe una gran cantidad de trabajos referentes a sustituciones de
harina de pescado por harina de soya (Refstie et al., 1997; Refstie et al., 2000;
Drew et al., 2005; Ostaszewska et al., 2005) y, aunque en menor cantidad, por
polvo de Spirulina (El-Sayed et al., 1994; Mustafa et al., 1994; Olvera-Novoa et
al., 1998).

Una gran parte de los autores que trabajaron con soya como sustituto
coinciden en que el sustituir la harina de pescado con elevados porcentajes de
harinas vegetales genera problemas de crecimiento en los organismos que los
consumen. Rumsey et al. (1994) y Biswas et al. (2007) concluyeron que para
evitar crecimiento deficiente es necesario utilizar hasta un 40 % de harina de
soya como sustituto en tilapia. Por otro lado Heikkinen et al. (2006) reportan un
incremento en la tasa de conversion del alimento en trucha arcoiris por la
inclusién no mayor a 45 % de harina de soya en alimentos. Aunque también es
posible sustituciones elevadas como en los trabajos de Tacon et al. (1983) y
Smith et al. (1988) quienes reportaron que se puede sustituir aproximadamente
75 % de proteina de harina de pescado por harina de soya sin efectos
adversos en el crecimiento o la utilizacion del alimento cuando se alimenta a
truchas arcoiris de un peso mayor a 30 g. En 2008 Yue y Zhou reportaron que
es posible sustituir el 60 % de harina de pescado por harina de soya
suplementada con aminoacidos en crias de tilapia, pues en porcentajes mas
elevados el crecimiento se ve afectado.

Por otra parte la adicion de altos porcentajes de productos vegetales causa
una reduccion en la palatabilidad y aceptabilidad del alimento lo que ha sido
evidenciado en salmoénidos (Satoh et al., 2003).Es bien conocido que la
palatabilidad en un alimento puede afectar la tasa de ingestion, Refstie et al.
(1997) demostraron que en trucha arcoiris puede presentar una adaptacion
cualitativa de sustituciones de hasta 40% en dietas en un periodo de 7 dias,
mientras que los resultados en experimentos de crecimiento demuestran que
una adaptacion a sustituciones de 60% ocurre hasta el segundo mes de

alimentacion. Sarker et al. (2011) reportan que una completa sustitucion o una



reduccion en la cantidad de harina de pescado, combinada con el uso de
fuentes alternas de proteina han sido evaluadas con éxito en juveniles de
salmonidos.

En el caso de la microalga Spirulina la cantidad de trabajos es menor que con
harina de soya; sin embargo destacan las investigaciones de Mustafa et al.
(1994) quienes observaron un incremento en la biomasa al suplementar el
alimento con un 2 % de polvo de Spirulina en pargo rojo y Nandeesha et al.
(1998) quienes reportaron que es posible una sustitucion de 100% sin afectar
crecimiento en carpa. Olvera-Novoa et al. (1998) reportaron resultados
positivos en crecimiento de crias de tilapia con 40 % de polvo de Spirulina
como sustituto de la harina de pescado.

Son pocos los trabajos en los cuales se han utilizado estos dos ingredientes
mezclados como sustitutos. Entre ellos destaca Hernandez-Flores et al (2012)
quienes reportaron que mezclas de harina de soya y polvo de Spirulina
generan crecimientos en trucha arcoiris similares a los generados al utilizar
alimentos comerciales. Esto coincide con lo reportado por Gomes et al (1995)
quienes no encontraron diferencias en la tasa de crecimiento especifico de los
organismos al combinar fuentes de proteina vegetal, por lo que la utilizacion de
mezclas de fuentes vegetales para sustituir harina de pescado es una opcion
viable.

Como se ha mencionado, la problematica asociada a las harinas vegetales
radica en la dificultad de utilizar altos porcentajes de sustitucion debido a la
presencia de antinutrientes, que producen alteraciones fisiolégicas (Refstie et
al., 2000; Heikkinen et al., 2006; Sealey et al.,, 2009). Moyano et al. (1999)
demostraron la sensibilidad de la tilapia a inhibidores de proteasa presentes en
alimentos vegetales, a pesar de sus habitos herbivoros. Richter et al. (2003)
reportaron una disminucion en el crecimiento de tilapia alimentada con
inclusiones mayores a 10 % de hojas de moringa principalmente por la
presencia de antinutrientes. En el caso de sustituciones con harina de soya, se
ha observado actividad inmunolégica en forma de antigenos y alérgenos pues
se produce una hipersensibilidad que se manifiesta en reacciones

gastrointestinales creando problemas en el proceso digestivo. Estos



desdrdenes son provocados principalmente por proteinas globulares: glicina fl-
conglicinina (Rumsey et al., 1994).

En salménidos, se ha comprobado que la digestibilidad de proteina cruda de
fuentes vegetales es generalmente menor que la de harina de pescado (Drew
et al., 2005). Por ello es necesario incrementar la disponibilidad de nutrimentos
provenientes de estas fuentes por lo que se ha adicionado al alimento
proteasa que actuan sobre las proteinas. De acuerdo a Drew et al. (2005) son
pocos los trabajos en los cuales se evalla el efecto de proteasas en especies
como los salmédnidos, sin embargo mencionan que este efecto se ha estudiado
ampliamente en cerdos y pollos donde se ha observado una mejora en la
digestibilidad y eficiencia del alimento.

Uno de los suplementos cuyo efecto se encuentra documentado es la fitasa
microbiana en alimento para peces, pues se ha demostrado que incrementa
significativamente la biodisponibilidad de fésforo (Cheng y Hardy, 2003; Liebert
y Portz, 2005) asi como la del nitrégeno unido a un fitato; de esta manera se
reducen las descargas de fosforo al medio acuatico (Forster et al., 1999; Cao et
al., 2007; Sarker et al., 2011). Cho & Bureau (1997) sugieren que se adicione
fitasa en las dietas que contienen niveles muy bajos de harina de pescado o
productos animales.

Se han utilizado diversos agentes quimicos, polisacaridos, extractos de plantas
y nutrientes en alimentos de peces para que actien a manera de
inmunoestimulantes. Actualmente se trabaja en la suplementacion de alimento
para promover la salud en los peces y se enfoca principalmente en los B-
glucanos (Welker et al., 2007). Se ha comprobado que la levadura en alimentos
para alevines de tilapia genera efectos positivos en crecimiento debido a la
presencia de ciertos nutrientes como [B-glucanos (Lara-Flores et al., 2003);
también se ha observado una relacion directa entre el crecimiento de los
organismos y la concentracién de levadura presente en el alimento (Abdel-
Tawwab et al., 2008). Oliva-Teles y Gongalves (2001) sustituyeron durante 12
semanas parte de la harina de pescado por levadura de cerveza en dieta para
juveniles de Dicentrarchus labrax concluyendo que es posible sustituir hasta un
50% de la harina de pescado sin generar efectos negativos en el crecimiento y

que la sustitucion con un 30% de levadura mejora la eficiencia del alimento asi
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como la utilizacion de la proteina. Oliva Teles et al. (2006) obtuvieron buen
crecimiento con el 23% de sustitucion con levadura y Fournier et al. (2006)
incorporaron 17.4 % de levadura sin afectar significativamente la tasa de
crecimiento de la trucha arcoiris y la eficiencia de la dieta, aunque en otros
estudios sobre el efecto de la sustituciéon de harina de pescado por levadura se
ha demostrado que se puede afectar el crecimiento (Rumsey et al. 1991),
posiblemente por la escasa palatabilidad del alimento a causa de la inclusion

de la levadura.
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Pregunta de investigacion

¢La utilizacion de una mezcla de polvo de Spirulina y harina de soya como
sustituto de harina de pescado suplementada con proteasa, fitasa y levadura
es suficiente para tener un alimento que genere un crecimiento de tilapia y
trucha arcoiris similar al alimento comercial y que reduzca significativamente

las emisiones de nutrimentos al medio?

Hipoétesis

Se ha observado que una sola fuente de proteina vegetal en los alimentos
puede provocar problemas en el organismo debido a la disminucion en la
cantidad y calidad de los aminoacidos que contiene y la presencia de

antinutrientes, por lo que una mezcla de varias fuentes de proteina vegetal

generaran un mejor aprovechamiento y digestibilidad de los nutrimentos.
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Objetivos

General

Evaluar el efecto de dietas elaboradas con mezclas de polvo de Spirulina sp. y
harina de soya (Glycine maxima) suplementadas con fitasa, proteasa y/o
levadura en juveniles de tilapia (Oreochromis sp.) y trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).

Particulares

-Determinar el crecimiento en juveniles de tilapia y de trucha arcoiris con dietas
con sustituciones totales de harina de pescado por mezclas de polvo de
Spirulina y harina de soya adicionadas con proteasa, fitasa y levadura.
-Determinar el consumo de oxigeno de juveniles de tilapia.

-Determinar la excrecion de fosforo a través de excretas y orina de juveniles de
tilapia y trucha arcoiris.

-Determinar la cantidad de compuestos nitrogenados excretados por juveniles
de tilapia y trucha arcoiris.

-Determinar la respuesta inmune no especifica en juveniles de trucha arcoiris.
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Materiales y Métodos

Disefio Experimental.

Se realizaron 3 pruebas de alimentacion con las diferentes especies utilizando
dietas experimentales sustituyendo el total de harina de pescado por harina de
soya y polvo de Spirulina. Las pruebas con tilapia se realizaron en las
instalaciones del Laboratorio de Produccion Acuicola de la FES-lIztacala
(UNAM). Las pruebas con trucha arcoiris se llevaron a cabo en la Granja “Los
Alevines” en el municipio de Amanalco, Estado de México. De igual maneta las
pruebas para determinar P excretado por trucha se realizaron en las

instalaciones del Laboratorio de Produccion Acuicola de la FES-Iztacala.

Obtencion de los organismos.

Tilapia

Los alevines de tilapia se obtuvieron del centro acuicola “Zacatepec” en el
municipio de Zacatepec, Morelos. Los organismos se transportaron en bolsas
de plastico con oxigeno hasta las instalaciones del laboratorio de produccion
acuicola de la FES lztacala. Dentro de las instalaciones se colocaron en
peceras de 200 L durante 30 dias para evaluar su estado de salud y durante
este tiempo se alimentaron con alimento comercial (Nutripec-Purina, alimento
con 42% de proteina y 10% de grasa).

Trucha

Los alevines de trucha arcoiris se obtuvieron del centro acuicola “El Zarco” en
Ocoyoacac, Estado de México. Los organismos fueron transportados en bolsas
de plastico con oxigeno sobre una cama de hielo para mantener una
temperatura aproximada de 5 °C hasta llegar a las instalaciones de la granja
truticola “Los Alevines”. Una vez ahi, se colocaron en tinas de 1000 L en una
zona destinada a cuarentena durante 40 dias. Durante este tiempo se les
alimento con alimento comercial y se observaron a los organismos en busca de

signos de enfermedad.
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Figura 4A. Diagrama de flujo en orden cronoldgico de pruebas realizadas en organismos.
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Zona de trabajo con trucha “Amanalco de Becerra”

_.;#,.

Figura 4b. Municipios que colindan con Amanalco de Becerra.

El Municipio de Amanalco, esta registrado como delegacién niumero 007del
Estado de México y pertenece a la Region XV Valle de Bravo, situdndose su
Cabecera Municipal en las coordenadas 19° 15" de latitud norte y 100° 01" de
longitud oeste, a una altitud de 2,320 m.s.n.m. Limita con los municipios (figura
4b) de Villa Victoria y Villa de Allende al norte, con Valle de Bravo y
Temascaltepec al sur, con Almoloya de Juarez y Zinacantepec al este, y con
Donato Guerra y Valle de Bravo al oeste.

Predomina el clima templado subhimedo, la temperatura media anual es de
13.4 °C, con una maxima de 29.7 °C y una minima de 0.5 °C. Segun la
Estacion Amanalco la temperatura minima media mensual es de 3.1 °C y se da
durante el invierno debido a las heladas y algunas nevadas; mientras que la
temperatura maxima media mensual es de 255 °C y se da durante la
primavera.

La precipitacion promedio total anual es de 1,214.4 mm, y alrededor del 76%
de la lluvia total del afio y la temporada de vientos frios provenientes del norte y
del Pacifico se presentan en el otofio.

Hidrologicamente el territorio de Amanalco se ubica dentro de la parte alta y

media de la cuenca Valle de Bravo-Amanalco, y se considera como zona de
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recarga hidrica ya que en el Municipio existen 445 manantiales, con un gasto
total de 2,096.05 L.P.S., y que generan anualmente un volumen de
66°101,032.8 litros de agua segun la Secretaria del Medio Ambiente.

La hidrografia del Municipio se complementa con la presa Corral de Piedra, la
laguna Capilla Vieja, y 13 arroyos que conforman los dos principales rios: el rio

Amanalco y el rio Molino — Los Hoyos.
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Formulacion de las dietas.

Tilapia

El alimento para tilapia se elabor6é de acuerdo con los resultados de trabajos
previos en los cuales se utilizé6 una sustitucion de harina de pescado por una
mezcla de 75 % de harina de soya y 25 % polvo de Spirulina (Hernandez-
Flores et al., 2012), y se evaluaron estos alimentos sin los suplementos. El
alimento se balance6 para obtener un 40 % de proteina mediante el cuadro de
Pearson. Se utilizé este porcentaje de acuerdo con Siddiqui et al. (1988)
quienes determinaron que es el adecuado para crias de tilapia (Oreochromis
niloticus) con un peso menor a 40 g. Los alimentos se suplementaron con
proteasa (RONOZYME® ProAct, paises bajos) (Pn), fitasa
(RONOZYME® phytases, paises bajos) (Fi) y levadura (Pronat ultra) (Le) en
combinaciones para lograr 4 tratamientos de la siguiente manera: D1 = Pr+Fi,
D2 = Pr+Fi+Le, D3 = Fi+Le, D4 = Pr+Le (Tabla 1). Un quinto tratamiento de
alimento comercial se utiliz6 como control (Co). Para minimizar la oxidacion de
los lipidos durante el almacenamiento, las dietas se sellaron en bolsas
plasticas y se almacenaron a -20 °C hasta su uso (Azaza et al., 2009).

Trucha

En trucha arcoiris, los tratamientos administrados se obtuvieron del trabajo
previo de Hernandez-Flores et al. (2012) asi como de los resultados de este
trabajo con tilapia. Se eligieron las dietas Pr + fit (D1) y Fit + Lev (D3), pues en
tilapia generaron los mejores crecimientos en los organismos. Aunque no se
trate de la misma especie ni los mismos habitos alimenticios, se esperd que se
presentara una respuesta fisiologica similar. Como alimento control se utilizo
una marca comercial (Co) de alimento para trucha (Purina).

El porcentaje proximal se ajust6 de acuerdo a los requerimientos de

nutrimentos reportados por la NRC (1993).

18



Tabla 1. Formulacion de los alimentos (g/KQ).

Tratamiento

Ingredientes (Q)

D1 D2 D3 D4 Co
Harina de Pescado 0 0 0 0
Harina de Soya 450 450 450 450
Polvo de Spirulina 150 150 150 150
Aceite de Higado 50 50 50 50
de Bacalao
Lecitina de Soya 50 50 50 50
Mezcla de Vitaminas 40 40 40 40 Alimento
y Minerales Comercial
Dextrina 100 100 100 100
Gluten 83.6 83.6 83.6 83.6
a- Celulosa 74.8 59.8 60.6 60.6
Fitasa 0.8 0.8 0.8 0
Proteasa 0.8 0.8 0 0.8
Levadura 0 15 15 15

Tabla 1.1. Composicion proximal de los alimentos.

D1 D2 D3 D4 Co
Proteina (%) 400 40+3 45+1 38+2 41+2
Fosforo (%)  0.56£0.08  0.38+0.01  0.56+0.15  0.52+0.09  0.36+0.04
Ceniza (%) 60.2 4+0.4 4+0.4 5+0.5 11+0.5
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Pruebas de alimentacion.

Tilapia:

Se aplicaron un total de 4 tratamientos y un control (con 3 repeticiones para
cada uno), que se probaron en el interior del laboratorio en tanques de 15 litros
cada uno con un sistema de filtracion interna, por un periodo de 50 dias. Cada
10 dias los organismos de cada tanque se pesaron para registrar la biomasa y
ajustar la cantidad de alimento suministrado. Se utilizaron 10 individuos
juveniles por unidad experimental que fueron seleccionados aleatoriamente y
de los cuales se registr6 la talla (longitud total y longitud patron Figura 4c) y
peso inicial (0.47 + 0.02 g). En los dias que se pesaron los organismos no se
alimentaron. La densidad de siembra recomendada para organismos de esta
talla es de 1 organismo / litro (FAO, 2008-2012), y en este experimento se
utilizé una densidad inicial de 0.6 organismos / litro.

La cantidad de alimento suministrado diariamente por tanque fue del 7% de la
biomasa total distribuido en 2 raciones al dia (9 y 15 hrs). Se alimentaron a los
organismos manualmente hasta que visualmente alcanzaron el punto de
saciedad, que se consideré cuando el pez no consumia ni buscaba mas
alimento. El alimento no consumido se colectdé y pes6. Diariamente se
revisaron los tanques por posibles decesos, los peces muertos fueron

removidos y pesados para recalcular las raciones.

Tabla 2. Parametros del agua en pruebas con tilapia.

Oxigeno disuelto (mg /L) 5.25+0.1
Temperatura (°C) 22.3+0.2

pH 8.66+0.03

20



Trucha:

La cantidad de alimento suministrada diariamente a los organismos fue de 7%
de la biomasa corporal en peso himedo y se repartié en dos porciones al dia
(10 y 16 hrs). En trucha arcoiris se requieren 15 horas para vaciar un 1% de
biomasa corporal en humedo de alimento, por lo que de acuerdo a la curva de
evacuacion del 80-90 % requieren de 6 horas, el final de las cuales
corresponde con el regreso del apetito (Riche et al., 2004). Durante 170 dias,
cada 15 dias se pesaron a los organismos para reajustar la cantidad de
alimento suministrado y registrar el crecimiento. En los dias que se pesaron los
organismos no se alimentaron.

Durante los primeros 75 dias (E1), se administraron 2 dietas experimentales
(D1 y D3) y una control (por triplicado). Los organismos se alimentaron
manualmente hasta que visualmente alcanzaron el punto de saciedad (que se
consider6 cuando el pez no consumia ni buscaba mas alimento), el alimento
que no fue consumido se colect6 y pesd. Los organismos se mantuvieron en
tanques de 500 litros y cada uno contuvo 65 peces con un peso inicial de 2.8 g.
El flujo de agua se revisé una vez al dia para asegurar un flujo similar en todos
los tanques. El fotoperiodo fue natural a lo largo del experimento y varié de
acuerdo a la duracion del dia. El alimento no consumido se colecté y peso.
Diariamente se revisaron los tanques por posibles decesos, los peces muertos

fueron removidos v pesados para recalcular las raciones.
Figura 4c. Medidas morfométricas tomadas de los organismos (Lagler et al. 1984).

Longitud Patrén

Longitud Total
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Después de 75 dias, los organismos se transfirieron a estanques de concreto
circulares de 10 m de diametro por un metro de profundidad (Volumen
aproximado= 78,500 L) con flujo de agua de 120 L / min. En cada estanque se
albergaron 200 individuos con un peso inicial de 12.8 £ 0.2 g durante 95 dias
(E2). De acuerdo a los resultados obtenidos en E1, donde se mantuvieron en
las tinas de fibra de vidrio, se eligio la dieta que generd mejor crecimiento en
los organismos (D1) y se utilizd6 un alimento comercial para trucha (Purina)
como dieta control. Los organismos se alimentaron con un 5% de la biomasa
corporal himeda. Se le dio la misma atencion de alimentacion y pesado a los

organismos que en E1.

Tabla 3. ParAmetros del agua en pruebas con trucha.

Oxigeno disuelto (mg /L) 6.97 £ 0.05
Temperatura (°C) 14.3+£5

pH 74402
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Parametros determinados en organismos

Las variables de respuesta determinadas en las distintas etapas se resumen en

la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Pruebas realizadas a los organismos

Tilapia Trucha Trucha  Trucha
El E2 Lab

Ganancia en peso X X X X
Tasa crecimiento especifico X X X X
Tasa de ingestion X X X -
Tasa conversion del alimento X X X -
Tasa conversion de la proteina X X X -
Supervivencia X X X -
Factor de condicion - X X X
Coeficiente aparente digestibilidad X - - -
Consumo O, X -- -- --
Nitr6geno excretado X X X -
Fosforo excretado X X X X
Fosforo en heces X X - -
Lipidos en intestino X - - -
Proteina en intestino X - -- --
Proteina en musculo X - X --
Actividad de la lisoenzima -- X X -
Proteina en suero -- X X X
Tabla 3.1 continuacion.

Fosforo suero -- X X X
Actividad  explosiva de los --
macrofagos - X X

Proteina en moco -- - X -
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Parametros de crecimiento y alimento.
Ganancia en Peso GP (g) (Adelizi et al., 1998):
GP = [(Peso final organismos — Peso inicial organismos) / Peso inicial

organismos] * 100

Tasa de Crecimiento Especifico TCE (%) (Refstie et al.,1997):
TCE = [(In Peso final — In peso inicial ) / nimero de dias de alimentacién | *
100

Tasa de Ingestion Ti (Mundheim et al., 2004):
Ti = [Alimento ingerido en MS (materia seca, g) / Pez / Dia]

Tasa de Conversion del Alimento (Adelizi et al., 1998)
TCA =[GP (g) / Alimento Consumido( g) ]

Tasa de Conversion de la Proteina (Adelizi et al., 1998)
TCP =[GP / Consumo de Proteina (g) ]

Factor de Condicion (K) (Ricker, 1975)):
K= ((Peso organismo g/ (Longitud total cm)?® -) *100

Coeficiente de Digestibilidad Aparente de la Proteina.

Para obtener el Coeficiente de Digestibilidad Aparente de la Proteina en el
alimento se utiliz6 como marcador 6xido de cromo se agregoé a las dietas (1%)
en el momento de su elaboracion. Con las dietas adicionadas con cromo se
alimentaron a los organismos de la manera como se menciona en la seccion de
‘pruebas de alimentacién” con la diferencia que 30 minutos después se
colectaron las heces, que se secaron a 60 °C durante 24 horas, pulverizaron y
almacenaron para su utilizacion en determinacion de proteina por Micro Lowry
descrita en el producto “Total Protein kit, Micro Lowry, Petersons modificacion”

(Sigma, St. Louis, MO) utilizando 10 mg de muestra. La cantidad de cromo
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presente en heces se determind por la técnica de Furukawa y Tsukahara
(1966) utilizando 50 mg de muestra.

Para determinar el Coeficiente de Digestibilidad Aparente de la proteina se
utilizé la siguiente formula (Gutierrez et al., 2009):

CDA% = 100 [1— (Cf/Ci) (Mi/Mf)]

Donde Ci y Cf son las concentraciones (%) del nutriente y Mi y Mf son las
concentraciones (%) del marcador inerte (Cr,O3) en la dieta ingerida y las

heces producidas respectivamente.

Consumo de oxigeno y excrecién de fésforo y nitrégeno.

Al finalizar las pruebas de alimentacion de tilapia, se pesaron e introdujeron
aleatoriamente 10 organismos de cada tratamiento en recipientes individuales
sellados que contenian agua con concentraciones conocidas de oxigeno

disuelto (Oi), fosforo y nitrdgeno conocidas.

Después de 30 minutos se midio la concentracion de oxigeno final (Of) en los
recipientes con un oximetro (YSI 85, YSI Incorporated, Ohio, EUA) y se
analizaron muestras de agua para determinar la cantidad excretada de Ny P
de acuerdo a la técnica del manual HACH 380 N Ness para N y 480 P React.
Mo para P (HACH, Loveland, CO) usando un espectrofétometro (HACH DR
2800).

El oxigeno consumido y el nitrégeno y fésforo excretados se calcularon por
diferencia entre los valores finales y los iniciales.

En el caso de trucha, cada 15 dias durante todo el experimento se colectaron
muestras de agua de cada uno de los tanques. Una hora después y en
recipientes diferentes se colectaron muestras nuevamente. Las muestras se
transportaron en una hielera al laboratorio donde se determinaron las

concentraciones de fosforo y nitrdgeno presentes.
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Fosforo en heces

La recoleccion de heces de los organismos se hizo manualmente con la ayuda
de una red 30 min después de alimentarlos como ya fue mencionado. Estas se
deshidrataron, pulverizaron y analizaron para determinar la cantidad de fésforo
presente mediante el método 10127 Test "N Tube Vials (HACH, Loveland, CO)
con la modificacion de utilizar como muestra 0.01 g de heces deshidratadas
agregando 5 ml de agua destilada para disolverlas. Las muestras tratadas se
usaron para determinar por espectrofotometria (HACH DR 2800) la cantidad de

P presente.

Extraccion de lipidos en intestino, proteina en intestino y musculo:

Al final de las pruebas de alimentacién se eligieron aleatoriamente organismos
de cada tratamiento que fueron sacrificados con una concentracién de 200 mg /
| de Tricaina metanosulfonato (MS-222). Una vez sacrificados, se obtuvieron
muestras de intestinos y de masculo para cada tratamiento para determinar los
respectivos porcentajes de lipidos y de proteinas.

Los lipidos se determinaron por el método descrito por Bligh y Dyer (1959) y la
cantidad de proteina se determiné mediante técnica Micro Lowry descrita en el
producto “Total Protein kit, Micro Lowry, Petersons modificacion” (Sigma, St.
Louis, MO).

Pruebas inmunoldgicas.
Suero sanguineo

Una vez concluidas las fases de alimentacion en tinas de fibra de vidrio y
estanques de concreto, se obtuvieron muestras de la vena caudal de
organismos de cada tratamiento. La sangre obtenida se refrigerd por 3 horas a
2 °C y después se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos. Se decanto el
suero sanguineo y se almacend a -40 °C hasta su utilizacion (Welker et al.
2007).
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Actividad de la lisoenzima

La prueba para determinar la actividad de la lisoenzima presente en suero
sanguineo se bas6 en la lisis de bacterias gram positivas Micrococcus
lysodeikticus (Lifilizado; Sigma, St. Louis, MO) sensibles a la lisoenzima (Kiron
et al. 1995). Se agregaron 100 pl de suero sanguineo a 1900ul de M.
lysodeikticus en suspensién acuosa (0.2 mg mL™ en 0.05 M NaH,PO,4 a 25 °C)
(Caruso et al., 2002). Se registraron 3 lecturas de absorbancia en una longitud
de onda de 530 nm con espectofotometro (HACH DR 2800), a los 30
segundos, 4.5 min y 20 min después de agregar el suero sanguineo. Las
unidades de actividad de la lisoenzima (U) se definen como la cantidad de

enzima que causa un decremento en la absorbancia de 0001 min L™.

Proteina en suero sanguineo:

La determinacion de la concentracién de proteina en suero se realizé utilizando

100 pL de muestra con la misma técnica usada para el musculo.

Fésforo en suero sanguineo:

El fosforo en suero sanguineo se determind utilizando 50 pl con el mismo

método de fosforo en heces.

Actividad explosiva de los macrofagos

Se realizo al final de 75 dias y 170 para determinar la actividad respiratoria
“explosiva” de los macréfagos del rifidn, los rifiones disectados se colocaron en
medio Leibovitz L-15 suplementado con 0.1% de suero fetal bovino (Burrells et
al. 1999).Una vez aislados se cultivaron los macrofagos durante 3 dias y la
actividad se determiné con la reduccion del colorante azul nitrotetrazolium

(NBT) como lo describen Chung y Secombes (1988).
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Proteina en moco:

Se determing al finalizar los 170 dias de prueba con la técnica descrita por
Yokoyama et al. (2006). Consté en elegir aleatoriamente 6 peces de cada
tratamiento, colectar en un area de 1 cm? con un hisopo estéril la mucosa
cutanea para inmediatamente suspenderla en 1 ml de solucién salina fosfatada
(pH = 7.2) y centrifugada (2000 g, 10 min a temperatura ambiente). La proteina

se determind como en los casos anteriores.
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Trucha Laboratorio

Fosforo excretado por orina y branquias, proteina y fésforo en suero

sanguineo.

En el laboratorio de produccion acuicola de la FES-lztacala se realizé un
complemento al proyecto. Al finalizar todas las pruebas se consiguieron truchas
arcoiris de un peso inicial de 1.8 £ 2 g. Los tratamientos D1, D3 y Co se
administraron (racion = 7% biomasa por tanque) por triplicado a 20 organismos
gue se mantuvieron en tanques de 100 litros durante 60 dias en un sistema de
recirculacion. Los organismos se alimentaron a las 8:00 y 17:00 horas.

En el dia 30 se realiz6 una prueba para determinar el fésforo excretado por
organismos cada dos horas durante 14 horas, iniciando a las 6:00 am. Se peso
e introdujo 1 organismo por tanque (3 por tratamiento) en recipientes de 250 ml
(con una concentracion inicial conocida de fosforo disuelto) durante 40 minutos.
Posteriormente se obtuvo una muestra del agua del recipiente y se analizé
para determinar el fosforo disuelto mediante la técnica 480 P React. Mo para P
(HACH, Loveland, CO) y se analiz6 como se describié previamente.

En el dia 60 de alimentacion, cada dos horas durante 6 horas se realizo el
mismo procedimiento que en el dia 30, con la diferencia que se extrajo sangre
a organismos sacrificados (con una concentracion de 200 mg/l de Tricaina
metanosulfonato, MS-222). La sangre se proces6 como Sse menciona

previamente en el texto, y se analizd para proteina y fésforo de igual manera.

Tabla 4. Parametros del agua en pruebas con trucha en

laboratorio.

Oxigeno disuelto (mg /L) 7.16 £ 0.06
Temperatura (°C) 14.7+0.2

pH 9.3+0.06
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Analisis estadistico.

Los datos referentes a crecimiento, excrecion de P y N, extraccion de lipidos,
digestibilidad de la dietas y respuesta inmunoldgica obtenidos a los largo de las
pruebas de alimentacién se analizaron con ANDEVA de una variable. Las
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, se evaluaron con
la prueba de Tukey con nivel de significancia P < 0.05 para cada grupo de
comparaciones. En el caso de resultados de E2 (truchas en Amanalco) se
utilizé la prueba de T de student para muestras independientes para determinar
diferencias significativas. Los resultados se presentan como medias + ES (error
estdndar de la media), De encontrarse, distintas letras indican diferencias
significativas. Las pruebas de ANDEVA y de diferencias se realizaron con el
software Minitab ver. 15 (Minitab Inc., PA, EUA).
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Resultados

Tilapia.

Las ganancias en peso y la tasa de crecimiento especifico que se obtuvieron
con los cuatro tratamientos no resultaron diferente del tratamiento Co (Figura 5
y Tabla 5 respectivamente). La misma falta de diferencia se observo para las
tasas de ingestion, de conversion del alimento y eficiencia de la proteina (tabla
5). En todos los tratamientos la supervivencia supero el 80 %. En la figura 6 se
observa que a los 50 dias el crecimiento de peces alimentados con alimento
comercial no incrementa. Los coeficientes de digestibilidad aparente de la
proteina en los tratamientos con proteina vegetal superaron el 90 % sin
diferencias significativas entre dietas (figura 7).

El consumo de oxigeno de los organismos no varié entre tratamientos (Figura
8). En la figura 9 se observa que las dietas experimentales muestran una
tendencia una mayor excrecion amoniacal que con dietas a base de harina,
aunqgue la diferencia no resulté estadisticamente significativa (P < 0.05). En la
figura 10 se observa que la excrecion de fésforo no mostré una diferencia
significativa entre los tratamientos, mientras que el fésforo presente en heces
disminuy¢ significativamente con los tratamientos D2, D3 y D4 en comparacion
con los demas tratamientos (Figura 11).

En cuanto a los lipidos en intestino, se observdé un incremento con los
alimentos de proteina vegetal que resulté significativo (P < 0.05) para los
tratamientos D3 y D4 en comparaciéon a Co (figura 12). La cantidad de proteina
en intestino humedo mostr6 una tendencia a valores mayores en los
tratamientos con proteina vegetal pero solo fue significativo en el tratamiento
D4 en comparacion con Co (figura 13). Los valores medios de proteina en
musculo fueron ligeramente superiores con harinas vegetales que con Co,
aunque no mostraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)

entre ellos (Figura 14).
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Figura 5. Ganancia en peso de las tilapias alimentadas con
distintos tratamientos durante 60 dias (No se observaron
diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Tabla 5. ParAmetros de tilapia alimentadas con distintos tratamientos. Los
datos son las medias de los tratamientos + Error estandar. De encontrarse,

distintas letras en la misma linea horizontal indican diferencias significativas.

D1 D2 D3 D4 Co

TCE 1.51+0.11 1.25+0.04 1.46+0.24 1.38+0.19 1.29+0.08

Ti 0.025+0.001 0.022+0.001 0.026+0.004 0.024+0.002 0.021+0.001
TCA  0.5+0.03 0.4+0.06 0.5+0.03 0.4+0.03 0.4+0.09
TCP 0.86%0.1 1.02+0.1 0.86+0.1 0.98+0.1 0.94+0.1
SUR  80%7 84+4 91+2 91+2 84+2

TCE-= Tasa de Crecimiento Especifico; Ti = Tasa de ingestion; TCA = Tasa de conversion del alimento; TCP = Tasa de
conversion de la proteina; SUR = Supervivencia; TCE = [(In Peso Final — In peso inicial ) / Nimero de dias de
alimentacion ] * 100; Ti = [Alimento ingerida en MS (materia seca, g) / Pez / Dia]; TCA = [ GP (g) / Alimento Consumido
(9) 1; TCP =[GP / Consumo de Proteina (g) ]
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Figura 6. Crecimiento (g) de las tilapias alimentadas con dietas
con sustitucién completa de la harina de pescado con una mezcla
de harina de soya y polvo de Spirulina.
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Figura 7. Coeficiente de Digestibilidad Aparente de la Proteina (no
se observaron diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 10. Fosforo excretado por juveniles de tilapia (no se
observaron diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 11. Fosforo en heces de tilapia alimentada con los
distintos tratamientos
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Figura 13. Proteina en intestino hiumedo de tilapia.
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Figura 14. Proteina presente en filete de tilapia (no se observaron
diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 8. Oxigeno consumido por tilapias (no se observaron
diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 9. Nitrbgeno amoniacal excretado por juveniles de tilapia
(no se observaron diferencias significativas a este nivel (p <

0.05).
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Trucha en granja Amanalco

Con respecto al crecimiento registrado en los organismos, se puede observar
que durante los primeros 75 dias (E1) las medias de la ganancia en peso
(Figura 15) y de la tasa de crecimiento especifico (tabla 4) de organismos
alimentados con harinas vegetales fueron similares al tratamiento Co. Sin
embargo en la segunda etapa (E2) se observa un incremento estadisticamente
significativo en las medias de ganancia en peso (Figura 16) y tasa de
crecimiento especifico (Tabla 6) de los organismos alimentados con Co. En
cuanto a los resultados de tasa de ingestion, tasa de conversion del alimento y
tasa de eficiencia de la proteina (tabla 6) se observa la misma tendencia que
en los casos anteriores: en E1 los valores son similares entre los tratamientos
pero en E2 el tratamiento Co muestra un incremento en comparacioén con D1.
La supervivencia de los organismos del tratamiento E3 fue la menor de todos
los tratamientos, en E2 los organismos con el tratamiento Co obtuvieron el
menor porcentaje de supervivencia.

El factor de condicidon se mantuvo por debajo de 1.5 en todos los tratamientos
(figura 19) al final de E1 y en E2 (figura 20) se ubicé en valores cercanos a 1.4
para los tratamientos D1 y Co.

Con respecto a la excrecion de nutrimentos al medio se presentaron
fluctuaciones en nitrégeno y fosforo que coinciden con los aumentos de flujo
por fendmenos meteorologicos (Figura 21 y Figura 22). En el fosforo
descargado al medio a través de heces de trucha alimentadas con tratamientos
a base de harinas vegetales (figura 23) se observé una reduccién
estadisticamente significativa (P < 0.05) que es aproximadamente 6 veces
menor al registrado con el alimento control.

La cantidad de proteina en musculo de organismos alimentados con D1fue

similar con el tratamiento Co (figura 24).
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La actividad de la lisoenzima en E1 (figura 25) fue menor en organismos
alimentados con dietas con alto contenido de proteina vegetal en comparacién
con Co, sin embargo en E2 la actividad fue similar en organismos alimentados
con los distintos tratamientos (figura 26)

El porcentaje de proteina presente en suero sanguineo fue mayor en E1 en
organismos alimentados con el tratamiento Co (figura 27), sin embargo la
diferencia entre los tratamientos fue menor en E2 entre los tratamientos (figura
28). El porcentaje de fésforo en suero sanguineo en E1 (figura 29) fue similar
en los tratamientos con excepcion de Co que mostré un leve incremento, en E2
el tratamiento Co superd estadisticamente (P < 0.05) a D1 en este parametro
(figura 30).

La actividad explosiva de los macrofagos mostré el menor valor en organismos
alimentados con D3 y el mayor con D1 en E1 (figura 31), en E2 mostr6 un valor
muy similar entre tratamientos (figura 32).

El porcentaje de proteina en moco mostrd un ligero aumento (no significativo)

en el tratamiento D1 (figura 33).
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Figura 15. Ganancia en peso de truchas alimentadas con
distintos tratamientos durante 75 dias (no se observaron
diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 16 . Ganancia en peso de truchas alimentadas con
distintos tratamientos durante 95 dias (dias de experimentacién
75-170).
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Tabla 6. Parametros relacionados al alimento de truchas alimentadas con

distintos tratamientos. Los datos son las medias de los tratamientos + Error

estandar. De encontrarse, distintas letras en la misma fila horizontal indican

diferencias significativas.

D1 D3 Co

TCE El 2.310.1 2+0.2 2.1+0.1

E2 2.1° - 2.5£0.1°
Ti El 0.19+0.01 0.18+0.01 0.19+0.01
(g/pez/dia) E2 0.83% - 1.17°

El 0.95+0.08 0.80+0.06 0.81+0.06
TCA b

E2 1.19° -- 1.39

El 2.1+0.02 2.1+0.01 1.840.01
TCP b

E2 34 -- 3.5
SUR El 84+2 67121 785
(%) E2 70 -- 50
Ti = Tasa de ingestion; TCA = Tasa de conversion del alimento; TCP = Tasa de conversién de la proteina; SUR =

Supervivencia; E1= Primeros 75 dias;

E2= Segundos 95 dias; TCE = [(In Peso Final — In peso inicial ) / Nimero de

dias de alimentacion ] * 100; Ti = [Alimento ingerida en MS (materia seca, g) / Pez / Dia]; TCA = [ GP (g) / Alimento
Consumido (g) ]; TCP =[GP / Consumo de Proteina (g) ]
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Figura 18. Peso de los truchas alimentados con distintos
tratamientos durante 95 dias (dias de experimentacion 75-170).

43



2.5

2.0
- A
2
=2
2 15
S Z /ﬁ ——D1
H]
o
- __=‘=__ =—D3
2 10
o sl O
]
b4
0.5
00 T T T T
15-may 29-may 12-jun 26-jun 10-jul
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tratamientos durante 170 dias..
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Figura 23. Fosforo en heces de organismos alimentados con
distintos tratamientos al final de 75 dias.
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Figura 24. Proteina en mudsculo organismos alimentados con
distintos tratamientos al final de 170 dias (no se observaron
diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 25. Actividad de la lisoezima presente en suero
sanguineo de truchas alimentadas con distintos tratamientos
durante 75 dias.
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Figura 26. Actividad de la lisoezima presente en suero
sanguineo de truchas alimentadas con distintos tratamientos
durante 95 dias (dias de experimentacion 75-170).
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Figura 27. Proteina presente en suero sanguineo de truchas
alimentadas con distintos tratamientos durante 75 dias (no se
observaron diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 28. Proteina presente en suero sanguineo de truchas
alimentadas con distintos tratamientos al final de 95 dias (dias
de experimentaciéon 75-170) (no se observaron diferencias
significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 29. Fosforo presente en suero sanguineo de truchas
alimentadas con distintos tratamientos durante 75 dias (no se
observaron diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 30. Fosforo presente en suero sanguineo de truchas
alimentadas con distintos tratamientos al final de 95 dias (dias
de experimentacion 75-170)
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Figura 31. Actividad explosiva de los macréfagos presente en
suero sanguineo de truchas alimentadas con distintos
tratamientos durante 75 dias (no se observaron diferencias
significativas a este nivel (p < 0.05).
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Figura 32. Actividad explosiva de los macréfagos presente en
suero sanguineo de truchas alimentadas con distintos
tratamientos durante 95 (dias de experimentacién 75-170) (no se
ohservaron diferencias sianificativas a este nivel (n < 0.05).

50



350 +

300 -

250 -

200 -

150 -

100 -

mg proteina / ml de moco

50 +

D1 Co

Figura 33. Proteina en moco de truchas alimentadas con
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Fosforo excretado por orina y branquias, proteina y fosforo en suero
sanguineo.

Como medida extra, se determiné GP, TCE y K en los organismos mantenidos

en el laboratorio para corroborar su adecuado desarrollo (tabla 7).

Tabla 7. Parametros de crecimiento de organismos alimentados durante 60
dias con distintos tratamientos. Los datos son las medias de los tratamientos *
Error estandar. No se encontraron diferencias significativas entre las medias de

los tratamientos.

D1 D3 Co
GP 204.2 £ 24.6 192.3 +£25.3 277.6 +20.4
TCE 1.44 +£0.17 1.39+0.12 1.73 £ 0.07
K 1+0.1 1 11+0.1

GP = Ganancia en peso; TCE = Tasa de crecimiento especifico; K = Factor de conversiéon; GP = [(Peso final
organismos — Peso inicial organismos) / Peso inicial organismos] * 100; TCE = [(In Peso Final — In peso inicial ) /
Numero de dias de alimentacion ] * 100.

A los 30 dias se observo un incremento en los valores del fésforo excretado por
la mafiana, mientras que por la tarde (16:00 hrs aproximadamente) se observo
un decremento y estabilizacion en el fosforo excretado por los tratamientos D1
y Co (Figura 34). Los organismos alimentados con D3 parecen mostrar la
tendencia contraria a los demas tratamientos. A los 60 dias los valores de D1y
Co muestran similares comportamientos y D3 nuevamente supera a ambos

tratamientos (figura 35).
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Los valores de proteina en suero sanguineo de los organismos aumentan
después de ser alimentados y se comportan de manera similar entre los
tratamientos (figura 36).

Los valores de fosforo en suero sanguineo de organismos de las dietas con
proteina vegetal aumentan con el tiempo después de ser alimentados, y con
Co aumentan al ser alimentados pero tienden a disminuir con el tiempo(figura
37).
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Figura 34. Fdésforo excretado por organismos a los 30 dias de ser
alimentados con distintos tratamientos.
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Figura 35. . Fosforo excretado por organismos a los 60 dias de ser
alimentados con distintos tratamientos.
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Figura 36. Proteina en suero sanguineo de organismos a los 60 dias de ser
alimentados con distintos tratamientos.
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Figura 37. Fosforo en suero sanguineo de organismos a los 60 dias de ser
alimentados con distintos tratamientos.
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Discusion

Tilapia

El crecimiento de los organismos depende de la calidad del alimento que
ingieren, la frecuencia, el estadio de madurez y de las condiciones
ambientales. Normalmente, la ventaja de utilizar harina de pescado es que
posee una elevada palatabilidad y digestibilidad para los peces (Yousif et al.,
1996) lo cual se refleja en crecimientos 6ptimos para la produccién de peces.
Las harinas vegetales pueden generar bajos valores de tasa de ingesta (Ti) y
como resultado los peces no obtienen suficientes nutrimentos para mantener
funciones metabdlicas y crecer (Santiago et al.,1988). Sin embargo en este
trabajo el crecimiento no se vio reducido significativamente con el uso de
harinas vegetales. Esto posiblemente se debe a varios factores como por
ejemplo la suplementacién con enzimas (proteasa y fitasa), asi como
probidticos que mejoraron la digestibilidad de nutrimentos. Estos resultados se
pueden comparar con los de Hernandez-Fores et al. (2012) quienes utilizaron
una dieta similar sin complementos y obtuvieron un menor desempefio en
comparaciéon con los tratamientos control, por lo cual se puede inferir una
mejoria en la asimilacién por la adicion de suplementos.

En algunas especies de peces el alimento retenido en el estbmago se acumula
en la region fundica, en donde entra en contacto con celulas secretoras de
acido localizadas en la cara ventral de la mucosa, mientras que la tilapia posee
la habilidad de pasar el alimento directamente del eséfago al piloro y de ahi a
los intestinos sin la necesidad de que permanezca mucho tiempo en la region
fundica. Sin embargo en tilapia se ha reportado que este proceso puede ser
una desventaja ya que el alimento entrante al intestino no recibe lo beneficios
de la hidrdlisis y mezcla original (Riche et al., 2004). Al suplementar con
elementos que favorecen la digestion es posible que se haya superado esta
desventaja de los procesos digestivos en tilapia, debido a que no se
presentaron diferencias en los parametros de crecimiento.

Se han reportado valores (Siddiqui et al.,1988) de TCE similares en tilapias con
un peso inicial de 0.8 g alimentadas con 40 % de proteina a los obtenidos en

este trabajo ( tabla 5). De igual manera para TCP los valores son similares a
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los reportados por Yousif et al. (1996) que obtuvieron valores en los rangos de
1.54-0.77 utilizando sustituciones de harina de pescado por datil. Los valores
en este experimento se pueden deber a el uso de organismos de una talla
pequefia y al corto tiempo de experimentacion, tomando en cuenta que los
peces pueden pasar por un periodo de aclimatacion a un nuevo alimento.
Mientras el organismo se acostumbra, la tasa de ingestion es reducida y por
ende el crecimiento se ve influenciado. Una sugerencia es alimentar a los
organismos con los tratamientos dias antes de comenzar las pruebas.

Algunos autores como Richter et al. (2003) han expuesto a lapsos de tiempo
similares obteniendo valores comparables a los obtenidos en este trabajo al
incluir durante 7 semanas hojas de moringa en alimento de tilapia resultando
en ganancias en peso dentro de los rangos de 269 -168 %. Otros autores que
han trabajado con sustituciones de alimento en tilapia como por ejemplo, Yue y
Zhou (2008) quienes utilizaron harina de semilla de algodon obteniendo
resultados muy similares en TCA 1.4 a 1.2, aunque sus datos de TCE y TEP
superan a los de este trabajo (4.1 a 3.8 y 2.4 a 2.2 respectivamente). Esto se
puede deber ala fuente de proteina y posiblemente también a la etapa de
desarrollo pues trabajaron con tilapias de un peso inicial de 6.2 g y por un
periodo de 8 semanas. La misma explicacion puede aplicarse a Olvera-Novoa
et al. (1998) quienes alimentaron tilapias con un peso inicial de 0.2 g durante 9
semanas con inclusiones de hasta un 100% de Spirulina, obteniendo valores
de TCE de 4.7 a 1.2, TCA de 1.03 a 3.64, TCP 2.02 a 0.85. De igual manera
Martinez-Palacios et al (1988) alimentaron tilapia mossambica de un peso
inicial de 0.37g con sustituciones de hasta 47.22% harina de semilla de
Canavalia ensiformis obteniendo TCE 3.09 a 2.56, Ti (mg/dia) y 27 a 23 mg/dia
en sustituciones, TCA obtuvo 0.95 en tratamientos control y en las
sustituciones 1.55 a 0.96,

Como se pude observar con los trabajos de otros autores, los valores de Ti,
TCA y TCP varian considerablemente dependiendo de la etapa en la que se
encuentre el organismo al cual se alimenta, el tiempo de exposicion al alimento

y el tipo de alimento.
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Para poder evaluar el efecto de los alimentos en algunos parametros utlizados
en inmunologia, era necesario la extraccion de sangre. Desafortunadament el

tamafio de los organismos no permitio la extraccion y andlisis de la sangre.

indice de digestibilidad aparente de la proteina

La digestibilidad se define como la porcion consumida de un nutrimento
organico que es “aparentemente absorbida” por el organismo y que no ha sido
extraido en heces (Rodehutscord et al., 2000).

La principal preocupacion al utilizar harinas vegetales es la presencia de
antinutrientes que bloquean la absorcion de minerales y proteinas reduciendo
su biodisponibilidad (Azaza et al., 2009). Se ha reportado que de 5-6 g de acido
fitico /kg de dieta puede reducir el crecimiento de trucha arcoiris (Richter et al.,
2003). En los resultados referentes a la digestibilidad aparente de las proteinas
se observan valores superiores al 90% para los tratamientos con alta
concentracion de proteina vegetal (Figura 7). Esto se puede deber la adicion de
suplementos (proteasa y fitasa) que aumentaron la disponibilidad de las
mismas para los organismos favoreciendo su capacidad de digestion. Esto al
contrarrestar el efecto de los antinutrientes (como acido fitico), favoreciendo la
digestién con proteasas y adicionar probidticos que liberan enzimas. También
influy6 en gran medida el bajo pH en el estbmago de peces con hébitos
herbivoros, el cual permite extraer los nutrimentos de la célula vegetal sin
romper la pared celular. Este proceso es muy sencillo y rapido para la tilapia
considerando que su estdmago tiene el menor valor de pH entre los peces, con
valores cercanos a 1 (Olvera Novoa et al., 1998). Otros autores realizaron
pruebas de digestibilidad de harinas vegetales en peces obteniendo valores
menores a los obtenidos en este experimento. Cabe destacar que no se
observé una combinacion de suplementos que favoreciera la digestion o el
crecimiento, con lo cual en el periodo de tiempo de alimentacion es posible
utilizar alguna de estas combinaciones. Yue y Zhou (2008) sustituyeron harina
de pescado por harina de semilla de algodon obteniendo valores de 92 % en su
tratamiento control y 83 % con las sustituciones; de igual manera Azaza et al.
(2009) reportan valores de digestibilidad de proteina en los rangos de 89.8 -

81.4 % en tilapia utilizando harina de Vicia faba (haba) como sustituto de harina
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de pescado. Martinez-Palacios et al. (1988) utilizaron semilla de Canavalia
ensiformis para alimentar tilapia y obtuvieron en su tratamiento control un valor
mas bajo (85%) que en sus tratamientos con sustituciones (93-91%). Olvera et
al. (1988) alimentaron tilapias durante 58 dias con sustituciones con harina de
semilla de Sesbania y obtuvo la misma tendencia que el autor anterior, pues
los organismos alimentados con el tratamiento control mostraron un valor de
digestibilidad menor (88%) que los tratamientos con sustituciones (91- 83),

aungue no con todos los tratamientos.

Oxigeno consumido

Diversas son las razones por las cuales puede incrementarse el consumo de
oxigeno en organismos. Por ejemplo, en trucha arcoiris se ha reportado un
incremento en la producciéon de O, de leucocitos en la parte anterior del rifién
(Panigrahi et al., 2005) que corresponde con una suplementacién de levadura
hasta por 20 dias en comparacidn con tratamientos control. Aunque se
suplementaron dietas con levadura, este aumento en el consumo de oxigeno
no se observo en los resultados de este trabajo. También se ha reportado que
un incremento en el consumo de oxigeno puede deberse a el costo metabdlico
de la digestion y la asimilacién de los nutrientes de los alimentos (Accion
dinamica especifica) (McDaniel et al., 2005; Sanchez-Avila, 2012). Esto pues la
mitocondria produce aproximadamente el 90% de la energia en células
animales. La eficiencia de la alimentacion y la funcion mitocondrial estan ligada
por el concepto de energia de alocacion por lo que se ha comprobado la
relacion entre la eficiencia de la alimentacion, crecimiento y respiracion (funciéon
mitocondrial) (Eya et al. 2011).

En la figura 8 se observa que no hubo diferencias significativas en el oxigeno
consumido por organismos alimentados con los distintos tratamientos. Esto
indica que los organismos con cualquiera de los tratamientos no presentan
dificultades en el proceso digestivo, por lo que su utilizacidon no representa: A)
Un costo energético extra que perjudicara el crecimiento, B) un consumo extra

de oxigeno que pudiese afectar en cultivos con altas densidades.

Nitrégeno excretado
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Existe una relacion directa entre la cantidad de nitrogeno excretado y la
cantidad de proteina cruda presente en el alimento (Davidson et al. 2013) y en
general el nitrégeno disuelto excretado corresponde del 50-60% del total del
nitrogeno ingerido (Cho & Bureau, 1997). Por tanto, elevados niveles de
amoniaco / amonio son el resultado de incrementar la cantidad de proteina en
la dieta, sin embargo la fuente de proteina no tiene un efecto significativo sobre
la produccion de amonio (Brunty et al., 1997). Wright (1993) reporta que los
peces excretan del 60-95% del nitrégeno de la dieta en forma de amonio y que
por cada kilogramo de alimento consumido produciran 19.5 g de NHX-N y
posiblemente hasta 300 g de NH4-N.

Debido a que en este trabajo se formularon las dietas para que fueran
isoprotéicas, los niveles de nitrogeno al medio no se redujeron a causa de los
diferentes tratamientos. Parte de la importancia de conocer la cantidad de
nutrimentos que se adicionan al agua por peces radica en la posibilidad de
disefiar eficientemente sistemas de reutilizacion de agua. Los niveles totales de
nitrogeno amoniacal pueden ser un factor limitante para el reuso del agua,
debido a que en niveles elevados puede reducir la vitalidad de los peces y/o el
crecimiento 0 en casos extremos causar la muerte. El conocimiento de la
excrecion de nitrégeno al medio permitira minimizar desechos de proteina,
reducir costos y produccion de amonio (Brunty et al., 1997) reflejandose en un
beneficio econémico (productor) y un menor aporte al deterioro de la calidad
ambiental. Las descargas de nitrdgeno también afectan a los cultivos intensivos
de peces, pues el agua que se utiliza generalmente no pasa por procesos de
filtracion y seguramente ha recorrido por varias granjas, acumulando
nutrimentos (como N) cada vez que circula por una granja pues la acuicultura
por si misma es dependiente de la buena calidad del agua (Cho y Bureau,
1997).

Una preocupacion con harinas provenientes de organismos unicelulares es la
alta concentracion de acidos nucleicos, (de 5-12% en levaduras y 8-16% en
bacterias). En levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) el nitrogeno del
acido nucleico esta presente principalmente en forma de RNA y representa
aproximadamente del 20-25% del nitrégeno. En humanos y la mayoria de los

animales monogastricos, un exceso en acidos nucleicos en la dieta resulta
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toxico, debido a que la capacidad de excretar acido urico es limitada, llevando
a la deposicion de acido urico en el cuerpo y a posibles desérdenes
metabdlicos. Sin embargo, no se ha encontrado dicho efecto en peces debido a
su higado altamente activo (Oliva-Teles y Goncalves, 2001), como tampoco se

encontré un aumento en la excrecion de nitrégeno amoniacal.

P enaguay heces

Se ha reportado que la digestibilidad del fosforo y su retencidon es mayor en
peces alimentados con dietas de proteina de plantas en comparacion con
dietas a base de harina de pescado (Davidson et al. 2013).

Aunque los valores de fésforo excretado por branquias y orina en el caso de los
alimentos con harinas vegetales son ligeramente menores en comparacion al
que contiene harina de pescado la reducciébn no resultd estadisticamente
significativa (figura 10). Esto en parte coincide con la literatura, pues atribuyen
una disminucion en las emisiones al uso de harinas vegetales, que contienen
menos fosforo que las animales (Sarker et al., 2011). Sin embargo la tabla 1
indica que los alimentos con proteina vegetal contienen cantidades similares de
fésforo. Esto implica que si bien los alimentos contienen cantidades similares
de P, la disponibilidad y asimilacién del mismo difieren causando una mayor
proporcion de P no asimilado y presente en las heces de los organismos
alimentados con la dieta control (Fig. 11).

En particular, el uso de fitasa + proteasa (D1) no reduce significativamente el P
en heces, a diferencia de cuando se adiciona levadura. Al parecer la levadura +
proteasa tienen un mejor efecto para aumentar la asimilacion de P como se
observa en el D4, que la fitasa + proteasa (D1). Los resultados indican que la
levadura por si misma, o suplementada con fitasa logra incrementar la
asimilacion del P en trucha arcoiris que es alimentada con harinas vegetales.
Otro factor que favorece la reduccidon en emisiones en tilapia a diferencia de
otros peces, es que la tilapia posee un sistema digestivo adecuado para digerir
la materia vegetal. Los resultados en cuanto a fésforo en tilapia indican que
una combinacion adecuada de fuentes de proteina alternativas
(suplementadas) a la harina de pescado son una opcién para reducir la

dependencia de harina de pescado como fuente principal de proteina, pero
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también disminuir emisiones de fosforo al medio sin influenciar negativamente

el crecimiento de los organismos (Satoh et al., 2003).

Lipidos y proteina en los organismos

Un incremento en la cantidad de lipidos de la dieta tiene un efecto marcado
sobre la proteina en el alimento pues se ha demostrado que incrementar la
cantidad de lipidos reduce cuantitativamente la necesidad de harina de
pescado necesaria para generar crecimiento satisfactorio en trucha arcoiris
(Reinitz. y Hitzel, 1980) ademas de aumentar el contenido de lipidos en los
organismos. La cantidad de lipidos presentes en intestino de los organismos
aumentdé en peces alimentados con tratamientos que contienen altas
concentraciones de harina vegetal, aunque solamente de manera significativa
para los tratamientos D2 y D3 (Figura 12). Esto podria deberse a la interaccién
fitasa-levadura, pues solo en dietas donde se encontraba esta combinacion el
incremento fue significativo. Probablemente la presencia de estos 2
suplementos en combinacion favorezca la asimilacion de lipidos en tilapia. Eya
et al. (2011) reportan que para adultos de trucha arcoiris alimentados con
alimento comercial durante 16 semanas, el porcentaje de lipidos en visceras
es de 10-11 %, que son valores similares a los porcentajes obtenidos en este
trabajo. Por otro lado, Reinitz y Hitzel (1980) encontraron una relacién inversa
entre la cantidad de lipidos presentes en el alimento y los porcentajes de
humedad y lipidos totales en trucha arcoiris. Aunque en este trabajo se
presentd un incremento en comparacion con organismos alimentados con
tratamiento Co, el incremento no es elevado cuando se compara con lo
reportado por la literatura. Generalmente los altos niveles de lipidos en la
composicion de los organismos se asocian con decrementos en la calidad de la
salud aunque pudiese resultar favorable aumentar la cantidad de lipidos en el

momento de transicion del criadero a instalaciones de produccion.
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Se presentd un incremento en la cantidad de proteina de intestino en
organismos alimentados con dietas que contenian levadura como suplemento
(figura 13) y aumento significativamente en organismos del tratamiento D4.
Esto se debe probablemente a que la levadura funciona como probidtico que
se adhiere a la pared del intestino (Sanchez-Avila, 2012), posiblemente el uso
de levadura aumento la cantidad de flora intestinal en los organismos lo cual se
veria reflejado en un incremento en la cantidad de proteina presente en
comparacion a el tratamiento Co.

Existe una relacion directa sobre la cantidad de lipidos y cenizas presentes en
los organismos con respecto al tipo de harina y tratamiento con el cual son
alimentados los organismos (Olvera et al., 1988). En general, se ha reportado
en tilapia valores de proteina en muestra himeda de musculo en el rango de
16.1-12.4% (Martinez-Palacios et al. 1988; Yousif et al., 1996; Azaza et al.,
2009), equivalente aproximadamente a 60-46% en materia seca. Estos valores
resultaron mas elevados que los encontrados en este trabajo. Reinitz y Hitzel
(1980) reportan que en trucha arcoiris la retencion de proteina en musculo no
difiere significativamente por los niveles de proteina digestible e indice de
energia en la dieta.

Por los resultados obtenidos en crecimiento y excrecion de Ny P, es posible
asegurar que en el caso de tilapia los alimentos que generan el mejor
crecimiento, reducen las descargas de fosforo al medio y no afectan la
supervivencia son los tratamientos D1 y D3. Aunque se sugiere atender
recomendaciones como: un tiempo mas prolongado de exposicion a los
alimentos con el objetivo de observar los efectos mas detalladamente sobre
exposiciones prolongadas. El experimentar por mas tiempo y obtener
organismos de mayor talla ayudaria a extraer sangre y realizar pruebas sobre
parametros inmunolégicos. De esta manera obtener una vision mas integral

sobre los efectos de las sustituciones de harina animal por vegetal.
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Trucha en granja Amanalco

La falta de diferencias en crecimiento que se registr0 durante el primer
experimento se debe posiblemente a una mayor resistencia o capacidad para
digerir y asimilar el alimento de los peces en etapas tempranas en comparacion
con organismos de mayor edad. Esto podria explicar porque organismos de
mayor talla (E2) presentan una reduccion significativa en los valores de GP y
TCE (figura 16 y tabla 6) en tratamientos con harinas vegetales en
comparacion con alimento Co. Al parecer el utilizar altas concentraciones de
sustitucion en el alimento y por un lapso de tiempo prolongado afecta el
crecimiento de los organismos. Lo publicado por Francesco et al. (2004)
concuerda con los resultados de este experimento pues reportd una reducciéon
significativa en crecimiento a los 120 dias de organismos alimentados con una
sustitucion a base de harinas vegetales en comparacion con el alimento a base
de harina de pescado. Otros autores (Refstie et al., 1997) han encontrado que
cuando se reemplaza 40 % o mas de proteina proveniente de harina de
pescado por proteina de harina de soya en dietas para trucha arcoiris, el
crecimiento se reduce comunmente por la presencia de antinutrientes. Por otra
parte, (Burrels et al., 1999) reportaron que al alimentar a truchas arcoiris
durante 7 semanas con altas concentraciones de soya (80 %) la ganancia en
peso, tasa de crecimiento especifico se reducen significativamente (p < 0.001);
la TCE con alimento comercial es de 3.8 % y con soya 2.7.

En los pardmetros de tasa de ingestion, tasa de conversion del alimento y tasa
de conversion de la proteina se muestra la misma tendencia que en GP y TCE.
En E1 no se muestran diferencias y en E2 el tratamiento Co supera al
tratamiento D1 (Tabla 6). Es importante mencionar que el crecimiento depende
en gran medida de cantidad y calidad de alimento que un organismo consume,
siendo la palatabilidad uno de los factores que influyen la ingestion. La harina
de pescado contiene un alto grado de palatabilidad para la mayoria de los
peces, que se ve disminuida al sustituirla por harina de soya en alimento para
trucha. Adicionalmente, las harinas de soya que no han sido extraidas con
alcohol, comunmmente presentan un sabor amargo que ha sido reportado por

provocar respuestas en trucha arcoiris cuando se mide electrofisiologicamente
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(Refstie et al., 1997). La falta de sabores en alimentos han demostrado reducir
la tasa de ingestion cuando se utilizan como alimentos para salménidos. Por
ello, parte de la reduccion en el crecimiento puede explicarse parcialmente por
la baja palatabilidad de la harina de soya, causada por una falta de sabor o un
sabor diferente al de la harina de pescado. Se ha demostrado que una
adaptacion a sustituciones de 60 % de sustitucion de harina de pescado por
harina de soya en trucha arcoiris se logra después de 2 meses de alimentacion
(Refstie et al., 1997). Sin embargo Dabrowski et al. (1989) demostré que con
sustituciones del 100 % de harina de pescado por harina de soya de truchas
arcoiris durante 177 dias se reduce la ganancia en peso (peso inicial de 1 g) en
un 18 % en comparacion con organismos alimentados con alimento comercial.

Murai et al. (1989) concluyeron que cuando se presentan diferencias en la
utilizacién de proteina de soya pueden atribuirse a el tamafio del organismo,
pues truchas arcoiris mayores a 10 g estan “mejor adaptadas
gastrointestinalmente” a la digestién de proteina de soya, sin embargo esto no
coincide con lo observado en el experimento ya que las diferencias en el
crecimiento entre los organismos de distintos tratamientos se observaron en
organismos mayores a 10 g. Heikkinen et al. (2006) observaron tasas de
crecimiento similares con 80 % de sustitucion en comparacion con alimento
comercial. Esto contradice la hipétesis de que al sustituir harina de pescado por
harina de soya en alimentos se reduce el crecimiento de trucha arcoiris,
aunque estos autores reportan que los cambios tipicos histoldgicos en la parte
distal del intestino se volvieron aparentes hasta después de alimentar 18
semanas con harina de soya. Las vacuolas de absorcion de células epiteliales
en los pliegues simples de la mucosa se arreglaron en forma redondeada e
irregular donde se sustituyé 45 % de harina de pescado. Altas concentraciones
de harina vegetal en la dieta de organismos acuéticos han demostrado una
condicion patolégica conocida como enteritis sub-aguda no-infecciosa en la
parte distal de los intestinos como una consecuencia directa de alimentar con
harina de soya, con glicinina y b-conglicinina como posibles alérgenos

responsables por la inflamacion provocada (Braverfjord and Krogdahl, 1996).
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En salmonidos la digestibilidad de la proteina y la disponibilidad de los
aminoacidos se reducen por la presencia en altas concentraciones de actividad
de inhibidores de la tripsina. En trucha arcoiris uno de los mecanismos para
contrarrestar los efectos de inhibidores de la tripsina es el aumento de la
secrecion de proteasas (Kaushik et al., 1995), aunque debido a sus habitos
carnivoros la digestibilidad de proteinas vegetales es menor que las animales
(Drew et al., 2005).

Por todo esto, se cree que las harinas de soya contengan una cantidad de
antinutrientes, de alguna manera pueden llegar a afectar el crecimiento de
trucha arcoiris después de una exposicion prolongada (120 dias 0 mas) como
se observa en los resultados (Tabla 6, figura 16 y 18). Es necesario desarrollar
pruebas que permitan observar especificamente en qué momento y qué es lo
gue se ve afectado en los organismos.

El factor de condicién sirve para poder conocer el estado en el cual se
encuentra un organismo. Por lo general, en el caso de los salmonidos, el factor
de condicion de un organismo en buenas condiciones se encuentra dentro del
rango 1.2-1.4 (Barnham y Baxter, 2003). En este trabajo los organismos en E1
obtuvieron un valor cercano a 1.2 y en E2 a 1.4 (figura 19 y figura 20) por lo
que se considera que los organismos no muestran signos en su complexion de
caracteristicas de la desnutricion. Francesco et al (2004) reportaron un valor
similar de 1.2 para truchas alimentadas con mezclas de harinas vegetales
durante 157 dias. El factor de condicion se complementa con los datos de
ganancia en peso, pues de esta manera se puede reconocer organismos bien
alimentados y sanos; asi como deficiencias en crecimiento que

corresponderian a problemas como desnutricién, anemia y sobrepeso.

Nitrogeno y Fosforo excretado

Los niveles de nitrégeno excretado por los organismos dependen enteramente
de la cantidad de proteina presente en el alimento, sin importar la fuente de la
cual provenga (Brunty et al., 1997, Davidson et al., 2013). Es por ello que no se
observaron diferencias en el tiempo con este parametro durante el experimento
(Figura 21), pues las dietas estaban formuladas isoprotéicamente. Estos

resultados no coinciden con lo reportado por Oliva-Teles et al. (2006), que
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concluyeron gue la excrecion de amonio incrementa con la inclusion en la dieta
de levadura. La disminucién en el nitrégeno puede ayudar a la disminucién en
los procesos de eutroficacion, sin embargo en estudios recientes se ha
concluido que para mitigar la eutroficacion en aguas continentales el fosforo es
el que debe ser reducido (Wang y Wang, 2009). El fosforo proveniente de las
truchas presente en el agua es principalmente excretado en forma sélida via
heces, o disuelto via orina (Lellis et al., 2004). De los resultados obtenidos se
puede observar en el caso de la trucha arcoiris, el fésforo soluble en el agua
disminuyé6 en comparacion con Co (Figura 22) hasta casi el final del
experimento. El ligero incremento en el P registrado en el agua se relaciona
con el decremento de la cantidad de P presente en suero sanguineo y se
observa al final de E2. Esto es una muestra de que la exposicion prolongada a
fuentes de proteina vegetales en trucha, reduce la asimilacion de P y aumenta
su excrecién. Aunque queda por esclarecer cuéles son los mecanismos
especificos responsables de esto.

Por otra parte el abrupto descenso en los valores puede deberse al aumento
en la cantidad de agua debido a la temporada de lluvias, pues aumentaba el
flujo de agua al sistema y con ello la rapidez del intercambio de agua en los
estanques era mayor. Inclusive una alteracion en los datos por parte de los
organismos pues Sarker et al. (2011) reporta que el fosforo soluble en agua
puede ser absorbido directamente por organismos resultando afectado el valor
real emitido. Adicionalmente se plantea el hecho de no haber tomado en
cuenta la actividad microbiana sobre la concentracion de fosfatos solubles en

agua.

P en heces

El fésforo fecal es principalmente fésforo no digerido, como tejidos duros de las
harinas o fésforo con fitato (Lellis et al., 2004). El fésforo en heces se redujo
significativamente en organismos alimentados con mezclas de harinas
vegetales (figura 23). Esto podria deberse a que en teoria las harinas vegetales
contienen menos fésforo que la harina de pescado (Sarker et al., 2011). Otro
factor importante fue el aumento de la disponibilidad de fésforo en los

alimentos vegetales marcada debido a la adicion de fitasa en las dietas.
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También se ha descrito que la levadura es capaz de producir fitasa que
beneficia al organismo. Los resultados son altamente favorables pues se
reduce aproximadamente en un 83 % la cantidad presente en heces, que se
traduce en aproximadamente 20 g de P / ton / dia. Sin embargo, parte de la
literatura no coincide con estos resultados pues autores como Riche y Brown
(1996) reportan que la adicion de fitasa en alimentos puede incrementar la
cantidad de fésforo presente en heces. Estos resultados son importantes pues
al igual que en el caso de la tilapia, se observa una reduccion en la excrecion
de fésforo por heces aun cuando la trucha posee habitos alimenticios mas

restringidos que la tilapia.

Proteina en musculo

La proteina en musculo se puede ver influenciada por el estado del organismo.
Generalmente organismos que se encuentran con deficiencias recurren a las
reservas de proteina para compensar grados de desnutricion. En este trabajo
los valores de proteina en musculo (Figura 24) son un poco mayores a los
reportados por Sanches-Avila (2012), quien reporta valores dentro del rango de
12 a 19% en truchas después de 60 dias de alimentacion. Al parecer la mezcla
de proteina utilizada en este trabajo no influyé significativamente el porcentaje
de proteina presente en musculo. Esto puede deberse a lo que reportan Reinitz
y Hitzel (1980) quienes observaron en trucha arcoiris que la retencion de
proteina en musculo no difiere significativamente por los niveles de proteina

digestible e indice de energia en la dieta.

Lisoenzima

La lisoenzima es parte de el sistema inmune no especifico (Fevolden et al.,
2002; Rged et al., 2002). Es una enzima litica que se encuentra involucrada en
la defensa en contra de virus, neoplasma, bacterias y posiblemente hongos
(Alexander e Ingram, 1992) (ver anexo 1). En este estudio en E1 se presento un
ligero incremento en la actividad lisoenzimatica en los organismos alimentados
con harinas vegetales en comparacion con Co, sin embargo en E2 la actividad
fue similar (Figura 25 y figura 26). Los niveles de actividad han mostrado variar

de acuerdo a la temporada, nivel de madurez sexual, sexo, estimulacion
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antigénica y transporte, que resulta en un incremento en la concentracion. En
este Ultimo caso los niveles se correlacionan con el grado de estrés (Alexander
e Ingram 1992; Rged et al., 2002) y esto influye directamente sobre el
crecimiento, reproduccion, respuesta inmune y calidad de la carne en los
organismos. Se reporta que una exposicion a estrés agudo causa un
incremento en la actividad de la lisoenzima, mientras que una exposicion
prologada tiene un efecto negativo (Fevolden et al., 2002). Esto podria explicar
en parte el incremento en actividad de lisoenzima en E1, pues organismos mas
pequefios son mas propensos al estrés de la manipulacion en una granja. De
hecho, Fevolden et al. (1993) sugieren que bajo ciertas circunstancias, la
actividad de la lisoenzima es un indicador mas estable que el cortisol sobre el
nivel de estrés en peces, basandose en la observacién de organismos con alto
estrés donde se observaron elevados niveles de lisoenzima y bajos de cortisol.
Sumado al estrés por manejo, el incremento en E1 de los tratamientos con
harinas vegetales se puede deber a una respuesta por parte de los
mecanismos de defensa del organismo ante un alimento nuevo o a los factores
antinutricionales presentes en harinas vegetales. Pues se ha comprobado que
el organismo reconoce ciertos componentes en la harina de soya como
alérgenos (Braverfjord y Krogdahl, 1996). Se sugiere que un incremento en la
actividad de la lisoenzima, como se observa en este trabajo, es una
compensacion adaptativa desasociada del cortisol que tenderia a fortalecer la
resistencia innata como respuesta ante un alimento diferente. Lo que podria
explicar los elevados niveles de lisoenzima en E1 (figura 28) pues la trucha es
un organismo carnivoro que al ingerir alimentos vegetales pudo desencadenar
una respuesta inmune y el hecho que en E2 no se observaron diferencias
importantes indicaria que el organismo ya reconoce el nuevo alimento.
Después de 20 minutos, en E1 se presenta un ligero incremento que supera a
los demas tratamientos. El incremento en la actividad lisoenzimética se puede
deber a una estimulacion por probidticos (Panigrahi et al., 2005), D3 contiene
levadura y este incremento puede deberse a los glucanos con enlaces 3-1,3 y
B-1,6 que son la principal estructura en la pared celular de levaduras y micelas.
Se ha demostrado que estos polisacaridos son poderosos activadores de

mecanismos de respuesta inmune no especifica en peces (Engstad et al.,
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1992) por lo que se cree que la levadura pudo tener un efecto sobre la
actividad lisoenzimatica. La diferencia en la actividad de la lisoenzima de
organismos mas pequefos (E1) en comparacion con organismos mayores (E2)
puede deberse a que los organismos pequefos necesitan una mayor respuesta
por parte del sistema inmune que cuando son de tallas mayores. Grinde et al.
(1988) mencionan que un incremento en la actividad lisoenzimatica es
beneficioso, pues bajo condiciones de cultivo se manejan altas densidades de
peces, que pueden provocar un incremento en el estrés y carga bacteriana,

con lo cual las bacterias oportunistas pueden producir enfermedades.

Proteina en suero sanguineo

En el experimento E1 la cantidad de proteina en suero sanguineo fue
ligeramente aunque no significativamente mayor en organismos alimentados
con harina de pescado (Figura 27), mientras que en E2 no se observaron
diferencias entre tratamientos (Figura 28).Esto no concuerda con lo reportado
por Rumsey et al. (1994) quien menciona gue la concentracion total de proteina
en plasma de peces alimentados con dietas que contienen harina de soya
generalmente muestra un valor mas elevado comparado con organismos
alimentados con alimentos a base de harina de pescado. Los resultados
obtenidos en E1 son ligeramente inferiores a los reportados por Rehulka
(2000), quien obtuvo porcentajes de 4.8 a 3.3 % de proteina en suero
sanguineo, cabe destacar que esta diferencia pudo deberse a que trabaj6é con
truchas de un peso inicial de 178 g. En otros estudios se ha observado un
incremento en la inmunoglobulina (una proteina) presente en el plasma y se
cree que tienen relacion con que las macromoléculas de las proteina presentes
en soya cruzaron la barrera del intestino, creando un efecto de
hipersensibilidad similar al previamente demostrado en pollos y cerdos. Es
importante sefialar que en el suero se encuentran varios componentes con
diversas funciones como hidrolasas y lisoenzimas, complementos lectinas e
inmunoglbulinas, (Alexander e Ingram, 1992), pese a que no se presentd un
incremento en la proteina en suero sanguineo con dietas con harinas
vegetales. Las lectinas e imnunoglobulinas se encargan de respuestas

inmunes como la fosfatasa alcalina es una enzima lisosomal que se ha
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sugerido posee un rol en el pez durante las primeras etapas de la curacion de
heridas. Se ha sugerido que los elevados niveles de fosfatasa en células de
mucosa, son debido a condiciones de vida estresantes en los organismos (Fast
et al., 2002). Al no haber una reduccién en los niveles de proteina, es un
indicador de un nivel adecuado de componentes protéicos (enzimas) circulando

por el organismos, el cual puede favorecer a la buena salud del organismo.

Fosforo en suero sanguineo.

Cuando los peces son alimentados con fésforo que excede sus requerimientos,
los niveles de fosforo en suero sanguineo pueden no responder a las
concentraciones presentes en la dieta. Se ha sugerido que los niveles de
fosfatos en sangre tienden a reflejar ingestion reciente mas que el estado de
fésforo con el que el pez cuenta, adicionalmente, existe la falta de una
respuesta consistente a las concentraciones de fosforo en suero sanguineo por
ingestion de dieta. Sin embargo, se ha demostrado que fluctuaciones en estos
niveles se deben a un amplio rango de factores como la temperatura, salinidad
y estado de salud. Todos estos factores hacen dificil de establecer un “valor
rango” para deficiencias en niveles de fosforo en trucha arcoiris (Skonberg et
al., 1997). Por ello la importancia de realizar pruebas con tratamientos control
para obtener valores especificos para la zona y las condiciones en donde se
trabaja. Skonberg et al. (1997) obtuvieron valores de fésforo en plasma de
trucha arcoiris que van de 433 — 697 ug / g en base humeda alimentando
organismos con un peso inicial de 1.8 g dos veces por dia durante 8 semanas
unicamente modificando el porcentaje de fosforo. Estos valores son muy
similares a los obtenidos en este experimento en E1 (figura 29); Por otro lado
los valores reportados por Richie y Brown (1996) son inferiores y mas
parecidos a E2 (figura 30) pues son del rango de 20.4 — 27.8 mg / dl en truchas
de un peso inicial de 4 a 7 g con diferentes fuentes de proteina vegetal y
animal.

Con los resultados obtenidos es posible tener una nocion sobre el grado de

asimilacion de fosforo en suero sanguineo bajo las condiciones en las que se
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trabajo el experimento. No se observaron deficiencias en E1 (Figura 29), sin
embargo en E2, hay una disminucion en los valores de E1 en comparacion con
el tratamiento Co. No se pueden hablar de signos de deficiencias pues es bien
sabido que en salmoénidos el requerimiento maximo para deposicion de fosforo
es mas elevado que los requerimientos de fdésforo para crecimiento; asi
también las deformidades (deformidades vertebrales) aparecen mucho antes
que cualquier reduccién en el crecimiento sea evidente (Sarker et al., 2011). Si
los organismos no sufren deficiencias graves y prolongadas no debe de
preocupar al productor de trucha pues Lellis et al. (2004) reporta que no se
presentan alteraciones en la calidad del producto (procesado, almacenamiento
y composicién proximal de los filetes) cuando se varia la cantidad de fésforo. El
fésforo en trucha arcoiris es almacenado en el tejido éseo y escamas, cuando
existen deficiencias los peces pueden utilizar estas reservas para satisfacer
necesidades de fésforo. Sin embargo es interesante sefalar que debido a la
diferencia presente en E2 de los valores, posiblemente los organismos tengan
una mayor dificultad para asimilar el fésforo en etapas avanzadas de
crecimiento o periodos largos de alimentacion (mayores a 75 dias). Lo
interesante se observa cuando se compara con los valores de la figura 22,
donde se encontrd un incremento de la cantidad de P excretado al medio por
los organismos con D1. Esto significa que los organismos en exposiciones
prolongadas (<150 dias) comienzan a tener dificultades para aprovechar el P
de fuentes vegetales. Por ello se recomienda la utilizacion de “fases de
alimentacién” (Alimentar una temporada con alimentos bajos en fésforo y una
temporada con alimentos con alto fosforo) dependiendo del estado de
desarrollo de los organismos. Esto como una estrategia para reducir las
emisiones de fosforo sin generar deficiencias por exposiciones prolongadas
(Lellis et al., 2004).

Macrofagos.

Los macréfagos estan presentes en todos los compartimentos del cuerpo y
constituyen las primeras células fagociticas con las que un microorganismos se

encuentra cuando entra en el cuerpo (Ryckaert et al., 2010)(ver anexo 2).
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Jang et al. (1994) y Novoa et al. (1996) concluyen que es posible modular
positiva y negativamente la actividad de macréfagos en peces por moléculas
exogenas. En este experimento en E1 se observdO un incremento (no
significativo) en la actividad de los macrofagos (figura 31). Se ha reportado que
macrofagos activados en trucha arcoiris presentan un elevado indice fagocitico
(Hardie et al., 1996), que indica que los leucocitos tienen un elevado potencial
para participar en una respuesta inmune o combatir estrés inflamatorio
(Rumsey et al.,1994). Por otro lado en E2 la actividad disminuyé con D1
aunque no de manera significativa. Estos resultados no concuerdan con lo
reportado por Burrels et al., (1999) quienes afirman que la inclusién de soya en
concentraciones de 80% en alimentos para trucha arcoiris durante 7 semanas,
reduce significativamente (p<0.001) la capacidad inmune no especifica
(actividad de los macréfagos) comparada con truchas alimentadas con
alimentos con base de harina de pescado.

La harina de soya causa cambios morfologicos y de funcién en salménidos en
la parte distal del epitelio, que incluyen un estrechamiento en los pliegues de la
mucosa, Vvacuolizacion anormal, pérdida de integridad en la mucosa,
ensanchamiento del estroma central e infiltracién de células inflamatorias en la
lamina propia. Estudios inmunohistoquimicos han demostrado debido a la
harina de soya un incremento en el numero de macréfagos y granulocitos
neutrofilicos, asi como una respuesta inflamatoria en la region distal del
intestino epitelial. Los cambios funcionales inducidos por la ingestién de harina
de soya incluyen enteritis, un incremento en la susceptibilidad a enfermedades
bacterianas en peces y desodrdenes digestivos tales como diarrea osmotica y
una reducida capacidad para la absorcién de nutrimentos (Heikkinen et al.,
2006). Por estas razones se recomienda prestar atencion a la harina de soya
que se utiliza para evitar incluir factores que modulen negativamente la
actividad de los macréfagos.

Un incremento en la actividad de los macréfagos E1 con el tratamiento D3 se
puede deber a que es el tratamiento con la mayor actividad lisoenzimatica,
debido a que la lisoenzima ha demostrado tener promover la fagocitosis
(Engstad et al., 1992).

Mucosa
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En los peces, la mucosa que cubre la superficie epidermal es la primera linea
de defensa en contra de patdgenos debido a que son los primeros lugares de
interaccion entre el hospedero y el posible patdégeno. Las escamas y células
queratinizadas de la epidermis ofrecen una barrera mecanica; en el caso de
organismos donde las escamas son reducidas (como la trucha) se produce una
copiosa cantidad de sustancia mucosa (Alexander e Ingram, 1992). El moco
que recubre la piel es un importante mecanismo defensivo, pues contiene una
variedad de compuestos antimicrobianos y probablemente antiparasiticos:
lisoenzimas y proteasas (Panigrahi et al., 2005), factores del complemento,
proteina reactiva C, lectinas, interferones, eicosanoides, transferrina, péptidos
como piscidinas, somatostatina y ACTH, y diversos carbohidratos (Rubio-
Godoy, 2010). Las glicoproteinas le confiere las propiedades viscosas similares
al gel (Handy, 1989). Adicionalmente en trucha arcoiris se ha observado
lisoenzima en tejidos ricos en leucocitos y en sitios donde el riesgo de infeccion
bacterial son muy altos, tales como en la capa de mucosa epidermal y en las
agallas. La composicidn organica consiste de aproximadamente 95% de agua y
como mayor componente glicoproteinas (Handy, 1989). La cantidad de
proteina en moco es importante pues es un indicador indirecto de la cantidad
de enzimas presentes en zonas de contacto con el medio, los organismos en
el tratamiento Co tuvieron mayores valores en comparacion con D1 (figura 33).
Proteasas aisladas de moco en trucha arcoiris han demostrado tener actividad
en contra de bacterias gran negativas (Fast et al., 2002). En comparacién con
salmon del atlantico y coho, la trucha arcoiris muestra una mayor actividad
lisoenzimatica, sin embargo en salmoén y coho esto se atribuye a que esta
enzima juega un rol menos importante como parte de la respuesta inmune ante
una infeccion bacteriana.

La ventaja obtenida de una exposicion mas prolongada a los alimentos que en
el trabajo con tilapia es que se pudo observar mejor los efectos que tienen
sobre los organismos. Lo interesante de comparar ambas especies es que
entre tilapia y E1 en trucha no se observan diferencias en el crecimiento aun
teniendo en cuenta las diferencias en habitos alimenticios. El hecho que hayan
podido asimilar las proteinas vegetales puede deberse a la correcta

suplementacién de los alimentos, aunque el tipo de suplemento no parecié
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influenciar significativamente los resultados a corto plazo (menos de 60 dias).
Sin embargo seria prudente el lograr ciclos completos de alimentacién para
tilapia y profundizar en los efectos a largo plazo. En trucha se recomienda
intentar averiguar lo que sucede con exposiciones largas a alimentos, ya sean
para encontrar problemas en intestino, higado o deficiencias en produccion de

proteinas.
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Trucha en Laboratorio

El crecimiento en los organismos no se redujo de manera significativa entre
tratamientos (tabla 7). Esto se puede deber a que en etapas tempranas no se
observa un aumento de peso importante, como se observa en organismos de
mayor talla. La TCE es mayor en organismos alimentados con Co. Diversos
factores pueden influir estos valores como la palatabilidad y la adaptacion de
los organismos a una nueva fuente de proteina. El factor de condicion muestra
que los organismos no se encuentran en estado de desnutricion en todos los
tratamientos.

Fosforo excretado por orina y branquias, proteina y fésforo en suero
sanguineo.

Los datos de excrecion de fosforo recabados en el laboratorio permiten tener
una aproximaciéon de cuando es que los peces excretan la mayor cantidad de
fésforo. Se puede observar que la mayor cantidad es excretada de 2 a 4 horas
después de ser alimentados. Con estos datos es posible desarrollar mejores
experimentos enfocados en la determinacion de la maxima excrecion de fésforo
en peces alimentados con harinas vegetales. A los 60 dias se observa con
mayor claridad los picos de excrecion a las 4 horas de alimentacion (figura 35).
El fésforo excretado en forma soluble es aproximadamente un 40 % del total
ingerido (McDaniel et al., 2005), y junto con el presente en heces suman un
80%, por lo cual es importante determinar los picos de excrecion de dicho
elemento.

La proteina en suero sanguineo (figura 36) tiene un comportamiento esperado
de un nutrimento que es consumido, llevado por torrente sanguineo y asimilado
por un organismo. Es la tendencia a aumentar y descender con relacion al
tiempo lo que indica que las proteinas de origen vegetal de las dietas
propuestas son asimiladas por trucha arcoiris de manera similar que proteinas
de origen animal.

El fosforo en suero sanguineo tiende a disminuir en relacion al tiempo en
tratamiento Co, no asi con D1 y D3 (figura 37). Esto puede significar que las
harinas vegetales y en especial cuando son suplementadas con levadura,

producen un efecto que retrasa la asimilacion inmediatamente del fosforo en

75



trucha arcoiris y que permite que se encuentre presente por mas tiempo en el

torrente sanguineo durante el dia.
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El uso de harinas vegetales implica una reduccion en los costos de produccion
de alimento, pues deacuerdo el banco mundial (Indexmundi, 2012), la harina
de pescado es 67.9% mas cara que la harina de soya comercial.

Un posible inconveniente econémico en la elaboracién de los tratamientos de
este trabajo es el uso de polvo de Spirulina, pues es un componente cuyo
precio es aun elevado en el mercado. Aln con esto, deacuerdo a el célculo
realizado el 14 de junio 2012, al utilizar harinas vegetales se reduce en un
9.6% el costo de las fuentes de proteina en alimentos (Tabla 8).

Aunque también es prudente considerar que el polvo de Spirulina es un
ingrediente que es cultivado para el consumo humano. Para que pueda ser
utilizado como reemplazo parcial de harina de pescado en alimentos es
necesario que su precio baje debido a cualquier factor (e.g. mejoras en la
produccion) para procurar una produccion en gran escala, de lo contrario
resultaria complicado utilizarla como fuente de proteina en alimentos para

peces.

Tabla 8. Estimacion de los costos de fuentes de proteina en alimentos
vegetales y con harina de pescado.
Precio  por

Precio de Cantidad .
kg alimento

harina  porharina Pesos/kg Diferencia
N elaborado _
kg ($ pesosutilizada en alimento %
_ _ pesos
mexicanos) alimentos (Q) )
mexicanos)
Harina de
20.7 600 12.4 12.4
pescado
Harina de
6.26 450 2.8 9.6
soya
11.2
Polvo
o 56 150 8.4
Spirulina
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Conclusiones

-En tilapia es posible la sustitucién de harina de pescado por harina de soya en
alimentos para acuicultura con harina de soya y polvo de Spirulina adicionado
con levadura y fitasa (D3) sin reducir significativamente el crecimiento de
tilapia. Adicionalmente se reducen estadisticamente las emisiones de fésforo
presente en heces.

-Es posible que D2 y D3 aumenten la acumulacion de lipidos en intestino de
tilapia.

-En trucha arcoiris es posible alimentar organismos jovenes con harina de soja
y polvo de Spirulina adicionada con proteasa y fitasa (D1) durante 75 dias sin
afectar el crecimiento y con una reduccion significativa en el fosforo emitido al
medio en forma soélida (heces). En periodos més largos (75 dias en adelante) el
crecimiento se reduce, aungue la respuesta inmune no resulta afectada.

-Una exposicion prolongada (<170 dias) a dietas con 100% de sustitucion de
harina de pescado por harina vegetal produce una disminucion en la cantidad
de P en suero sanguineo y un aumento en la excreciéon de P soluble en trucha
arcoiris.

-La cantidad de nitrégeno excretado no varia con el uso de alimentos a base de
harinas vegetales en trucha arcaoiris.

-Al utilizar alimentos a base de harina vegetal en trucha arcoiris se observa un
aumento en la actividad de la lizoenzima durante los primeros 75 dias (E1) en
comparacion con peces alimentados con harinas de origen animal, sin
embargo en exposiciones prolongadas la actividad de la enzima es similar para
amba fuentes de proteina.

-Los parametros medidos de respuesta inmune no especifica (con excepcion
del punto anterior) no se vieron afectados por el uso de harinas de origen
vegetal con suplementos en trucha arcoiris.

-Los picos de excrecion de fosforo en trucha arcoiris alimentados con harinas
vegetales se presentan de 2 a 4 horas después de ser alimentados.

-Las proteinas vegetales presentes en suero sanguineo en trucha arcoiris
alimentadas 60 dias con 100% sustitucion de harinas vegetales tienen un
comportamiento similar a las proteinas de alimentos a base de harina de

pescado.

78



-Si se planea alimentar trucha arcoiris por periodos prolongados con dietas con
alto contenido de proteina vegetal se recomienda después de 75 dias alternar
el uso de este alimento con otro para poder compensar posibles deficiencias en

fésforo y posiblemente el crecimiento.
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Anexo 1

Lisoenzima

Esta actia sobre el péptidoglicano de las paredes celulares bacterianas,
especialmente el de las bacterias Gram positivas; también se ha reportado
como que actua como saponina. En bacterias Gram-negativas, la lisoenzima
ataca estructuras que contienen p |-4 ligado a N-acetilmuramamina y N-
acetilglucosamina puede actuar una vez que el complemento y otros factores
han dafiado la pared celular, exponiendo la capa interna de péptidoglicano
(Rubio-Godoy, 2010). Muchos aspectos de lisoenzima se han descrito en
vertebrados al igual que invertebrados y en peces se ha caracterizado en
varias especies de peces, concluyendo que pudieran jugar un papel importante
en la defensa contra enfermedades. Se asocia particularmente con tejidos ricos
en leucocitos y sitios donde el riesgo de invasion de bacterias es alto. La
lisoenzima aparentemente es en la sangre una secrecion de los lisosomas de
neutrofilos y macrofagos (Kiron et al., 1995) y la utilizacion de levaduras (que
poseen una alta cantidad de glucanos) favorece la secrecion de lisoenzima por
macrofagos y/o un incremento en el numero de macrdéfagos (Engstad et al.,
1992).
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Anexo 2

Existen diferentes tipos de fagocitos en el cuerpo de los organismos
multicelulares. Se diferencian 2 grandes grupos: Granulocitos vy
monocitos/macrofagos (Novoa et al., 1996). En peces, los macrofagos son
considerados las principales células fagociticas y también son los fagocitos
dominantes en el rifidn de estos organismos (Lundén et al., 2002; Rubio-Godoy
M, 2010). Ademas de ingerir microbios, segregan una amplio rango de
sustancias biolégicamente activas como hidrolasas, inhibidores de enzimas,
proteinas de union, citoquinonas, eicosanoides y oxigeno reactivo asi como
especies de nitrdgeno que estan relacionadas con actividad bacterial (Campos-
Pérez et al., 1997; Betoulle et al., 2000). La reduccién oxidativa comienza con
una membrana citoplasmatica asociada a la membrana y a oxidasa-NADPH,
donde el oxigeno molecular pasa por una reduccién de un electron para formar
aniones superoxidativos (O2) ( Nikoskelainen et al., 2006). Estos aniones
superoxidativos pueden formar peréxido de hidrogeno (H.0;), oxigeno singlete
(*0,), radicales hidroxilo (OH) y otras formas de oxigeno reactivo en peces
(Secombes & Fletcher, 1992). Superoxidativo y peréxido de hidégeno son
formas de oxigeno altamente reactivas y toxicas, ademas, el peréxido de
hidrogeno en conduccién con myeloperoxidasa y un halégeno forman la base
de un potente sistema antibacteriano (Campos-Pérez et al., 1997; Lundén et
al., 2002). Existen reportes que la utilizacibn de inmunoestimulantes (B-
glucanos) ayuda a la modulacion fagocitica de macréfagos y a la actividad
respiratoria explosiva, con lo que se presume que contribuye a un incremento
en la proteccion. Sin embargo también se ha reportado que una liberacién en
grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno por parte los fagocitos,
puede generar una reaccion inflamatoria mayor induciendo a dafio celular

(estrés oxidativo) (Betoulle et al., 2000).
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