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RESUMEN

El uso de bioestimulantes en dietas para peces es de gran interés actualmente. Se evaluo la respuesta
inmune y bioquimica en juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x O. niloticus), con
diferentes niveles: 0 (control), 1, 2, 3, 4 y 5% de suplementacion de quitosano en dieta. Se sembraron
inicialmente 270 animales, con un peso promedio de 7.53 £ 0.50 g, distribuidos en un disefio
completamente al azar, en 18 tanques=réplicas (tres réplicas/tratamiento). Se realizd un andlisis de
varianza y una prueba de medias con LSD de Fisher. Los juveniles se alimentaron durante 55 dias y se
tomaron muestras de sangre a los 56. Se encontrd una mejor respuesta en el crecimiento (TCE = 15.2),
aprovechamiento del alimento (FCA = 0.76) y supervivencia (SP =100%) cuando se le alimenta 4% de
quitosano en dieta (p < 0.05). Los resultados bioproductivos mas bajos fueron encontrados en
tratamiento control (0% de quitosano). Con respecto a las variables: contenido de leucocitos y actividad
antioxidante se encontrd mejor respuesta significativamente (p < 0,05) cuando se incluye quitosano en
un 3 y 4 % en dieta. Se concluyo que la respuesta bioquimica e inmune juveniles de tilapia roja se

favorecio con la inclusion de quitosano en dieta.
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Biological and Immune Response in Juvenile Red Tilapia (Oreochromis
Mossambicus X O. Niloticus) with Inclusion of Natural Biopolymer in Diet

ABSTRACT

The use of biostimulants in fish diets is currently of great interest. The immune and biochemical
response was evaluated in juvenile red tilapia (Oreochromis mossambicus x O. niloticus), with different
levels: 0 (control), 1, 2, 3, 4 and 5% dietary chitosan supplementation. Initially 270 animals were sown,
with an average weight of 7.53 £ 0.50 g, distributed in a completely random design, in 18 tanks =
replicates (three replicates / treatment). An analysis of variance and a mean test with Fisher's LSD were
performed. Juveniles were fed for 55 days and tissue and blood samples were taken at 56. A better
response was found in growth (TCE = 15.2), feed use (FCA = 0.76) and survival (SP = 100%) when
4% chitosan is fed in the diet (p <0.05). The lowest bioproductive results were found in the control
treatment (0% chitosan). Regarding the variables: leukocyte content and antioxidant activity, a
significantly better response was found (p <0.05) when chitosan is included in 3 and 4% in the diet. It
was concluded that the biochemical and immune response of juvenile red tilapia was favored with the

inclusion of chitosan in the diet.
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INTRODUCCION

La acuicultura ha crecido de manera exponencial en los ultimos 50 afios, partiendo de una produccion
de menos de 1 millon de toneladas (t) en 1950 a mas de 80 millones t a nivel mundial en los ultimos
afios (FAO, 2020). Uno de los principales factores que incide en el éxito de esta industria es la seleccion
de especies con alto potencial productivo, las cuales son ricas en proteinas y variedad de acidos grasos
insaturados (Jim et al., 2017), tal es el caso de la tilapia roja, de la cual existen hibridos como
Oreochromis mossambicus x O. niloticus (Méndez-Martinez et al., 2019).

En Ecuador la tilapia roja se introdujo en 1993, y es la segunda especie de importancia en la acuicultura
después del camardn blanco (Litopenaeus vannamei), donde el cultivo comercial de tilapia nace a partir
de la aparicion del virus de la mancha blanca que afectd la produccién camaronera, dejando
infraestructuras disponibles. En la actualidad, la tilapia se cultiva en sistemas intensivos y semintensivos
donde los requerimientos nutricionales son satisfechos con dietas artificiales; pero debido a las
condiciones de cultivo como las altas densidades de siembra y limitada calidad de agua, promueve que
los organismos se encuentran sujetos a estrés constante que se traduce en bajas tasas de crecimiento,
ineficiencia alimenticia y bajas supervivencias (Lara-Flores et al., 2005; Al-Sagheer et al., 2018), lo
cual a su vez ha provocado brotes de patdogenos e infecciones que conllevan dafio sustancial al
rendimiento (Brum et al., 2017). Se ha encontrado que el estrés oxidativo en los peces puede producir
leucopenia y cambios en la formula leucocitaria (Biller and Takahashi, 2018), ademas de efectos en
células y tejidos de mutagénesis y carcinogénesis (Malachy et al., 2017).

Entre los factores limitantes de las producciones acuicolas esta la carencia de herramientas
inmunoterapeuticas profilacticas que reduzcan el efecto de enfermedades en los diferentes cultivos
(Kumari et al., 2006, Brum et al., 2017), que favorezcan no solo las funciones del sistema inmunologico,
sino también los factores metabolicos, tasa de crecimiento (Heo et al., 2001; Fadl et al., 2020) y sean
amigables con el medio ambiente.

Los inmunoestimulantes pueden activar respuestas inmunes no especificas y / o especificas, donde los
mecanismos de defensa incluyen procesos metabolicos antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos

cuyas funciones pueden depender de cantidades 6ptimas de inmunoestimulantes para expresar este tipo

de respuestas contra condiciones estresantes o presencia de patogenos (Mehana et al., 2015; Abdel-




Ghany et al., 2019), ademas de considerarse una estrategia prometedora para reducir el uso de
antibidticos y productos quimioterapeuticos, potenciar la respuesta productiva y disminuir las pérdidas
economicas (Mehana et al., 2015, Ayyat et al., 2018).

En este sentido el quitosano se ha convertido en un candidato, dado a que este polisacarido alcalino
natural (b-1,4-N-acetilglucosamina) con cargas positivas mas abundantes (Lin et al., 2009);
biodegradable no toxico, que contiene grupos amino ¢ hidroxilo, y da al quitosano diversas propiedades:
hemostética, antiinflamatorio, actividad antitumoral, actividad antimicrobiana, actividad hipoglucémica
e hipo colesterol y un efecto estimulador catabolico y anabdlico (Pérez et al., 2014; Mahmoud et al.,
2017; Udo et al., 2018).

Alishahi y Aider (2012), encontraron que es una alternativa potencial como fuente de precaucion para
abordar el estrés de los peces. Se ha documentado la actividad bioestimuladora del quitosano en peces
como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Sakai et al., 1992), dorada (Sparus aurata) (Esteban et
al., 2001), lubina juvenil (Dicentrarchus labrax) (Zaki et al., 2015), Labeo rohita (Mastan, 2015), y
bagre africano (Clarias gariepinus) (Udo et al., 2018). Sin embargo, el efecto del quitosano en la dieta
sobre aspectos inmunoldgicos, bioquimicos y metabdlicos en peces como la tilapia no ha recibido
mucha atencion. La presente propuesta se desarrollo para evaluar el efecto del quitosano en dieta sobre
aspectos bioproductivos e inmune de juveniles de tilapia roja.

En el sector acuicola existen diferentes causas que afectan el cultivo de tilapia roja. Los desbalances
nutricionales en las dietas para peces, el mal manejo de los sistemas de produccion, y el elevado costo
del balaceado comercial, influyen de manera negativa en la produccion de tilapia roja de buena calidad,
acarreando consigo efectos desfavorables como: sistema inmune débil, presencia de enfermedades,
bajos rendimientos productivos, baja supervivencia de los juveniles, poca rentabilidad y elevados costos
de produccion. Intentando solucionar esta problematica, han surgido diferentes estrategias como la
suplementacion de probidticos, prebioticos y/o bioestimulantes en la dieta para ayudar a incrementar el
metabolismo, la respuesta fisioldgica y productiva y reducir la tasa de mortalidad de las especies en
cultivo. El quitosano es un biopolimero, que puede potenciar los mecanismos de defensa celular, debido

al aumento de la inmunidad humoral, ademas de estimular y mejorar la respuesta metabdlica y por ende

productiva.




Si se incluye quitosano en dieta peletizada se pudiera lograr una optima respuesta bioldgica e inmune
en juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus) y una alternativa
econdmica - amigable con el medio ambiente.

El objetivo principal de esta investigacion es evaluar el efecto de la inclusion del biopolimero quitosano
en la alimentacion de juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus).
METODOLOGIA

La investigacion se realizd en el Centro de Investigacion, propiedad de la Universidad Estatal
Amazobnica, localizada en la ciudad de Santa Clara, provincia de Pastaza, cuya ubicacion geografica es
de -77.99” de latitud sur y 79°29°22” de longitud oeste y a una altura de 73 msnm. En la tabla 1 se
muestran las condiciones agroclimaticas.

Diseiio de Investigacion

Se aplico un disefio enteramente al azar (DCA) bajo condiciones controladas de laboratorio a lo largo
de 55 dias, para un total de 6 tratamientos (0, 1, 2, 3, 4 y 5% de quitosano en dieta) como variable
independiente, con 3 repeticiones (tanques de plastico), las dosis se establecieron desde resultados en
otros trabajos. Se empleo una densidad de 15 peces/tanque, los cuales se colocaron en 18 tanques
operados con 90 L agua, para un total de 270 peces y se evaluaron como variables dependientes
parametros biologicos e inmunologicos.

Instrumentos de investigacion

En la presente investigacion las dietas se formularon (Tabla 2) utilizando software (LINDO Systems,
Inc. IL, USA) y se prepararon siguiendo los procedimientos para esta y otras especies. Todos los
ingredientes se tamizaron con una malla de 250 um, se pesaron con una balanza digital y cada dieta se
prepard mezclando todos los macro ingredientes en una licuadora industrial hasta obtener una mezcla
homogénea, los micro ingredientes y los aceites también se mezclaron individualmente antes de
agregarlos a la mezcla con los macro ingredientes. Durante este paso se afiadio el 30% de su peso en
agua. La mezcla se pas6 por un molino de carne para obtener los pellets de 2mm. El producto obtenido
se seco durante 8 horas a 45 °C en una estufa. Una vez secados se envasaron en bolsas de plastico

herméticas y se almacenaron en refrigerador a -4 °C hasta cada uso (Méndez-Martinez et al., 2019;

2021).




A los ingredientes y dietas se le realiz6 analisis bromatoldgico (Tabla 3) segiin AOAC (2019), donde
el contenido de humedad se determino a través de la utilizacion de estufa, secando a 105°C cada dieta.
Para la obtencion de ceniza cada muestra se incinero a 550°C colocada en Mufla. La grasa se evalu6
mediante la técnica de extraccion Soxhlet, las grasas de la muestra se extrajeron con éter de petroleo y
evaluadas como porcentaje del peso después de evaporar el solvente.

Para determinar el contenido de proteina fue por el método de Kjeldahl mismo que evalua el contenido
de nitrogeno total en la muestra, después de ser digerida con acido sulfurico en presencia de un
catalizador de mercurio o selenio. La fibra se determind por el método de Weende, después de ser
digerida con soluciones de acido sulftrico e hidroxido de sodio y calcinado el residuo, la diferencia de
pesos después de la calcinacion indico la cantidad de fibra presente. El extracto libre de nitrogeno al ser
una categoria del sistema Weende se obtuvo por diferencia; ELN = 100 - (ceniza + extracto etéreo +
proteina + fibra).

Los juveniles de tilapia roja se obtuvieron del Programa de Piscicultura de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias en el campus “La Maria” y trasladados al Laboratorio de Acuicultura donde tuvieron
una semana de adaptacion, donde fueron desparasitados con Stress Zyme. Todos los tanques
experimentales se sifonearon diariamente en las mafianas previo a alimentar para desechar las heces y
alimentos sobrantes y entre el 20 y 30% de agua era reemplazada. Los juveniles ser alimentaron
inicialmente a una tasa del 5% de la biomasa dia-1 dividido en 2 raciones 40% a las 9:00 horas y 60%
a las 17:00 horas.

A lo largo del cultivo se realizo el control de los factores fisico-quimicos del agua, la temperatura se
determind con un termometro de mercurio, el oxigeno disuelto con un oximetro digital, para el analisis
del pH, amonio, nitritos y nitratos se empled con kit colorimétrico (Saltwater Master Test).

Los parametros de calidad de agua fueron adecuados y se mantuvieron dentro de los limites establecidos
para la tilapia roja durante los dias de investigacion (Tabla 4).

Los peces se pesaron individualmente en una balanza digital y el total de la longitud se determind con
un pie de rey (vernier). El registro del peso y crecimiento de los peces se llevé mediante un libro de

campo (bitacora) para elaborar la base de datos, procesarlos estadisticamente y expresarlos en los

resultados. La ingesta de alimento se determiné evaluando la saciedad aparente. Los granulos no




consumidos fueron secados a 50 °C durante 18 horas en un horno de flujo de aire. Las siguientes
formulas se aplicaron para obtener los parametros (Méndez-Martinez et al., 2020; 2021):

(Ecuacion 1)

Incremento de peso (%) =100 x (Y2 - Y2)

(Ecuacion 2)

Ganancia de peso= (Y2 -Y1)

(Ecuacion 3)

[(InY2-InYD)]
t

Tasa de crecimiento especifico (TCE) = %100

(Ecuacion 4)

Tasa de supervivencia (SR, %) = (nimero final de alevines / nimero inicial de alevines) x 100
(Ecuacion 5)

Tasa de conversion alimenticia (C.A) = alimento ingerido / Peso ganado

(Ecuacion 6)

Eficiencia alimenticia (E.A.) = Peso ganado / alimento ingerido *100

Donde:

Y1 y Y2 Peso o Talla al inicio y al final del experimento. tl y t2 Tiempo al inicio y al final del
experimento.

Después de 55 dias de ingesta de alimentos de los juveniles, se dejaron en inanicion 14 horas antes de
tomar muestras de sangre, para ello los juveniles se anestesiaran con solucion de eugenol: alcohol
(relacion 1:3 mL en 10 L de agua), durante 2 min. Las muestras de sangre se obtuvieron segun lo
indicado por Azizoglu and Cengizler (1996), por venopuncion caudal con jeringas desechables de 3 mL
y depositada en tubos vacutenier (Vacuette, Laborgerite GmbH, Eschau, DE), y se conservaron en
refrigeracion a 4 °C por 24 h. Luego se centrifugaron (Gemmy, PLC-05, Taipei, TW) a 1200 rpm
durante 10 min para separar el plasma de los elementos formes.

Recuento total de leucocitos

El recuento total de leucocitos se realizé en camara de Neubauer de 0.0025 mm2 (Optic Labor, DE); se

dejo reposar 3 min para que sedimenten los leucocitos y realizar el conteo manual, para eso se tomo



http://www.fao.org/tempref/FI/CDrom/aquaculture/a0845t/volume2/docrep/field/003/ab492s/AB492S01.htm#E.A

muestra de sangre con una pipeta de Thoma para globulos blancos, se hizo una dilucion 1:20 usando
acido acético que deshace a los eritrocitos (Hrubec y Smith, 2010). El azul de metileno posibilita
reconocer de forma sencilla el liquido y mirar mejor los globulos blancos, a los que tifie sutilmente.
(Ecuacion 7)

Nx20x10=Nx50/4

Donde:

N= Numero de leucocitos contados

20= Titulo de la dilucion.

10= Correccion de la profundidad de la cdmara

4= Total de cuadros contados.

Enzima superoxido dismutasa

Se lavaron los eritrocitos 4 veces con 3,0 mL de solucion de NaCl al 0,9 %, centrifugando durante 10
min a 3000 rpm después de cada lavado. Se empleo el Kit (Ransel, Randox, Crumlin, Antrim, UK),
basado en metodologia de McCord y Fridovich (1969), con principio en la oxidacion de glutation (GSH)
por el hidroperoxido de cumeno catalizado por la GPx; en presencia de glutation reductasa (GR) y
NADPH; y se realizo lectura de absorbancia a 340nm.

El analisis estadistico de los resultados se mostré como medias + desviacion estandar (SD). Las pruebas
de Kolmogory — Smirnov (P < 0.05) y Bartlett (P < 0.05) se aplicaron previo al estudio de varianza
(ANOVA). Una vez que se observaron valores significativos para F, se uso la prueba de rango multiple
de Duncan para equiparar las diferencias entre medias de los tratamientos, en P < 0.05. se aplico el
programa Minitab. Todos los datos porcentuales se transformaron antes de los estadisticos en Logn.
RESULTADO

El comportamiento de los indicadores bioproductivos: peso vivo, ganancia de peso, incremento en peso,
factor de conversion alimenticia, eficiencia alimentaria, durante los 55 dias se puede observar en la
Tabla 5. Dichos resultados mostraron diferencias significativas (P <0.05), una vez finalizado el periodo
de alimentacion.

El crecimiento (18.09 g de peso) y la conversion de alimento (0.76) final mas adecuado para P < 0.05,

se produjo en los juveniles alimentados con la dieta que contiene quitosano en dieta en un 4 %, el cual




fue significativamente diferente de los otros tratamientos. La mayor proporcion de tasa de crecimiento
(1.52) y la eficiencia proteica (0.80) se produjo en los juveniles alimentados con la dieta que contiene
quitosano en dieta en un 4 %, que fue significativamente diferente de los tratamientos con menor y
mayor contenido de quitosano. Se encontr6 un menor nivel de desempefio bioproductivo en los
organismos alimentados con el tratamiento control con 0 % de quitosano (Tabla 5).

En cuanto al indice de supervivencia (Tabla 5). también se encontro diferencias significativas (P <0.05)
entre tratamientos, sin embargo, durante el tiempo de experimento el tratamiento con 4% inclusion de
quitosano presentd una supervivencia del 100% el cual no difirié con respecto al tratamiento con 3%
de quitosano en dieta con 97.78%, pero si con respecto los demés tratamientos.

En el presente estudio, la actividad de la enzima superdxido dismutasa (Ilustracion 1) se vio
significativamente influenciada (p < 0,05) por los niveles de quitosano en la dieta mostrando una mayor
actividad en los tratamientos con 3 y 4 % de quitosano en dieta, mientras que los valores mas bajos se
alcanzaron en tratamiento con un 1%.

Con respecto al contenido de leucocitos, se observo una respuesta significativa (p < 0,05) al incluirse
quitosano en dieta al 3 y 4% (Ilustracion 2) se encontré mayor contenido de leucocitos, no difiriendo
entre estos dos tratamientos, pero si con respecto a los demas, encontrandose que los valores mas bajos
fueron para el tratamiento control (0% de quitosano).

DISCUSION

A pesar de las propiedades bioldgicas unicas del quitosano, se sabe poco sobre los efectos de los
diferentes niveles de quitosano sobre el rendimiento bioproductivo e inmune en tilapia roja. Los datos
disponibles han revelado que el quitosano en dieta puede afectar de manera positiva el crecimiento, y
parametros inmunes.

Este estudio demuestra que los juveniles de tilapia alimentados con una dieta fortificada con diferentes
niveles de quitosano, particularmente a la concentracion de 4% en dieta, tuvieron un peso vivo, ganancia
de peso, incremento en peso, factor de conversion alimenticia, eficiencia alimentaria y supervivencia
significativamente mas altos en comparacion con los demaés niveles de inclusion y el grupo de control.

Nuestros hallazgos concuerdan con los reportados por Wang y Li (2011) en O. niloticus y Udo et al.

(2018) en Clarias gariepinus. La mejora en la tasa de crecimiento y la utilizacion del alimento después




de la adicion de quitosano podria estar relacionada con distintas vias metabolicas en los peces en
comparacion con el quitosano, que podria haber jugado un papel crucial en la mejora de la asimilacion
y absorcion de nutrientes que en concentraciones mas bajas en la tilapia (Gopalakannan y Arul, 2006).
La influencia de mejora del crecimiento y supervivencia con quitosano también podria estar fuertemente
relacionada con su potente actividad antibacteriana (Huang et al., 2009; de Paz et al., 2011) como es
evidente a partir de la fuerte inhibicion dosis-dependiente de aerdbicos intestinales totales y poblaciones
de bacterias anaerobias en los peces. La actividad antibacteriana del quitosano podria ser atribuido a su
naturaleza policationica debido a la presencia de grupos amina primarios en sus unidades repetidas.
Estos grupos amina se unen a la pared celular bacteriana que estd cargada negativamente, y permite
alterar la permeabilidad de la membrana de la célula y, posteriormente se une al ADN, lo que lleva a la
inhibicion de la replicacion del ADN y la muerte celular (Nagy et al., 2011; Divya et al., 2017).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo pueden deberse a que la suplementacion con quitosano en
dieta mejoro la digestion y digestibilidad de nutrientes en los juveniles de tilapia, lo que condujo a una
mejor utilizaciéon y/o asimilacion de nutrientes, lo que, a su vez mejord la ingesta de alimento, el
crecimiento y supervivencia. Otra hipotesis es que el quitosano puede inhibir patdgenos potenciales,
mejorar la poblacion de microorganismos benéficos y mejorar las actividades de las enzimas
microbianas del intestino de los peces, en consecuencia, mejoran la digestibilidad del alimento y la
absorcion y asimilacion de los nutrientes. La investigacion realizada por Lin et al. (2012), en alevines
de carpa (Cyprinus carpio), encontraron que el quitosano tiene un efecto positivo en la respuesta inmune
y en resistencia a agentes patdogenos lo cual contribuye a una mejora en la supervivencia.

En nuestro trabajo también se encontrd que la enzima superoxido dismutasa (Ilustracion 1) se vio
influenciada significativamente (p < 0,05) por los niveles de quitosano en la dieta. Esta enzima es una
de las principales enzimas antioxidantes, aunque el sistema inmune antioxidante consiste en varias
enzimas involucradas en reacciones oxidativas que producen una reduccion del estrés oxidativo
(Soberanes-Yepiz et al., 2018). La actividad antioxidante del quitosano podria atribuirse a las
actividades de captacion de radicales libres sobre los radicales hidroxilos y sus capacidades quelantes

(Ngo y Kim, 2014). El quitosano puede quelar los iones metalicos o eliminar los radicales libres

mediante la donacion de hidrogeno o un par de electrones (Lin et al., 2009).




Se ha encontrado que los peces con deficiencias nutricionales son propensos al estrés oxidativo causado
por temperaturas extremas, hipoxia, enfermedades y contaminacion (Li et al., 2003; Villa-Cruz et al.,
2009). Un aumento de la actividad de superdxido dismutasa en puede ser como consecuencia de una
respuesta a cambios en la composicion lipidica de las membranas celulares de los leucocitos,
probablemente debido a deficiencias nutricionales, que interfieren con la produccion de factores
activadores de células (citocinas o chaperoninas) que mejoran o disminuyen la capacidad fagocitica
(Villa-Cruz et al., 2009). Arun y Subramanian (1998) y Soberanes-Yepiz et al. (2018), estudiaron la
actividad de superoxido dismutasa en diferentes tejidos de langostinos M. malcolmsonii y M
americanum respectivamente, sugiriendo que mayores valores de antioxidantes son consecuencia de
multiples reacciones oxidativas, por tanto, esto pudiera indicar ser el sitio de mayor produccion de
radicales libres. Kim y Thomas (2007), encontraron que las dietas suplementadas con quitosano para el
Salmo salar mostraban actividades antioxidantes y una reduccion de la oxidacion de lipidos. Tambien
se ha informado de que las propiedades antioxidantes del quitosano en términos de prevencion del estrés
oxidativo, que aumentaron progresivamente a medida que aumentaba su concentracion (Sarbon et al.,
2015; Abdel-Ghany y Salem, 2019).

El mecanismo de accion del efecto de inmunoestimulacion del quitosano dentro del cuerpo del pez ain
no se comprende completamente. Pero es sabido que la inmunidad celular no especifica comprende tres
mecanismos defensivos: la inflamacion, la fagocitosis y la citotoxicidad no especifica. La inflamacion
involucra a los leucocitos y sigue a la exposicion a un desafio antigénico, posteriormente al contacto
con el antigeno, el area afectada recibe mayor irrigacion sanguinea, seguida de un aumento en la
permeabilidad capilar y la migracion de los leucocitos de la sangre hacia el tejido (Szwejser et al.,
2017), y aunque solo constituyen alrededor del uno por ciento de la sangre del organismo, implicados
en diversas reacciones alérgicas y contribuyen a la reparacion del tejido dafiado, asi como a la
eliminacion de células tumorales (Nakanishi et al., 2020).

En el presente estudio, se observo una respuesta significativa (p < 0,05) de leucocitos (Ilustracion 2) en
peces alimentados con quitosano, lo cual pudo estar relacionado con la hematopoyesis que implica la

produccion de células leucocitarias principalmente en el rifion en el caso los peces teledsteos (Press y

Evensen, 1999; Zapata et al., 1996), 6rgano en el que se localizan las células madre hematopoyéticas




(Hanington et al., 2009), por lo que tienen una extensa reticula para atrapar particulas acarreadas en la
sangre, principalmente en el rindn y el bazo donde se localizan poblaciones de macrofagos y linfocitos
capaces de iniciar una respuesta inmune (Press y Evensen, 1999).

Esto sugiere que el nivel de quitosano en dieta pudo estimular el microambiente donde se desarrollan
las células hematopoyéticas y factores y proteinas de crecimiento intracelulares; en este sentido, se ha
encontrado que la proteina alfa de union al potenciador CCAAT (C/ EBPa), es requerida para el
desarrollo de granulocitos, pero también promueve la diferenciacion de células madres
hematopoyéticas, sin embargo cuando es deficiente C/EBPa, se bloquea la diferenciacion hacia el linaje
mieloide (Zhang et al., 2004). Harikrishnan et al. (2012), encontraron que la suplementacion dietética
con quitosano estimuld pardmetros inmunoldgicos en Epinephelus bruneus contra Philasterides
dicentrarchi, aumentando significativamente el contenido de leucocitos y actividad fagocitica.
Ilustraciones, Figuras y Anexos

Tabla 1. Condiciones agroclimaticas.

Datos Meteorologicos Promedios
Temperatura media Oc 25,80
Humedad relativa media % 84,00
Helifonia, anual, hora luz 995,00
Precipitacion/mes 156,10

Tabla 2. Formulacion de dietas experimentales con suplementacion de quitosano.

Niveles de quitosano en dietas (%)

Ingredientes 0 1 2 3 4 5

Harina de pescado 46.50 46.50 46.50 46.50 46.50 47.00
Pasta de soya 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00
Harina de trigo 13.90  13.90 13.90 13.40 12.90 11.90
Harina de maiz 4.00 3.00 2.00 1.50 1.00 0.50
Quitosano 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Lecitina de Soya 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00




Aceite de pescado 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50

Alginato de sodio 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezclas minerales' 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezclas vitaminicas? 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Vitamina C 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

Leyenda: ! mg.kg': Sulfato de magnesio 5,1; Cloruro de sodio 2,4; Cloruro de potasio 2; Sulfato ferroso 1; Sulfato de zinc
0,2; Sulfato cuprico 0,0314; Sulfato manganoso 0,1015; Sulfato de cobalto 0,0191; Yodato de calcio 0,0118; Cloruro de cloro
0.051. 2 mg.kg!: Tiamina 60; Rivoflavina 25; Niacina 40; Vitamina B6 50; Acido pantoténico 75; Biotina 1; Folato 10;
Vitamina B12 0,2; Hill 600; Myoinositol 400; Vitamina C 200; Vitamina A 5000 UI; Vitamina E 100; Vitamina D 0,1;
Vitamina K 5.

Tabla 3. Composicion quimica (% Materia Seca) de dietas experimentales con suplementacion de
quitosano.

Niveles de quitosano en dietas (%)

Composicion proximal real 0 1 2 3 4 5
Materia seca (%) 94.68  93.77 94.02 94.28 93.80 93.99
Grasa (%) 7.15 7.24 8.01 7.84 7.18 8.02
Proteina (%) 32.07 3222 32.47 32.30 32.22 32.17
Fibra (%) 5.63 5.86 5.92 6.18 6.66 6.81
Ceniza (%) 8.20 9.30 10.10 10.22 12.01 9.80
E. L. N. N' (%) 18.38  18.18 18.22 18.11 17.57 18.10
Energia bruta (kJ. g')? 46.95  45.38 43.50 43.46 41.93 43.20

Leyenda: 'Extracto libre de nitrogeno = 100 - (% proteina bruta +% extracto etéreo +% fibra bruta +% ceniza). >Calculado
usando factores 23.4 kJ. g1, 39.2 kJ.g”!, 17.2 kJ.g"! de proteina, grasas y carbohidratos, respectivamente (Goddard, 1996).

Tabla 4. Indicadores de Calidad del Agua.

Indicadores Minimo Miaximo
Oxigeno, mg/ L 4.06 5
Temperatura, °C 26.5 28.5
pH 7 8.1
Amonio, mg L™! 0.05 0.08
Nitratos, mg L"! 0.2 0.4

Nitritos, mg L 0.5 1




Tabla 5. Indicadores bioproductivos en juveniles de tilapia roja con suplementacion de quitosano en

dieta.
1‘(1%1)) PI (g) PF (2) IP (%) GP () TCE FCA EA SP (%)

0  7.47+0.18 12.66+0.92cd 518.98+7.72¢  5.19+0.77c 0.94+0.1c  1.54+0.74c 0.38+0.05¢  93.33+3.85c

1 7.62+0.33 10.37+1.24d 274.58+9.35d  2.75+0.94d 0.54+0.14d 1.29+0.15b 0.214+0.07c  84.44+3.85d

7.53+0.07 15.7243.77b 818.84+7.12b  8.19+3.71b  1.28+0.45b 0.91+0.29ab 0.61+0.29b  86.67+3.8d

7.36+0.08 13.59+1.08bc 623.47+10.12¢  6.23+1.01bc 1.09+£0.13c  1.02+0.06b  0.45+0.06bc 97.78+3.85a

2

3

4 7.69+0.10 18.09+1.82a 1039.36+17.42a 10.40+1.74a 1.52+0.16a 0.76+0.09a 0.80+0.14a 100+0.00 a
5  7.31+0.43 15.58+3.96b 826.56+5.68b  8.27+£3.57b 1.31+0.38b 0.89+0.23a 0.62+0.27b  95.56%7.70bc

Valores expresados en Media + Desviacion Estandar. NQD: Niveles de quitosano en dietas, PI: Peso inicial, PF:
Peso Final, IP: Incremento de Peso, GP: Ganancia de Peso, TCE: Tasa de Crecimiento Especifico, FCA: Factor de
Conversion Alimenticia, EA: Eficiencia Alimentaria.

Hustracion 1. Actividad de superoxido dismutasa (media + DE, p =0.0041), en juveniles de tilapia roja
con suplementacion de quitosano en dieta.
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Hustracion 2. Contenido de Leucocitos (media + DE, p=0,010), en juveniles de tilapia roja con
Isuplementacion de quitosano en dieta.
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CONCLUSIONES

El biopolimero Quitosano influye positivamente en la activacion de los indicadores de crecimiento,

aprovechamiento del alimento y supervivencia en tilapia roja, con mejores respuestas cuando se incluye

un 4%. Es factible el tratamiento con Quitosano en dieta a los juveniles de tilapia roja debido a que este

producto influye positivamente en variables inmunes como la actividad de superéxido dismutasa y el

contenido de leucocitos.
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