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Resumen

Un factor relevante en la produccion piscicola es el bienestar animal, una
alternativa es el uso de prebidticos y probidticos para mejorar la resistencia a las
enfermedades, regulan la microbiota intestinal y ademas busca lograr una mejor
absorcién de los nutrientes, disminuir la mortalidad y los altos costos de la
alimentacion, entre otros. Por todo ello, para conocer la actuacion de estos
compuestos, es recomendable evaluar las variaciones morfométricas
microscopicas a nivel de intestino (altura, ancho y poblacion de las vellosidades),
en alevinos y juveniles de tilapia roja Oreochromis sp. Con el fin de explicar la
respuesta fisiolégica al enriquecer el alimento concentrado con prebioticos y
probiéticos en la alimentacion. En la investigacion se usaron 600 alevines y 600
juveniles de tilapia roja, y se aplicaron 4 tratamientos en cada etapa con 3
repeticiones cada una de 50 individuos, el Tratamiento Control (T1): Alimentacion
solo con concentrado comercial, T2: Alimentacion con concentrado comercial mas
prebidtico comercial Oregostim®, T3: Alimentacion con concentrado comercial
mas probidtico comercial Biosa®. T4: Alimentacién con concentrado comercial
mas probidtico comercial Biomos®. Se tomaron 10 muestras por réplica y se
conservaron en formol al 10%, para los cortes histolégicos se empled la técnica de
inclusion en parafina, y tincion de hematoxilina & eosina. Las imagenes obtenidas
se procesaron en el programa Motic Images Plus 2.0, obteniendo las mediciones
de alto, ancho y densidad de vellosidades intestinales a 10x. La variable altura de
vellosidades en alevines y juveniles con el T2, T3 y T4 alcanzaron las mayores
longitudes, esto demostro que la inclusion de estos compuestos, generan cambios
significativos (P<0,05) en las vellosidades intestinales respecto al T1; En cuanto a
la variable densidad de vellosidades en alevines, T2, T3 y T4 no aumentan el
nimero de vellosidades por cm? respecto al control. En juveniles, al encontrarse
diferencias, se pudo demostrar que T2 y T3 aumentaron el numero de
vellosidades por cm?, lo que mejora la capacidad de absorciéon de nutrientes en
cada segmento de intestino. En la variable ancho de vellosidad en alevines, se
encontré6 que T2, T3 y T4 no tienen incidencia en aumento o disminucién del
ancho de las vellosidades; en juveniles los resultados difieren ya que T3 y T4
tuvieron incidencia en la anchura de las vellosidades al aumentar su grosor. Lo
gue permite concluir que el comportamiento en la morfometria cuando se
enriquece el alimento con probidticos y prebibtico varia dependiendo de la fase en
que se encuentre el pez.

Palabras claves: Morfometria, Vellosidades, Intestino, Alevines, Juveniles.
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Abstract

A relevant factor in fish production is animal welfare, an alternative is the use of
prebiotics and probiotics to improve resistance to diseases, regulate the intestinal
microbiota and also seeks to achieve better absorption of nutrients, decrease
mortality and high Costs of food, among others. Therefore, in order to know the
performance of these compounds, it is advisable to evaluate the microscopic
morphometric variations at intestine level (height, width and villus population), in
juvenile red tilapia juveniles Oreochromis sp. And thus explain the physiological
response by enriching the feed concentrate with prebiotics and probiotics in feed.
In the research 600 fry and 600 juveniles of red tilapia were used, and 4 treatments
were applied in each stage with 3 replicates each of the 50 individuals, Control
Treatment (T1): Feed only with commercial concentrate, T2: Feed with concentrate
Commercial plus commercial prebiotic Oregostim®, T3: Feeding with commercial
concentrate plus commercial probiotic Biosa®. T4: Feeding with commercial
concentrate plus Biomos® commercial probiotic. Ten samples were taken per
replicate and preserved in 10% formaldehyde, for the histological sections the
paraffin inclusion technique was used, and hematoxylin & eosin stain. The
obtained images were processed in the program Motic Images Plus 2.0, obtaining
the measurements of high, width and density of intestinal villi to 10x. The variable
height of villi and juveniles with T2, T3 and T4 reached the highest lengths, this
showed that the inclusion of these compounds, generate significant changes (P
<0.05) in the intestinal villi with respect to T1; As for the variable villus density in
fingerlings, T2, T3 and T4 do not increase the number of villi per cm2 with respect
to the control. In juveniles, when differences were found, it was demonstrated that
T2 and T3 increased the number of villi per cm2, which improves the nutrient
absorption capacity in each intestine segment. In the variable villus width, it was
found that T2, T3 and T4 did not have an incidence in increase or decrease of
villus width; in juveniles the results differ as T3 and T4 had an incidence in the
width of the villi when increasing its thickness. This leads us to conclude that
morphometry behavior when probiotics and prebiotics are enriched depends on the
stage of the fish.

Key words: Morphometry, Villus, Intestine, Fry, Juveniles.
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1.Introduccion

Uno de los factores relevantes en la produccién animal es la alimentacion,
esta representa entre el 50 y el 70% de los costos de produccion. A este respecto,
la produccion piscicola no es la excepcién, aun peor, los costos son los mas
elevados respecto a otras producciones pecuarias. El alto costo se debe en gran
medida, a que las especies piscicolas necesitan para su nutricion, alimentos con
elevados niveles proteicos, y la mayoria de las fuentes proteicas con que se
fabrican estos alimentos son costosas, por lo que buscar alternativas que permitan
maximizar el aprovechamiento de la proteina del alimento en términos nutritivos,

seria una buena opcién para mejorar la gestion de la alimentacion.

Una alternativa es el uso de prebioticos, los cuales son ingredientes no
digeribles de la dieta, que producen efectos beneficiosos estimulando
selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o mas tipos de bacterias en el
colon, las que tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del
hospedero, y probiéticos, que son aquellos microorganismos vivos que, al ser
agregados como suplemento en la dieta, afectan en forma beneficiosa al
desarrollo de la flora microbiana en el intestino los cuales sirven para mejorar
crecimiento como también la resistencia a enfermedades (Cota-Rubio E., Hurtado-
Ayala L., Pérez-Morales E., 2008).

La utilizacion de prebidticos y probidticos en la produccion de peces, busca
lograr una mejor absorcién de los nutrientes, disminuir la mortalidad y mejorar la
resistencia a las enfermedades, entre otros. El uso de prebidticos y probidticos en
el alimento ha demostrado tener un impacto significativo en la salud del pez,
ademas del resultado econdémico en su produccion; reduciendo el riesgo de
enfermedades y la necesidad de medicamentos y/o aditivos tales como hormonas

y antibioticos (Cota Gastélum, 2011).
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La biotecnologia moderna en acuicultura ha desarrollado productos que
regulan la flora bacteriana intestinal a través de diversos microorganismos
llamados probidticos (denominados asi por su accion opuesta a la de los
antibioticos), creando barreras biologicas para evitar la infeccion de peces y
camarones, que ocasiona altas mortalidades en piscinas y estanques (Cota
Gastélum, 2011).

En el mercado son conocidos los productos como Oregostim®, BioMos®, y
Biosa® desarrollados por casas comerciales extranjeras, empleados en las
producciones pecuarias a nivel industrial, y que cuentan con investigaciones que
soportan su eficacia en la gran mayoria de las especies animales, pero muy pocos

estudios en peces.

A este respecto, en Colombia son pocos los estudios cientificos realizados
gue midan la influencia de los probiéticos y prebibticos en la absorcion de
nutrientes procedentes de la alimentacion en especies piscicolas, y solo se han
evaluado los pardmetros de crecimiento y aprovechamiento nutritivo dejando a un
lado la importancia de la respuesta fisioldgica del sistema digestivo Gatesoupe,
1999; Villamil Diaz & Martinez Silva, 2009)

Ademas, la piscicultura de tilapia es la mas extendida en el mundo, pues
debido a su adaptabilidad se producen en todos los continentes. En Colombia, la
tilapia roja es la especie piscicola mas explotada de forma intensiva y extensiva
representando un 51,77% en comparacion a las otras especies nativas y foraneas

(Incoder & Minagricultura, 2011).

Por todo ello, es necesario evaluar las variaciones morfométricas a nivel de
intestino (altura de las vellosidades intestinales, ancho de las vellosidades, nimero

de vellosidades (densidad por campo) y asi complementar el estudio cientifico
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sobre la respuesta fisioloégica al enriquecer el alimento concentrado con

prebioticos y probidticos en la alimentacion de Tilapia roja Oreochromis sp.
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2.Marco Teodrico

2.1 Importancia de la piscicultura en Colombia

Colombia cuenta con tres espacios pesqueros muy amplios y diferentes que
son el Océano Pacifico, el Mar Caribe y las areas continentales. En la Figura 1, se
muestra la produccion nacional en los ultimos 25 afios, se observa que la pesca
ha disminuido, especialmente en aguas dulces, mientras que la acuicultura se ha
incrementado. La produccion pesquera total para 2010 fue 128.742 toneladas, de
las cuales, la acuicultura aport6 el 55.09% (Incoder & Minagricultura, 2011).

La produccion pesquera total del pais ha tenido valores promedio de 160.000
toneladas anuales en los ultimos 20 afios; A principios de los 90°s las capturas de
la pesca industrial representaban un 55%, la pesca artesanal un 25% vy la
acuicultura un 20%, sin embargo para el afio 2014 se presentd un incremento en
la acuicultura y disminucion en la pesca industrial y artesanal asi 29% la pesca
industrial, 20% la artesanal y un 51% la acuicultura (AUNAP, 2014).

La produccion de la acuicultura nacional en el 2011 fue de 82.733 toneladas,
de las cuales mas de la mitad correspondio a las tilapias roja y plateada, casi un
20% a las cachamas blanca y negra, cerca de un 7% a trucha, 10% a camaroén, y
el resto a otras especies nativas y exoticas (AUNAP, 2014).
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Figura 1. Produccién Pesquera en Colombia 1985-2010

Toneladas

M PESCA MARITIMA (Ton) M PESCA CONTINENTAL (Ton) B ACUICULTURA

Fuente: Incoder & Minagricultura, 2011).

La tendencia de crecimiento de la acuicultura en el periodo 1985 a 2010 es
muy alta representando el 20.44% anual promedio y pasa de 572 toneladas en
1985 a cerca de 73.000 en 2010 mostrando menor crecimiento que otros paises
de Latinoamérica, supera la tasa media del crecimiento del resto del sector
agropecuario y del conjunto total de la economia nacional. (Incoder &

Minagricultura, 2011) (Figura 1).

En el caso del consumo aparente de los productos de la acuicultura y la
pesca en Colombia, se observa que en los ultimos veinte afios se ha incrementado
el consumo per cépita de estos productos, al pasar de 2,5 kilos en la década de
los afios 80°s a 4.3 kilos en los 90’s y 6.4 kilos en la actual década (AUNAP,
2014).

La piscicultura es muy seguramente una de las actividades pecuarias que
mas aporta a la seguridad alimentaria, pues a pesar de las complejidades que

pueda tener de indole ambiental o pesquero, en las riberas de los rios y en los
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litorales colombianos, existe una amplia poblacién que depende del sustento diario
de la comercializacion del pescado mediante la pesca de pequefia escala o
artesanal (AUNAP, 2014).

Tradicionalmente la produccidén piscicola ha sido destinada al mercado
nacional, pero a partir del 2008 las exportaciones se han ido incrementado
considerablemente. La cantidad de acuicultores en el pais se calcula en alrededor
de 29.400, de los cuales, mas del 99% son piscicultores y el 90% son Acuicultores

de Recursos Limitados — AREL.

La actividad aporta cerca del 0,7% del PIB nacional y la superficie dedicada a
la piscicultura se calcula en 2.130 hectareas. La produccién nacional en el afio
2011 fue la siguiente: Tilapias roja y plateada: 48.400 toneladas meétricas,
Cachamas blanca y negra: 15.900 toneladas métricas, Trucha: 5.600 toneladas
métricas de las cuales, el 50% se comercializa en el mercado nacional y el otro

50% se exporta principalmente a la Unién Europea (AUNAP, 2014).

2.2 LaEspecie

Las Tilapias son peces originarios de Africa y el Cercano Oriente, en donde
se inicia la investigacion a comienzos del siglo XIX, aprovechando sus
caracteristicas y adaptabilidad se consideraron ideales para la piscicultura rural,
especialmente en el Congo Belga (actualmente Zaire); a partir de 1924 se
intensifica su cultivo en Kenia, sin embargo fue en el Extremo Oriente, en Malasia
en donde se obtuvieron los mejores resultados y se iniciara su progresivo cultivo

en el ambito mundial.

Las Tilapias han sido introducidas en forma acelerada hacia otros paises
tropicales y subtropicales en todo el mundo, cultivandose en 85 paises, y el 98%
de toda la produccién se realiza fuera del ambiente normal de las tilapias,

recibiendo el sobrenombre de las gallinas acuaticas, ante la aparente facilidad de
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su cultivo soportado en la rusticidad para su manejo, alta adaptabilidad a
diferentes condiciones del medio, en algunos casos aun las mas extremas, facil
reproduccion, alta resistencia a enfermedades, alta productividad, generalmente
herbivoras aunque aceptan todo tipo de alimentos tanto naturales como
artificiales, incluyendo los producidos por intermedio de la fertilizacion organica o

quimica lo que las convierte en peces omnivoros (Castillo Campo, 2006)

La tilapia se ha introducido en todo el mundo y se cria de manera
generalizada en los tropicos y las zonas subtropicales. Este pez presenta muchos
atributos adecuados para su domesticacion y cria. Entre ellos se incluyen la buena
calidad y el sabor de su carne, una gran tolerancia a distintos entornos, su
resistencia a muchas enfermedades habituales de los peces y la relativa facilidad

de reproduccion que presenta en cautividad (Estevez, 1990).

2.3 Distribucion, Habitat y Taxonomia

Los ciclidos se clasifican en el Orden Perciformes y habitan las aguas
dulces y salobres de Africa, el Medio Oriente, las zonas costeras de la India,
América Central, del Sur y el Caribe, incluyendo a Cuba. Sin embargo, las
verdaderas tilapias son nativas de Africa y el Medio Oriente. En estos momentos,
debido a su introduccion por el hombre, esta representada en la zona tropical y

subtropical de todo el mundo, incluyendo Asia y Oceania.

Los ciclidos son bien conocidos como peces de acuario por su gran
capacidad de adaptacion a los nuevos ambientes. También muestran un
comportamiento reproductivo especializado, muy relacionado con su compleja
biologia evolutiva. Una caracteristica distintiva de los géneros que integran el
grupo de las tilapias es su caracteristica reproductiva, que se refiere al tipo de

cuidado que los progenitores brindan a sus crias.
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En los géneros Sarotherodon y Oreochromis, los padres incuban los huevos
en la boca y una vez nacidos, cuidan a la descendencia por un tiempo adicional
(incubadores bucales); las que pertenecen al género Tilapia, la incubacion se
realiza sobre un sustrato fijo en el fondo, o construyendo un "nido" sobre ellos
(Toledo & Garcia, 2000).

Dentro de areas originales de distribucion, las tilapias han colonizado
habitats muy diversos; arroyos permanentes y temporales, rios anchos vy
profundos, lagos profundos, lagos pantanosos, lagunas de agua dulce, salobres o
saladas. Las tilapias cultivadas habitan por lo general en aguas lenticas (poca
corriente), permaneciendo en zonas poco profundas y cercanas a las orillas donde

se alimentan y reproducen (Toledo & Garcia, 2000)

De acuerdo a la clasificacion de Berg, modificada por (Trewavas, 1983), las
tilapias se clasifican de la siguiente manera:
Phyllum Chordata
Subphylum Craneata
Superclase Gnathostomata

Serie Pisces
Clase Actinopterygii
Orden Perciforme
Suborden Percoidei
Familia Cichlidae
Género 1) Tilapia
Especie a) rendalli
b) zillii

Género 2) Oreochromis

Especie a) aureus

b) niloticus
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c) mossambicus

d) urolepis homnorum

La tilapia roja (Oreochromis sp.) es el resultado del cruzamiento de las

siguientes especies (Toledo Perez & Garcia Capote, 2000):

Oreochromis mossambica (Tilapia Mozambique)
Orechromis aureus (Tilapia Dorada)
Orechromis homnorum (Tilapia Mojarra)

Oreochromis niloticus (Tilapia del Nilo)

La tilapia roja, pez que taxondémicamente no responde a un nombre
cientifico, es el producto del cruce de cuatro especies de tilapia: tres de ellas de
origen africano y una cuarta israelita; el cruce selectivo permitio la obtencion de un
pez cuya coloracion fenotipica puede ir desde el rojo cereza hasta el albino,
pasando por el animal con manchas negras o completamente negro (Villarruel
Castillo, Angel Armas, & Céspedes, 2011).

2.4 Sistema Digestivo de la Tilapia

El aparato digestivo comienza en la boca, continuando con la faringe, la
cual esta perforada lateralmente por los arcos branquiales. La faringe se continla
en el eséfago, que es muy elastico y disponiendo de células secretoras de una
sustancia mucilaginosa que favorece el avance del bolo alimenticio hacia el
estbmago. Es caracteristica una diferenciacion en tamafio del intestino,
dependiendo de la alimentacién de los peces, es corto en los de los peces
depredadores carnivoros y largos los de los herbivoros (Villarruel Castillo et al.,
2011).

Organos tales como el higado o el pancreas forman parte del aparato

digestivo, teniendo funciones de favorecimiento de la digestién, por ejemplo, la
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adicion de bilis e incluso de generacion de reservas como es el caso de formacion

de glucégeno (Brown, 2000).

El tamafio del intestino es relevante, ya que permite un ajuste a diferentes
tipos de dietas, ofreciendo la posibilidad de una mejor adaptacion a las
condiciones ecolégicas. Esto es cierto tanto para la tilapia nilotica Oreochromis
niloticus como para la tilapia roja Oreochromis sp., debido a que todas las

especies de ciclidos poseen intestinos largos (Pineda S. et al., 2012).

El mismo Pineda S. et al., (2012), sugirieren gque la longitud del intestino
varia de una manera continua como una funcion de la dieta, hecho observado en
los ciclidos del lago Tanganica, en donde existe un intercambio entre la
maximizacion de los nutrientes y la absorcion de la energia y la mayor longitud del

tejido intestinal.

En la pared intestinal se encuentran estructuras llamadas vellosidades
intestinales, las cuales aumentan la superficie de absorcion del mismo (Rodriguez
& Beltrdn Amaris, 2012)

Las vellosidades intestinales segun Herreria Roman, (2013) son
proyecciones digitiformes o evaginaciones, y cuya superficie esta tapizada por una
sola hilera de células epiteliales de diversos tipos; que afectan la mucosa intestinal
y amplifican la superficie de absorcion unas 5-6 veces. Para Ferrufino, Taxa, &
Angeles (1996), las vellosidades son responsables del area de superficie de la

mucosa intestinal.

Segun Rodriguez & Beltran, (2012) “la morfologia y longitud del tracto
digestivo esta relacionada con el régimen alimentario de los peces, que puede

variar ampliamente en el medio natural, de una especie a otra”.
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Multiples investigaciones se han adelantado, con la finalidad de evaluar los
alimentos alternativos y su efecto sobre el comportamiento productivo de los
animales sin observar los efectos en las estructuras anatdbmicas (Preston, 1995).

Estudios cientificos en otras especies en las cuales se ha utilizado la
inclusibn de morera como sustitucion parcial del concentrado comercial en
reproductoras porcinas, el andlisis del intestino delgado mostr6 una mayor
integridad de las estructuras histologicas presentes en el duodeno y ciego,
arrojando como resultado un mayor numero y tamafio de las vellosidades

intestinales (Rodriguez & Beltran, 2012).

La estructura de la mucosa intestinal revela informacion muy util sobre la
fisiologia del intestino. El tamafio y la densidad de las microvellosidades es otro
factor a tener en cuenta en la capacidad del intestino para digerir y absorber
alimento (Rodriguez & Beltran Amaris, 2012). A mayor altura de las vellosidades
intestinales traduce en un aumento no solo de la superficie intestinal, sino también,
de la actividad de las enzimas y de los sistemas de transporte de nutrientes lo que
da lugar a una activacion de las funciones de digestion y absorcion (Pluske &
Dong, 1998; Rodriguez & Beltran, 2012).

2.5 Alimentacion

La alimentacion de la tilapia en producciones intensivas piscicolas se basa
principalmente en concentrados y suplementos que contengan todos los nutrientes
necesarios. El concentrado puede esparcirse en el agua, sobre toda la superficie
del estanque o depositarla siempre en el mismo sitio (Villarruel Castillo et al.,
2011).

Mendoza et al., (2013) concluyen que los pardmetros nutricionales y habitos
de las especies, varian segun la edad, siendo estos desde componentes de

plancton, hasta frutos, semillas, follaje y proteina de origen animal.
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La variacion de la morfo-histologia de las porciones del tubo digestivo se
debe a las funciones especificas de cada érgano segun el proceso digestivo que
desempenia.

2.5.1 Alimentacion en Alevinos y Juveniles

Usualmente, la fase de alevinos en tilapia, comienza cuando estos alcanzan
peso entre 0.2 — 1.0 g y termina con un peso promedio de 8.0 g. Cuando inicia la
fase de alevinaje, la alimentacion se complementa con produccién de plancton en
la columna de agua (fertilizacion organica) mas concentrado que incluye harina de
pescado (35% Proteina Cruda) con una frecuencia de alimentacion de 7 a 8 veces
al dia. Las tasas de alimentacién estan en el rango de 30% de la biomasa al inicio
hasta un 10% al final de la fase de alevinaje. Algunos productores tailandeses de
tilapia en la primera fase de crecimiento (larval); alimentan con una fina harina de
pescado (60% Proteina Cruda) para abastecer necesidades nutritivas e iniciar la
alimentacion. El inicio de la alimentacion, antes de absorbido el saco vitelino,
parece beneficioso para las tilapias en su fase inicial de produccion (alevinaje)
(Castillo Campo, 2006).

De Silva & Gunasekera, (1989) encontraron que un contenido de 34 - 36 %
de proteina cruda en la dieta proporciona el mayor crecimiento en alevinos de
tilapia, sin embargo, por un menor costo dietario, recomiendan un nivel de proteina
cruda que no supere el 30%. Los alevinos de tilapia son alimentados con harina de
pescado, afrecho de arroz, o tortas de aceite por separado o0 con una combinacion
de estos en forma de polvo o en pasta. Sin embargo, las practicas de alimentacion

dependen del sistema de produccion.

La fase de juveniles inicia con un peso promedio de 10 g y termina con un
peso final de entre 30 a 40 g, la alimentacion en sistemas de produccion semi-
intensivo e intensivo, esta fundamentada en la combinacion de dietas balanceadas

mas fertilizacion de la columna de agua para incentivar la produccion de plancton,
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los concentrados balanceados varian su porcentaje de proteina entre 28 a 32 de
proteina cruda, y la frecuencia de alimentacion supone suministrar el alimento

entre 4 a 5 veces al dia (Castillo Campo, 2006).

2.6 Prebioticos y Probidticos

Los prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que promueven
la salud del huésped al estimular selectivamente el crecimiento y la actividad de
una bacteria benéfica o un grupo de ellas en el tracto digestivo (Partida Arangure,
2009). Algunos investigadores lo precisan como el citoesqueleto de los vegetales,
una sustancia inerte que algunos tipos de bacterias pueden fermentar, sin
posibilidad de ser desdobladas por las enzimas digestivas, por lo que resulta
inabsorbible (Rojas, 1994).

Para que una sustancia (o grupo de sustancias) pueda ser calificada como
prebidtico debe cumplir algunos criterios: 1) origen vegetal, 2) No pueden ser
hidrolizada ni absorbida en el tracto gastro-intestinal, 3) Selectiva para bacterias
benéficas, y 4) su fermentacion debe generar efectos beneficiosos locales o

sistémicos en el hospedador (Manning & Gibson, 2004).

Los prebidticos que tiene un mayor uso potencial, son aquellos posibles
aditivos de los alimentos con caracteristicas ademas de no digeribles,
guimicamente estables, facil conservaciéon (no refrigeracion) y de rapida incorpora
racion a los alimentos. En su gran mayoria, los prebio6ticos descritos suelen ser
carbohidratos y oligosacaridos con diferentes estructuras moleculares, presentes
habitualmente en la dieta, como las fibras, aunque los mas prometedores son los
oligosacaridos no digeribles (ODNSs). Los prebidticos mas ampliamente estudiados
son los fructanos inulina y oligofructosa, (Kelly, 2009; Roberfroid, 2005; Seifert &
Watzl, 2007). Al respecto, otros oligosacaridos como los xilooligosacaridos,
derivados de materiales ricos en xilano, integran hidratos de carbono no digeribles

alternativos que pueden presentar las mismas propiedades esperadas que los
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prebioticos conocidos (Drakoularakou, A. McCartney, Rastall, & Gibson, 2004;
Vazquez, Alonso, Dominguez, & Parajo, 2000). Otros oligosacaridos con
propiedades prebidticas potenciales incluyen los transgalactooligosacaridos,
lactulosa, isomalto-oligosacaridos, lactosacarosa, oligosacaridos de la soja y

gluco-ologosacaridos (Vulevic, Rastall, & Gibson, 2004).

La accién de los prebidticos ejerce un impacto positivo sobre la microbiota
intestinal, pero hay que considera otros efectos indirectos, como la regulacion del
metabolismo de la microbiota intestinal y las propiedades inmuno-moduladoras

mediados por la microbiota intestinal (Vrese & Schrezenmeir, 2008).

La utilizacion conocida de probidticos es tan antigua como los métodos
prehistéricos de conservacion de alimentos (Bengmark, 1998). Una aproximacion
al concepto de probidticos lo refiere, Parker, (1974) como “organismos Yy
substancias que contribuyen al balance intestinal microbiano”. Dicha definicidén
pone en la dimensién al probiético como un microorganismo vivo que suplementa
la alimentacién y beneficia al hospedero mejorando el equilibrio de la flora
microbiana; en ese mismo sentido lo define (Partida Arangure, 2009). Tannock,
(1996), propone referirse a organismos o células microbianas que mejoran la salud

del hospedero, siendo suministradas como suplemento en la dieta.

En 1998, la Comision Europea definié a los probiéticos como ingredientes
microbianos vivos de la dieta que son beneficiosos para la salud y FAO (2011)
como microorganismos vivos que al ser administrados en la dosis adecuada

otorgan beneficios al huésped.

Es comun que la principal caracteristica de los probioticos es referirse a
microorganismos vivos; muchos de los efectos conseguidos al ser utilizados como
células viables se han obtenido también para poblaciones de células muertas, es
decir, tanto células vivas como muertas pueden generar respuestas bioldgicas
beneficiosas (Adams, 2010; Diaz-Rosales et al., 2006).
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Un buen ejemplo de lo que podria ser esperado de los probidticos es: (1)
antagonismo a patogenos, (2) colonizadores del intestino, (3) mejoramiento de la

supervivencia.

Entre bacterias marinas es frecuente el antagonismo. Al respecto, mas del
60% de las bacterias aisladas del zooplancton fueron bacterioliticas (Nair,
Sukamoto, & Shimidu, 1985). También es comun la actividad microbiana en la
microbiota de agua dulce (Sugita, Shibuya, Shimooka, & Deguchi, 1996). En los
procesos de crianza del mero Epinephelus marginatus son colonizados por
Pseudomonas (Bergh, Naas, & Harboe, 1994). Alteromonas haloplanktis limitd la
mortalidad de la almeja Argopecten purpuratus causado por una infeccién
experimental con Vibrio anguillarum (Riquelme et al., 1996).

En Colombia, a pesar de que actualmente se usan probiéticos comerciales
en el cultivo de organismos acuaticos, no se han realizado estudios en los que se
evalle a profundidad los beneficios de su aplicacion. De esta manera Villamil Diaz
& Martinez Silva (2009), proponen realizar estudios para comparar el efecto de los
probiéticos vivos con las células inactivas, o probar otros compuestos como
bacteriocinas. Cabe mencionar que los productos probidticos que se comercializan
en el pais son importados, por lo cual la realizacién de proyectos encaminados a
obtener una formulacion de probiéticos con aislados bacterianos nativos a escala
comercial que pueda ser probado con las caracteristicas propias de nuestros
cultivos, seria un importante avance en la prevencion de las enfermedades que

afectan draméaticamente el sector acuicultor (Villamil Diaz & Martinez Silva, 2009).

2.6.1 Empleo de prebioticos y probidticos en acuicultura

Los prebidticos en la acuicultura se utilizan para mejorar el crecimiento y la
resistencia a enfermedades en los peces, a la mejora econdmica y a la viabilidad y

sostenibilidad de la piscicultura. Varios estudios han demostrado que la dieta con
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prebioticos mejora el crecimiento y la salud de los recursos acuaticos animales
(Sakai et al, 1996). En un reciente estudio se pudo determinar que el sistema
inmune de peces puede reconocer moléculas no auténomas (prebidtico
Oligosacarido-MOS) a través de receptores que identifican patrones moleculares,
que son caracteristicos de los microbios (patrones moleculares asociados) que
estimula los leucocitos de peces para producir lisozima y otros péptidos
antimicrobianos. Por otra parte, MOS proporciona el sustrato manosa en la que las
bacterias intestinales patdogenas se unen selectivamente afectando la adherencia
a los enterocitos, lo que lleva a una mejor salud intestinal, integridad de las

vellosidades y captacion de la dieta nutritiva (Yuji et al, 2015).

En experimentos iniciales de uso de probidticos en alimentos para
acuicultura, se utilizaron preparaciones comerciales disefiadas para organismos
de produccidn terrestre. El primero en ser evaluado fue el Bacillus toyoi, esporas
mejoraron la tasa de sobrevivencia de la anguila Anguilla japdnica y la tasa de
crecimiento del jurel Alectis alexandrinus (Kozasa, 1986). El uso de bacterias
acido lacticas mejoré la producciéon de rotiferos, y el crecimiento de larvas de
lenguados Solea solea (F. J. Gatesoupe, 1990). A su vez, determinados bacilos
mejoraron la tasa de crecimiento de la carpa Cyprinus carpio (Noh, Han, Won, &
Choi, 1994).

En larvas de crustaceos se han obtenido resultados exitosos seleccionando
probiéticos del medio acuatico. Nogami & Maeda, (1992) aislaron una cepa
bacteriana que reduce el crecimiento del Vibrio spp, patégeno de decépodos, e
incrementa la produccion de la larva del crustaceo Portunus trituberculatus. En el
Ecuador, Griffith (1995) reportd que larvas de camaron fueron afectadas por una
enfermedad bacteriana caracterizada por un descenso en cantidades de V.
alginolyticus y el incremento de V. parahaemolyticus. Esta cepa de V. alginolyticus

fue exitosamente empleada para curar la enfermedad.
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Por lo general, la mayoria de los microorganismos probioticos formulados
para acuicultura pertenecen a las bacterias 4cido-lacticas (LAB), de los cuales los
géneros mas utilizados son Lactobacillus y Lactococcus. Estos son considerados
como GRAS ("Generally recognized as safe"), reduciendo de este modo la
necesidad de ensayos de seguridad bioldgica, inevitables para garantizar que la
implementacion de probioticos aislados no van a causar dafios colaterales a los
organismos cultivados ni al consumidor final (Holzapfel, et al., 1998). El uso de
probioticos como LAB esta relativamente bien establecido en otras especies
animales y destacan el aumento de tamafio y peso, el establecimiento de un
equilibrio microbiano intestinal, asi como la mejora de algunas respuestas inmunes
(Broudiscou & Jouany, 1995; Wallace & Newbold, 1995).

En peces, las LAB se han descrito como parte de la microbiota normal de
los organismos (Ringo & Strom, 1994; Stram & Olafsen, 1990). La administracién
de LAB exdgenas también se ha asociado con la inhibicion del crecimiento de
bacterias patégenas (Gildberg et al., 1995; Lewus, et al.,1991); como promotor de
crecimiento de peces (Noh et al., 1994), y, en algunos casos, con un aumento en
la supervivencia de peces infectados experimentalmente (Gatesoupe, 1994;
Gildberg et al., 1995; Robertson, et al., 2000).

La prevencion de la colonizacion de bacterias perjudiciales con una seleccién de
cepas bacterianas, se ha propuesto como una alternativa importante para el
control microbiano en el cultivo de Artemia (Verschuere et al., 1999). También se
ha demostrado que algunas de éstas cepas bacterianas seleccionadas pueden
prevenir el crecimiento de bacterias patégenas como Vibrio proteolyticus en el

cultivo de Artemia (Verschuere et al., 1999).

Recientemente, Balcazar et al., (2007)2 J. Balcazar et al., (2007)°, demostraron
que Lactococcus lactis ssp. lactis y Leuconostoc mesenteroides aislados de

salmonidos, eran capaces de persistir en el intestino de la trucha arco iris (Salmo
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trutta) y aumentar significativamente la actividad de la lisozima después de la

suplementacion de alimentos con probidticos.

Las LAB también se han aplicado con éxito en el cultivo de rotiferos
(Brachionus plicatilis). F. Gatesoupe (1991), inform6 que un preparado comercial
de Lactobacillus plantarum en estado viable disminuyé el recuento de A.
salmonicida y otras bacterias asociadas a los rotiferos. Harzevili, Duffel, Dhert,
Swings, & Sorgeloos (1998), demostraron que L. lactis (AR21) tienen un efecto
inhibitorio contra V. anguillarum en cultivo de rotiferos en condiciones subdptimas
y, de igual forma, demuestra un incremento significativo en el crecimiento en

condiciones de alimentacion optimas.

= Colonizacion y adhesion en el tracto gastrointestinal

Es conocido que las bacterias para adherirse y sobrevivir en el mucus
entérico son significativas en el establecimiento de la microbiota intestinal. La
capacidad de adherencia es una caracteristica que es aprovechada tanto por las
bacterias probi6ticas como por las patégenas. Para el caso de las probi6ticas, éste
ha sido uno de los criterios méas significativos para su seleccién y aplicacion en
acuicultura segun Nikoskelainen, Ouwehand, Goran, Salminen, & Lilius (2003),
mientras que para las patégenas la habilidad para adherirse, se relaciona con la
virulencia y se considera como el primer paso para una infeccion (Villamil Diaz &
Martinez Silva, 2009).

En acuicultura, la informacion disponible indica que las bacterias aisladas
de animales cultivados o de su entorno tienen mayor capacidad de adhesion al
mucus gastrointestinal y a los tejidos, que las de otras bacterias exoticas que
suelen ser transitorias, por lo que nace la necesidad que los probi6ticos sean
consecutivamente bien administrados, ya sea como suplemento en el alimento o a
través del agua de cultivo (Villamil Diaz & Martinez Silva, 2009). Este mismo autor

indica que microorganismos aislados de un organismo pueden colonizar otras
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especies cultivadas, demostrando asi la falta de especificidad para la colonizaciéon

del tracto digestivo.

* Produccién de antibidticos / compuestos antivirales

La seleccién de microorganismos con accién probiética también se puede
determinar por la capacidad de generar productos extracelulares (ECPS) que
pueden inhibir otras bacterias potencialmente patdgenas, entre ellas sustancias
antibacteriales, enzimas bacterioliticas, acido lactico, &cidos organicos Yy

bacteriocinas (Villamil & Martinez, 2009).

Por otra parte, los péptidos antimicrobianos derivados de estas bacterias
interactdan con las células del sistema inmunologico y pueden ser reconocidos por
ellas, gracias a los anticuerpos policlonales contra bacteriocinas como la nisina y
pediocina en peces. Adicionalmente, algunas bacterias acido-lacticas (LAB)
también ostentan actividad contra bacterias Gram-negativas como Vibrio
anguillarum, Vibrio salmonicida y Proteus vulgaris. La carnocina
de Carnobacterium piscicola también ha resultado eficaz para combatir a
Aeromonas hydrophila. Estudios mas recientes han encontrado un nuevo género
de bacterias aisladas de granjas productoras de rodaballo (Scophtahimus
maximus), roseobacter, como probidticos basado en la actividad antibacteriana
contra bacterias patégenas de peces marinos V. anguillarumy V. splendidus
(Villamil Diaz & Martinez Silva, 2009).
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* Producciéon de compuestos benéficos

Las bacterias marinas y las levaduras pueden llegar a ser un recurso de
proteina trascendente en el mejoramiento del aporte nutricional de varias especies
acuaticas cultivadas, debido al perfil de aminoacidos que contienen (Villamil &
Martinez, 2009). En varios aislados de bacterias intestinales, se ha demostrado
alta produccién de acidos grasos de cadena corta y también su contribucion al
valor nutritivo de los rotiferos y peces (Clements, 1997).

De la misma manera, los lipidos producidos por microorganismos marinos
se han descrito como sustancias importantes para la nutricion de especies
acuaticas como el rodaballo y la tilapia (Kihara & Sakata, 1997). Por otra parte, la
produccion de enzimas como lipasas, quitinasas y proteasas, pueden favorecer al
proceso digestivo de los organismos cultivados, especialmente en estadios

larvales de bivalvos (Prieur et al., 1990), y camarén (Wang et al., 2000).

= Mejoramiento de las funciones inmunes

En numerosas publicaciones cientificas describen un aumento en la
resistencia de peces tratados con probiéticos durante infecciones experimentales
(Balcazar et al., 2006). Existen pocas investigaciones en las que se estudien a
profundidad los mecanismos empleados en dicha defensa; en otros trabajos, han
demostrado la incidencia de los probiéticos en las funciones del sistema inmune;
Partida, (2009), investigé sobre los efectos de prebibticos y microorganismos con
potencial probiético en el crecimiento, supervivencia y sistema inmune del
camaron blanco cultivados en condiciones experimentales, también describieron
un incremento en parametros celulares, como el nimero de eritrocitos, linfocitos y
macrofagos y un incremento de la actividad lisozimica de Salmo salar,
Oncorhynchus mykiss y Scophthalmus maximus alimentados con probidticos tanto

Gram-positivos como Gram negativos.
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* Mejora de la calidad de agua

Se ha planteado que las bacterias del género Bacillus seleccionadas como
probioticos pueden convertir la materia organica en CO2, en contraste con las
bacterias gram-negativas que se caracterizan por convertir materia organica en
biomasa bacteriana o limo (Dalmin et al., 2001). Lalloo et al., (2007) comprobaron
la capacidad de tres aislados del genero Bacillus para disminuir las
concentraciones de nitritos, nitratos y amonios en el agua de cultivo de peces
ornamentales. Este mismo fendmeno también fue observado por Kim et al., (2005)
en B. subtilus, B. cereus y B. licheniformis, quienes atribuyen estos efectos a

mecanismos tales como bioacumulacién, bioasimilacion y nitrificacion.

En conclusion, los efectos descriptos por estos aditivos dependen en gran medida
de la especie de pez, la duracidn e intensidad del tratamiento, como también del
tipo de prebidtico y probidtico evaluado. Al respecto, es necesario realizar nuevas
investigaciones que permitan determinar los efectos a nivel morfolégico del tracto
gastrointestinal del pez cuando se adicionan estos compuestos en el alimento con

el objetivo de conocer las respuestas esperadas de sus beneficios en los peces.

2.6.2 Prebioticos y probioticos comerciales

Un numero creciente de prebioticos y probidticos comerciales son ofrecidos
a los acuicultores, pero en la mayoria de los casos estos productos se consideran
algo desatinados en sus objetivos. Esto plantea un escenario de incertidumbre en
la aplicacion de probiédticos para la acuicultura, ademas no asegura la eficiencia de
todos los probi6ticos comerciales sobre el mejoramiento de la producciéon acuicola
(F. J. Gatesoupe, 1990).

Muchos de estos productos comerciales son destinados para organismos

de crianza terrestre. En los primeros experimentos de incorporacién de probidticos
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en acuicultura se utilizaron preparaciones comerciales disefiadas para organismos
de crianza terrestres. Uno de los primeros en ser evaluado fue el Bacillus toyoi.
Las utilizaciones de esas esporas contribuyeron a mejorar la supervivencia de la
anguilla japonica y la tasa de crecimiento del Trachurus murphyi (Kozasa, 1986).

El uso de bacterias acido lacticas fue también eficiente para mejorar la tasa de
crecimiento de larvas de Solea solea (F. J. Gatesoupe, 1989). Bogut, Milakovic,
Bukvic, Brkic, & Zimmer (1998) estudiaron el efecto del Streptococcus faecium
sobre el crecimiento de Cyprinus carpio, observando efectos positivos sobre la
micro-fauna intestinal. La produccién de substancias estimulantes del crecimiento
puede ser una justificacion para explicar sus efectos benéficos. Sin embargo,
estos efectos parecen limitar generalmente el crecimiento, aunque se observaron

beneficios en la salud peces en algunos casos.

Desde un punto de vista taxondmico, organismos Gram-positivos obligados o
anaerobios facultativos son dominantes en el tracto gastrointestinal del hombre y
animales de crianza terrestre. Organismos Gram-negativos anaerobios facultativos
predominan en el tracto digestivo de peces y crustaceos, y estos son comunmente
los probiéticos méas eficientes para acuacultura siendo diferentes de aquellos

designados para especies terrestres (F. J. Gatesoupe, 2000).

Entre los productos comerciales mas populares de probidticos y prebidticos
que se ofrecen en el mercado colombiano, se encuentran marcas como BIOSA®,
BIO-MOS® y OREGO-STIM®, fueron los productos escogidos para la

investigacion en este estudio y que cuentan con las siguientes especificaciones:

= BIOSA®
El producto llamado comercialmente Biosa® es conocido mundialmente como
Microorganismos eficientes (EM), ya que contienen la combinacion Unica de
bacterias y levaduras identificadas por el profesor Higa de Japon en la década de
1980.
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Este producto, faculta a la inmunidad de los animales y estimular la utilizacion del
alimento que repercute en una mayor cantidad de producto y calidad. También
disminuye las fuentes de alimento para cualquier patdgeno, por tanto, reduce la

necesidad de gran parte de la medicina animal.

= BIO-MOS®
Es un producto derivado de la pared celular de la levadura (Saccharomyces
cerevisiae) que consiste en un manano y un componente de glucano llamado
manano-oligosacéarido fabricado por la compaiiia Alltech, Inc (Nicholasville,
Kentucky). La estructura del componente de manano se asemeja a la de las
glicoproteinas de superficie que contienen manosa presentes en la superficie de la
mucosa del intestino. Los mananos actiian como ligandos de alta afinidad para las
bacterias patdgenas del tipo 1, de tipo manosa, como Escherichia coli y

Salmonella (Miguel, Rodriguez-Zas, & Pettigrew, 2004).

El mecanismo de accion del producto, consiste en la teoria de que las bacterias
patdogenas (inhibidoras del crecimiento y absorcion de nutrientes) que
normalmente se adhieren a los mananos en la superficie mucosa del intestino, en
su lugar se unen al componente manano del Bio-Mos y se desprenden del tracto
intestinal. De esta manera, al eliminar organismos patégenos puede mejorar la

salud y el crecimiento en los animales (Miguel et al., 2004)

Spring, et al.,, (2000) realizaron un experimento de aglutinacion in vitro
demostrando que cinco de siete cepas de E. coli y siete de diez cepas de
Salmonella serovar Typhimurium y Salmonella serovar Enteritidis se aglutinaban

con oligosacéridos de manano.

Otro posible modo de acciébn de Bio-Mos es un efecto sobre el sistema
inmunoldgico. La inclusion en la dieta de Bio-Mos incrementé la actividad de las

células fagociticas de los ratones (Sisak, 1994; Zennoh, 1995) y aumenté las
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concentraciones de IgG plasmatica y de IgA de la bilis en los pavos (Savage, et
al., 1996).

Estas acciones pueden mejorar la resistencia, lo que se ve reflejada en la
ganancia de peso y la eficiencia alimenticia al permitir que el animal mantenga un
estado inmune bajo (J. D. Kim et al., 2000).

En un estudio con cerdos de vivero, Bio-Mos tuvo un efecto inhibitorio sobre el
namero de linfocitos, permitiendo asi que los nutrientes fueran utilizados para

crecimiento y no para la activacion del sistema inmune (Davis et al., 2002).

e OREGO-STIM®

Es un antibiético de origen vegetal (Fitobiético) hecho a base de aceites
esenciales del hibrido de Oreganum vulgare hirtum al 5%, el cual contiene
diferentes grupos quimicos (terpenos, esteres, alcoholes, fenoles) ingredientes
gue poseen potente poder curativo y preventivo. Esta indicado en la prevencion y
tratamiento de enfermedades gastrointestinales, asi como para preservar la
integridad de la mucosa intestinal del ganado bovino, ovino, caprino, aves, cerdos,
camarones y peces. Controla las poblaciones de coccidia en animales jévenes y
adultos. Previene nuevas agresiones del intestino por quistes de coccidia.
Estimula el desarrollo de las vellosidades intestinales. Preserva la longitud de la
vellosidad. Equilibra la poblacion bacteriana intestinal. Aumenta la disponibilidad
de los nutrientes consumidos, incrementando la inmunidad, mejorando la salud y

el crecimiento en los animales.

Estudios en porcinos han demostrado que la utilizacion de Orego-Stim
actia contra todas las fases de desarrollo intracelular de la coccidia, incluyendo
los esquizontes, micro y macrogametos, como resultado, el protozoario se
incapacita para completar su ciclo de vida, que causa la enfermedad clinica o sub-

clinica de la coccidiosis (Boletin tecnico AVILAB, 2016).
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Otros estudios donde se compard el Oregos-Stim con tratamientos que
suministraban antibiéticos y tratamientos sin aditivos, indicaron que los resultados
fueron bastante homogéneos entre tratamiento, midiendo la variable consumo de
alimento promedio en pollos (Kyriakis et al.,, 1998). Tsinas et al., (1998),
concuerdan con estos resultados al tratar cerdos con el producto comercial Orego-
Stim.
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3.Hipotesis

Si incorporamos probidtico y prebiotico en el alimento, mejoramos las
variaciones morfométricas microscopicas de vellosidades intestinales en
alevinos y juveniles de tilapia roja Oreochromis sp. A los 32 dias alevinos y

60 dias juveniles.

Si incorporamos probidtico y prebidtico en el alimento, NO mejoramos las
variaciones morfométricas microscépicas de vellosidades intestinales en
alevines y juveniles de tilapia roja Oreochromis sp. A los 32 dias alevinos y
60 dias juveniles.
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4.0bjetivos

4.1 Objetivo General

Establecer la existencia de variaciones morfométricas microscépicas de
vellosidades intestinales en tilapia roja Oreochromis sp., alimentada con pellets

enriquecidos con probidticos y prebioticos.

4.2 Objetivo Especificos

. Evaluar las variaciones morfométricas microscopicas de vellosidades
intestinales en alevinos de tilapia roja Oreochromis sp. alimentada con pellets

enriquecidos con probibticos y prebidtico mediante cortes histoldgicos.

. Evaluar las variaciones morfométricas microscopicas de vellosidades
intestinales en juveniles de tilapia roja Oreochromis sp. alimentada con pellets

enriquecidos con probiéticos y prebidtico mediante cortes histoldgicos.
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5.Materiales y Métodos

5.1 Descripcion general de la instalacion

La fase experimental se llevo a cabo en la GRANJA PISCICOLA CAMPO
ALEGRE, ubicada en la vereda Agua Clara, municipio de Palmira valle del Cauca,

a unos 1100 msnm, con una temperatura promedio de 27°C.

Toda la fase experimental se desarroll6 en dos reservorios en tierra cada
uno con un volumen de 160 m?3, utilizando un sistema de circuito abierto del agua.
Cada reservorio albergo un total de 3 japas o jaulas de 3m de ancho por 3m de
largo, cada una subdividida en cuatro partes, los materiales utilizados para su
fabricacion y anclaje fueron: polisombra al 75%, Nylon y varillas de hierro. Se
realiz6 la profilaxis del reservorio antes de su llenado, fumigando con % litro de
Gramoson para eliminar malezas, posteriormente se efectué una fumigacion con
verde malaquita (40 cm/20 litros de agua), formol para eliminar patégenos y
finalmente se distribuyd cal dolomita por todo el reservorio para mejorar las
condiciones de pH.

No se fertilizo el reservorio para evitar la proliferacibn de plancton y asi

evitar que los peces consuman otro alimento diferente a las dietas experimentales.

5.2 Parametros de agua

Todos los dias se procedi6 a retirar las bajas de peces presentes en los
tanques, y se midieron los valores de temperatura y oxigeno disuelto mediante
sonda multiparamétrica (Metter Toledo). Los andlisis de calidad del agua
(amoniaco, nitritos, nitratos) fueron realizados con KIT para analisis (MOL LABS
Quimiométricas) tres veces por semana, con el fin de mantener los peces en

condiciones éptimas de produccion.



29 Respuesta morfométrica intestinal en la tilapia roja (Oreochromis sp.)
Alimentada con pellets enriquecidos con probidticos y prebiéticos

5.3 Diseio experimental

Para alcanzar los objetivos propuestos, se evaluaron cuatro (4) tratamientos
en cada una de las dos etapas productivas de la tilapia, alevines y juveniles, cada
tratamiento conto con tres replicas o repeticiones y quedaron de la siguiente

manera:

e Tratamiento Control (T1): Alimentacién solo con concentrado comercial.

e Tratamiento 2 (T2): Alimentacion con concentrado comercial y prebidtico
“Orego-stim”.

e Tratamiento 3 (T3): Alimentacion con concentrado comercial y probidtico
“Biosa”.

e Tratamiento 4 (T4): Alimentacion con concentrado comercial y probidtico

“Biomos”.

5.3.1 Material biolégico

Se utilizaron 1200 peces (600 alevines de tilapia y 600 juveniles de tilapia) con un
peso de inicio promedio de 2 g para la etapa de alevinos, y 12 g para la etapa de
juveniles, los alevinos se distribuyeron en 12 jaulas al igual que los juveniles, y en

cada jaula se establecieron 50 peces.

El alimento se suministr6 manualmente a saciedad en 6 raciones diarias,

iniciando a las 9:00 y terminando a las 16:00 horas para todos los tratamientos.
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5.3.2 Periodo experimental

El periodo experimental fue de 60 dias, y se tomaron muestras de intestino
de 15 individuos por tratamiento, previé ayuno de 24 horas, en cuatro (4) periodos,
a los 8, 16, 24 y 32 dias para alevinos y 15, 30, 45 y 60 dias juveniles. Se
establecieron estos perdidos con el fin de poder conocer las variaciones
morfométricas de las vellosidades intestinales en diferentes periodos de
alimentacion de los peces con la inclusion de un (1) prebi6tico y dos (2)

probidticos.

5.4 Adicion del prebidtico y probioticos al alimento

Se utilizaron dos alimentos comerciales con un 38 y un 32% de proteina de
la marca ITALCOL S.A. con el fin de alimentar tilapias en etapas de alevines y
juveniles respectivamente, la adicion del prebiotico y probidticos al alimento se

realizé de la siguiente manera:

Para una cantidad de alimento de 40 Kg, se realiz6 un preparado (jarabe) que
contenia 330 g de sacarosa comercial, 200 g de aztucar morena, 500 ml de aceite
y 200 ml de agua para los tratamientos que contenian prebidtico y probioticos. A
cada preparado se le adicion6 los productos a ensayar a razon de: Biosa= 200
ml/Kg de alimento y, para Biomos y Oregostim = 8 g/Kg de alimento. Una vez,
incorporado cada producto al preparado, se adicion6 al alimento mezclando

durante 15 minutos, paso seguido, se puso a secar y se almacend.
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5.5 Pruebas histologicas

5.5.1 Técnica de tincion Hematoxilina y Eosina (H&E)

Para la preparacién de las muestras con fines histoldégicos y su tincion
mediante H&E se realizd la conservacion de las porciones intestinales en solucion
buffer de formaldehido 10%. Los pasos en el protocolo de la técnica son:
Deshidratacion, aclaramiento e imbibicion, inclusion de tejido en parafina, corte
con micrétomo 6 um Yy fijacion de tejido en placa, para finalmente tedir con H&E
(Luna, 1968). Para esto, se procesaron 60 placas para juveniles y 60 placas para

alevines siguiendo la metodologia:

e Fijacion inicial: La fijacidbn quimica de las porciones intestinales se llevé a
cabo en Solucion a base de formaldehido buffer al 10%.

e Toma de Muestras: se sacrificaron los peces, se realizd un corte ventral y
se extrajo una porcion intestinal de aproximadamente 3 cm para hacer el
endurecimiento y procesado histoldgico. Se utilizé un estereoscopio Marca
Carl Zeiss para la observacion.

e Endurecimiento de la Muestra: se llevé a cabo en Solucion Bouin’s, especial
para tejidos blandos, a base de formaldehido al 25%, &cido picrico saturado
75% vy &cido acético glacial 5%. Las muestras se fijaron para su
endurecimiento por un periodo minimo de 72 horas.

e Deshidratacion y Aclarado: la deshidratacion se realizé en una serie de
alcohol al 80%, dos series de alcoholes al 90%, tres series de alcoholes al
96%, dos series de alcoholes al 100%, dos series de xilol y parafina. El
periodo de permanencia en cada uno fue de una hora.

e Inclusion en Parafina: las muestras una vez aclaradas se incluyeron en
parafina 60°C, utilizando para ello una estufa de secado 220° marca
MEMERT, y luego ubicadas en anillos para realizar los cortes

posteriormente.
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e Cortes y Fijacion de Tejido en Placa: las muestras incluidas se recortaron
en el anillo para liberar parafina y dejar expuesta la cara del tejido. Los
cortes se realizaron a 6 pm, utilizando un microtomo rotatorio marca
American optical. A cada muestra se le realizo en promedio de 35 a 40
cortes dejando expuesto el epitelio intestinal. Para la fijacién en placa se
utilizé un bafo de flotacién de tejidos marca Shandon, con el fin de realizar
la distension del tejido y la parafina para su posterior ubicacion en laminas
portaobjetos.

e Coloracibn y Montaje: para la tincibn se utilizaron los colorantes
Hematoxilina de Harris’ y Eosina alcohdlica. La bateria de coloracion se
realiz6 teniendo en cuenta los pasos por dos series de xilol, dos series de
alcohol al 100%, una serie de alcohol al 96%, un bafio con agua destilada, y
paso por hematoxilina, agua, solucion de alcohol acido, agua y eosina, tres
series de alcoholes al 96% vy tres series de xilol . Se utilizé resina consul
mount para la proteccion de los tejidos con laminas cubre objetos de
22X40mm. Una vez realizados los cortes histolédgicos, fijados en placa y
tefidos con la técnica de H&E, se procedid a realizar su observacion
utilizando un microscopio Optico marca Carl Zeiss y Axiostar plus, con el fin

de identificar vellosidades intestinales.

5.6 Evaluacion morfométrica microscopica de
vellosidades intestinales

Para la evaluacion morfométrica microscopica de las vellosidades intestinales
de tilapia en etapa de alevinos se seleccionaron 60 placas y 60 placas para
juveniles, se observaron 120 placas en total con el objetivo de 10x, y se
seleccionaron las mejores imagenes, se fotodigitalizaron y se tomaron las medidas

de altura, ancho y densidad utilizando el software Motic Images plus 2.0.
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5.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos, se realiz6 mediante medidas
repetidas (PROC MIXED), empleando como factores el tratamiento y el tiempo,
siendo cada repeticion la unidad experimental. Se utilizé el programa estadistico
SAS (Statistical Analysis System Institute, 2006), como test de comparaciones

multiples se utilizo el test de Tukey.
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6.Resultados

El establecer la existencia de variaciones morfométricas microscépicas de
vellosidades intestinales en tilapia roja Oreochromis sp. y su posible interpretacion
fisioloégica, implica conocer la variable altura o largo de las vellosidades
intestinales, lo cual juega un papel importante, pues el tratamiento que promueva
mayor longitud de las vellosidades, tendr4 mayores probabilidades de mostrar la
respuesta fisiolégica mas favorable, ya que contribuira a aumentar la superficie de
digestion y adsorcion de los nutrientes, como lo demuestran (Macari, Furlan, &
Gonzéles, 2002), quien afirma que cuando un alimento detiene o disminuye la
velocidad de proliferacion celular, reduce el largo de las vellosidades, lo que

repercute en la disminucion de la digestion y absorcion del mismo.

Otra variable a determinar de igual importancia es el ancho de las
vellosidades intestinales; para esta variable hay que tener en cuenta que una
respuesta fisioldgica favorable seria la disminucién del ancho de las vellosidades
ya que al ser las vellosidades mas delgadas un mayor numero de ellas cabrian en
un espacio determinado, lo que se traduce en una densidad mayor de vellosidades
por area de superficie, siendo esta la trasformacion mas anhelada pues mejora la
adsorcion de los nutrientes. Una interpretacion fisiolégica es la entregada por
Guyton & Hall (2011), el cual considera que al aumentar el nimero de vellosidades
en el intestino, se estda aumentando el numero de criptas de LieberKihn, las
cuales son las estructuras glandulares y tubulares presentes en la mucosa de las
vellosidades y presentan en su base las llamadas células de Paneht; estas tienen
como finalidad la secrecion del jugo entérico, responsable de la digestion final de
los alimentos, transformando los polipéptidos en aminoacidos libres, los

disacaridos en monosacaridos y las grasas en glicerina y acidos grasos.



35 Respuesta morfométrica intestinal en la tilapia roja (Oreochromis sp.)
Alimentada con pellets enriquecidos con probidticos y prebiéticos

Aunado a lo anterior, las variables a medir que determinaran una mejor
respuesta fisioldégica intestinal, seran la altura, anchura y densidad de las
vellosidades, pues son estas las que al final modifican la morfologia intestinal de la
tilapia. (Figura 3)

Figura 2. Placa de Intestino de la Tilapia

Fuente: G.J. Cornejo D. 2016

6.1 Analisis morfométrico de vellosidades intestinales
en alevinos

Los estudios de las distintas estructuras histologicas pertenecieron a las
regiones medias del intestino, las variables analizadas en la etapa de alevinos
para medir el desarrollo morfométrico intestinal fueron: Altura, ancho y densidad

de vellosidades intestinales, como se pueden observar en la Tabla 1.
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Tabla 1. ANDEVA para datos de medidas morfométricas en Alevinos

Variable Fuente Gl Cuié‘ggos C‘;ﬁg{;?:sos F.CALC | F.TABLA '\?Egi)a (%\];
ALTURA REPETICION |2 | 910 455 1,71 0,2578 137,2 ;
TRATAMIENTO | 3 | 10516,9 3505,6 13,2 0,0047 12,2
ANCHO REPETICION | 2 | 216,2 108,1 1,28 0,3451 78,4
TRATAMIENTO | 3 | 760,2 253,4 2,99 0,1174 13,6
DENSIDAD | REPETICION | 2 | 358 17,9 2,02 0,2137 17,3
TRATAMIENTO | 3 | 22 73 0,83 0,5252 9,9

[1] CV: Coeficiente de Variacidn

Fuente: G.J. Cornejo D.

Al observar el valor de la variable Altura de vellosidad, este present6 un
Coeficiente de Variacion del 12.26%, lo que indicé que las medidas obtenidas
tienen tendencia a ser homogéneas, con una media representativa de 137.21 um.
Respecto a la variable ancho de vellosidad al comparar las repeticiones se
observo un coeficiente de Variacion del 13.69%, lo que demuestra que los datos
tienen tendencia a una distribucion normal y homogénea, con una media de 78.49
um. Para la variable densidad de vellosidad, que significa el numero de
vellosidades por unidad de area um2, presentd un coeficiente de variacién del
9.96%, esto mostré que los datos tienen una tendencia uniforme y con bajo nivel
de dispersion, presentando una media del 17.34 um. Las variables altura, ancho y
densidad de vellosidades entre repeticiones no presentan diferencias estadisticas

significativas (Tabla 1)

En la Tabla 2, se ven reflejados los resultados obtenidos de las diferentes
variables bajo los efectos de los 4 tratamientos (T1:Control, T2:oregostin,
T3:Biosa, T4:Biomos); de esta informacion se deduce que para la caracteristica
altura de vellosidad se observaron diferencias estadisticas significativas (>0,05)
entre T1 y los demas tratamientos (T2,T3 y T4); el tratamiento control (T1)
presentd el menor tamafio en altura de las vellosidades (101.21 pm), en

comparacion con los de mas tratamientos en los que se incorporaba probioticos y
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prebiotico en la alimentacidn, esto se corrobora con el grafico de barras como se

puede observar en la Figura 3.

Tabla 2. Resultados morfométricos de las vellosidades intestinales en alevinos-obtenidos
con los diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS
T1 T2 T3 T4
ALTURA (um) 101,28 | 1532~ | 1466~ | 147,7~

VARIABLE

ANCHO (um) 73,47 80,4° 86,8 | 731°

DENSIDAD (pum?) 15,74 18,14 17,54 17,94

A o B: Datos con la misma letra no existen diferencias significativas (<0.05). Fuente: G.J. Cornejo D.

Figura 3. Relacién altura de Vellosidades Intestinales vs Tratamiento-Alevinos

Fuente: G.J. Cornejo D. 2016

Para la variable ancho de vellosidad no se presentaron diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, pero se pudo observar que se
presenté una diferencia bioldgica entre los tratamientos T2 y T3, los cuales
alcanzaron valores mayores en comparacion con T1y T4 (Tabla 2).
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Figura 4. Relacion Ancho de Vellosidades Intestinales vs Tratamiento-Alevinos

Fuente: G.J. Cornejo D

Los tratamientos evaluados no afectaron la variable densidad de
vellosidad, pues no se presentaron diferencias estadisticas significativas (Tabla 2),
aunque es importante destacar que los tratamientos que incorporaron pre y

prebidticos en el alimento (T2, T3 y T4), presentaron un mayor numero de

vellosidades intestinales respecto al control (T1) (Figura 5).

Figura 5. Densidad de Vellosidades Intestinales vs Tratamiento-Alevinos

Fuente: G.J. Cornejo D, 2016
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6.2 Analisis morfométrico de vellosidades intestinales
en juveniles

Al estudiar las distintas estructuras histologicas procedentes de la porcion
media del intestino perteneciente a tilapias en etapa de juveniles, las variables
analizadas para medir el desarrollo morfométrico intestinal fueron: Altura, ancho y
densidad de vellosidades intestinales, como se pueden observar en la Tabla 3.

Tabla 3. ANDEVA para datos de medidas morfométricas en Juveniles

Suma Cuadrados Media Ccv
VARIABLE FUENTE GL | Cuadrados Medios F.caic | Forasta | (um) (%)
REPETICION 2 13,99 6,9 0,00 0,9952 177,1 14,2
ALTURA | TRATAMIENTO 3 16163,42 5387,80 3,74 0,0795
REPETICION 2 1306,20 653,10 2,34 0,1773 107,7 18,29
ANCHO TRATAMIENTO 3 3430,05 1143,35 4,10 0,0670
REPETICION 2 10,81 5,40 1,61 0,2749 15,13 13,15
DENSIDAD | TRATAMIENTO 3 164,86 54,95 16.41 0,0027

Fuente: G.J. Cornejo D. 2016

En la Tabla 3, se puede observar que, dentro de las repeticiones para la variable
altura de vellosidad, no se encontr6 diferencias estadisticas significativas entre las
muestras (>0,05) y presento una media de 177.16 um y un coeficiente de variacion
del 14.2% lo que indic6 que los datos mantienen una distribucién uniforme. Para
efecto de los diferentes tratamientos en la variable altura de vellosidad se tiene
que F. cal > F. tabla, lo que demuestra que existieron diferencia significativa
(>0,05) entre tratamientos. Si consideramos la variable ancho de vellosidad dentro
de repeticiones, no se observaron diferencias significativas y presentaron un
Coeficiente de variacion del 18.29%, esto mostré que las medidas tienen
tendencia homogénea con una media de 107.79 pum; contrario sucedio con el
efecto de los tratamientos sobre la variable ancho, la cual presentd diferencias
estadisticas significativas (>0,05) ya que F. cal > F. tabla. La densidad de
vellosidades por pum? dentro de repeticiones, indicé un CV del 13.15% y una media

de 15.13 vellosidades/um? lo que demuestra que los datos tienen tendencia
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homogénea y presentaron una distribucion normal; La variable densidad bajo el
efecto de tratamientos presentd diferencias estadisticas significativas (> 0,05) ya
que F. cal > F. tabla, tanto los resultados variaron de acuerdo al tratamiento

utilizado.

En la Tabla 4, se expresan los valores obtenidos para tilapias en etapa
juvenil bajo los efectos de los tratamientos. Para la variable Altura, se pudo
observar que los tratamientos presentaron diferencias significativas (> 0,05),
donde el tratamiento T1 (150um) obtuvo el menor valor respecto a T3y T4 que no

presentaron diferencias entre si y obtuvieron los valores mas altos (Figura 6).

Tabla 4. Resultados morfométricos de las vellosidades intestinales en juveniles obtenidos

con los diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS

VARIABLE

T1 T2 T3 T4
ALTURA (um) 150,58 | 165,9%8 | 207,7A | 184,07
ANCHO (um) 102,78 | 94,48 | 118,6* | 115,37
DENSIDAD (1pm?) | 12,58 | 18,0~ | 16,2 | 13,6°

A o B: existen diferencias significativas (<0.005). Fuente: G.J. Cornejo D, 2016

Figura 6. Relacion Altura de Vellosidades Intestinales vs Tratamiento-Juveniles

Fuente: G.J. Cornejo D. 2016.
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Para la variable ancho se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, donde el tratamiento T2 (94,4 um) obtuvo el menor valor en

comparacion con los tratamientos T3 y T4, los cuales alcanzaron los valores més

altos (Figura 7).

Figura 7. Relacién Ancho de Vellosidades Intestinales vs Tratamiento-Juveniles

Fuente: G.J. Cornejo D, 2016

Para la variable densidad de vellosidades por unidad de area, los
tratamientos T1 y T4 arrojaron los menores valores, siendo T2 y T3 los

tratamientos con mayor numero de vellosidades intestinales (Figura 8).

Figura 8. Densidad de Vellosidades Intestinales vs Tratamiento-Juveniles

Fuente: G.J. Cornejo D, 2016
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7.Discusion

Las vellosidades intestinales son consideradas estructuras funcionales para
la digestion y la absorcidn en el intestino de los peces, esto permite deducir que, si
aumenta el nimero, y mejoran su altura, el intestino tendré la capacidad de utilizar
de mejor forma los nutrientes incorporados en los alimentos (Trautman & Fiebiger,
1970).

En cuanto a la variable altura de vellosidades en alevinos, los tratamientos
que incorporaron los probiéticos (biosa y biomos) y prebidtico (oregostin) en el
alimento, alcanzaron las mayores longitudes, esto demostrdé que la inclusion de
estos compuestos, generan cambios significativos (P < 0,05) en las vellosidades
intestinales de alevines de Oreochromis spp. Este mismo comportamiento se
presentd para juveniles, donde los tratamientos enriquecidos con probioticos
(biosa y biomos) y prebittico (oregostin), alcanzaron las mayores longitudes
respecto al tratamiento control. Garcia (2013), informa que se presenté cambios
estructurales en el intestino de Solea senegalensis cuando se adicioné dos
probioticos (Shewanella putrefaciens y Shewanella baltica) en la alimentacion. Xu,
et al (2003), observaron un incremento en la longitud de las microvellosidades del
yeyuno en pollos alimentados con una racién suplementada lo cual mejoré el

aprovechamiento nutritivo del alimento.

En cuanto a la variable densidad de vellosidades en intestino al no
encontrarse diferencias significativas, se asume que los probidticos y prebiético no
aumentan el nimero de vellosidades por 1 um? en alevinos de Oreochromis sp.
Por el contrario, resultados diferentes se obtuvieron en juveniles, al encontrarse
diferencias, y se pudo demostrar que los probiéticos como biosa y el prebidtico
oregostin aumentaron el nimero de vellosidades por 1 um?. Lopez Villagomez &
Cruz Benavides (2011), hace referencia a que la capacidad de absorcion de

nutrientes en cada segmento de intestino es proporcional al numero de



43 Respuesta morfométrica intestinal en la tilapia roja (Oreochromis sp.)
Alimentada con pellets enriquecidos con probidticos y prebiéticos

vellosidades que se encuentren, asi a mayor numero de vellosidades mayor

absorciéon de nutrientes.

Si nos referimos a la variable ancho de la vellosidad en intestino de
alevines, se pudo observar que los tratamientos que incorporaban probidticos
(biosa y biomos) y prebidtico (oregostin) en el alimento, no incidieron en el
aumento o disminucion del ancho de las vellosidades. En ese sentido, los
resultados obtenidos en juveniles de Oreochromis sp., difieren a los encontrados
en Juveniles, donde aquellos tratamientos que incorporaban probidticos (biosa y
biomos) en el alimento, tuvieron incidencia en la anchura de las vellosidades al
aumentar su grosor. Al respecto Goldin, (1998), manifiesta que al presentar menor
grosor las vellosidades intestinales, el nUmero de estas aumenta pues se pueden
alojar mayor nimero en un mismo espacio, esto significa en términos nutricionales

una mayor superficie de absorcion.

Los resultados respecto a la variable altura de vellosidad intestinal
alcanzados con tilapias en etapa de alevinos y juveniles, concuerdan con lo
reportado por (Rodriguez & Beltran, 2012), Quienes encontraron que el
tratamiento testigo presentd menor altura de las vellosidades duodenales con

respecto a los tratamientos a los cuales les incluyeron probidticos.

Los estudios de Diaz, et al., (2014); Menocal, et al., (2008); Ramirez, et al., (2006);
Rodriguez & Alsina (2010), reportaron resultados que coinciden con este estudio,
pues encontraron que las vellosidades varian su morfometria aumentando su
altura y densidad cuando se adicionan probidticos en la dieta en diferentes

especies.
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8.Conclusiones y Recomendaciones

Los resultados del presente trabajo demostraron que la inclusion de
probidticos y prebibtico en el alimento gener6 cambios significativos
(P<0,05) en las vellosidades intestinales de tilapias en etapa productiva
de alevinos y juveniles de Oreochromis sp, en cuanto a la altura, pues
incrementaron su longitud.

Por otra parte, solo se evidencio cambios estadisticamente significativos
en el ancho y la densidad de las vellosidades intestinales cuando se
alimentd con prebidtico y probidticos en la etapa juvenil, para la etapa de
alevinaje, aunque no se presentaron diferencias significativas, hay que
destacar que biolégicamente si se obtuvieron diferencias en los valores,
donde los tratamientos que suministraron probioticos y prebiético en el
alimento alcanzaron los mayores valores.

En términos generales, los resultados del presente trabajo pudieron
demostrar que el comportamiento en la morfometria de las vellosidades
intestinales de tilapias en fase de alevinaje y juvenil, se modificaron

cuando se enriquecio el alimento con probidticos y prebidtico.

Recomendacion.

Es importante complementar estos estudios morfométricos de
vellosidades intestinales con pruebas de crecimiento, aprovechamiento
nutritivo y supervivencia, 1o que permitiria establecer una interpretacion
fisiologica, de los posibles beneficios al incluir prebidtico y probidticos en

la alimentacién de la tilapia.
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