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RESUMEN

La acuicultura mundial se ha incrementado considerablemente en las Gltimas cinco décadas
con una tasa anual de crecimiento superior al 3%. La mayor produccion esta representada
por los peces de aguas continentales, que contribuyen con el 56.4% de la produccién total.
Entre ellos se encuentran los peces de la familia Salmonidae que incluyen al salmoén y la
trucha arco iris. A pesar de los avance cientificos que se han logrado en el cultivo de este
grupo de peces, aun existen aspectos que son poco conocidos, como el efecto producido por
el estrés agudo causado por el incremento de la temperatura. El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar, en juveniles de trucha arco iris O. mykiss el efecto de los
pigmentos carotenoides y los probidticos adicionados a una dieta basal, sobre los
parametros de desempefio del crecimiento, hematoldgicos, bioguimicos, de color y
contenido de carotenoides, asi como la respuesta de la trucha alimentada con esas dietas, a
pruebas de desafio de estrés por temperatura. EI experimento fue realizado en cuatro
estanques circulares de 3,500 L donde en cada uno se depositaron 24 juveniles de trucha
arco iris. Se utilizé un disefio factorial 4x3, que considerd cuatro dietas experimentales y
tres tiempos de muestreo: 0, 22 y 45 dias. Las dietas fueron: AB con alimento basal de
engorda para trucha arco iris; AB+P con dieta basal méas 1 g de probidticos por kg de
alimento; AB+C con dieta basal mas 1 ml de oleorresina no saponificada de chile ancho (C.
annuum) por kg de alimento; y AB+C+P con dieta basal méas 1 g de probidticos y 1 ml de
oleorresina por kg de alimento. El experimento duré 45 dias y durante este tiempo se
monitorearon los parametros de la calidad del agua de manera diaria y semanal. Ademas, se
evaluaron los parametros de desempefio del crecimiento como la longitud total (LT), el
peso total (PT), el factor de condicion (K), el factor de conversion del alimento (FCA), la
tasa especifica de crecimiento (TEC) y el porcentaje de sobrevivencia (S). Los parametros
hematoldgicos medidos fueron el hematocrito, eritrocitos, leucocitos y trombocitos,
mientras que en los bioguimicos fueron la proteina total, albumina, el aspartato
aminotransferasa (AST) y la alaninotransferasa (ALT). Asi mismo, a los cero y 45 dias se
midieron en el filete los parametros de color CIE (L*, a*, b*, C* y H°*). Finalmente, al
término del experimento se efectuaron pruebas de desafio para determinar el tiempo de
sobrevivencia de las truchas bajo estrés por temperatura. Todos los datos obtenidos fueron
sometidos a pruebas de ANDEVA de dos vias y a pruebas a posteriori de Tukey HSD.
También, se elaboraron analisis de correlacién de Pearson para detectar las relaciones
significativas entre los pardmetros de color y la concentracion de carotenoides en el filete
de truchas alimentadas con las diferentes dietas. Los resultados del experimento indicaron
que al suministrar pigmentos carotenoides y probioticos en la dieta, solos 0 combinados,
presentaron un efecto positivo marcado sobre los factores de desempefio de la trucha arco
iris. Las dietas con carotenoides y probioticos alcanzaron valores de FCA de 1.06 a 1.30; la
TEC fue de 1.59 a 1.70%/dia y la sobrevivencia fue de 90 a 100%. Los parametros
hematologicos y bioguimicos evaluados mostraron niveles Optimos de respuesta al
suministrar los carotenoides y probioticos, incrementando en 27% los valores del
hematocrito, en 44% los eritrocitos, en 42% los leucocitos, y en 14% los trombocitos. Los
parametros bioquimicos también mostraron un incremento al suministrar carotenoides y
probidticos, donde las proteinas totales aumentaron en un 72% vy la albumina en 75%,
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respectivamente. Los valores de AST en las cuatro dietas evaluadas no mostraron
diferencias significativas. Los pardmetros de color del filete presentaron valores similares a
los reportados en otras investigaciones con suministro de pigmentos, lo que sugiere que es
importante agregar al alimento balanceado de trucha arco iris 1 g de probioticos y 1 ml de
oleorresina no saponificada de chile ancho. El contenido total de carotenoides en el filete de
la trucha se increment6 hasta alcanzar valores de 5.33 mg/kg con AB+C y 5.10 mg/kg con
AB+P+C, mientras que la dieta control AB fue de 1.3 mg/kg; la diferencia observada
representa incrementos de 310 y 292% respectivamente. El color del filete producido con
probidticos y carotenoides también mejord significativamente con respecto a la dieta
control, superandola en 273% y 280% respectivamente. Los pigmentos carotenoides
naturales y probidticos confirieron mayor tolerancia y tiempo de sobrevivencia ante las
pruebas de desafio por estrés térmico, superando en 96% y 84% el tiempo de sobrevivencia
con respecto a la dieta control.

Palabras clave: Carotenoides naturales, probidticos, cultivo de trucha arco iris,

desempefio del crecimiento, parametros hematoldgicos, paradmetros bioquimicos,
parametros de color, concentracion de carotenoides, desafio de temperatura.
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ABSTRACT

World aquaculture has increased considerably over the past five decades with an annual
rate of over 3% growth. The freshwater fish contributed with 56.4% of the total production.
Among them are the fish of the Salmonidae family including salmon and rainbow trout.
Although some important scientific progress has been made in the cultivation of this group
of fishes, there are still some unknown aspects, such as the acute effect of stress caused by
temperature increase. The aim of this study was to evaluate, in juvenile rainbow trout O.
mykiss, the effect of carotenoid pigments and probiotics added to a basal diet, on different
response parameters including growth performance, hematological, biochemical, fillet color
and carotenoid content, as well as survival time under stress by increased temperature. The
experiment was conducted in four 3,500 L circular ponds with 24 juvenile rainbow trout
per pound. We used a factorial 4x3 design, which considered four experimental diets and
three sampling times: 0, 22 and 45 days. The diets were: AB basal diet for rainbow trout;
AB+P basal diet plus 1 g of probiotics per kg of feed; AB+C with basal diet plus 1 ml of
un-hydrolyzed oleoresin from Ancho chilli (C. annuum) per kg of feed; and AB+C+P basal
diet plus 1 g probiotics and 1 ml of oleoresin per kg of feed. The experiment took 45 days
and during this time the water quality parameters were monitored daily and weekly. In
addition, growth performance parameters were evaluated such as total length (TL), total
weight (TW), condition factor (K), feed conversion ratio (FCR), specific growth rate (SGR)
and survival rate (S). The hematological parameters were hematocrit value, erythrocytes,
leukocytes and thrombocytes, while biochemical parameters were total protein, albumin,
aspartate aminotransferase (AST), and Alaninotransferasa (ALT). Also, at 0 and 45 days,
CIE color parameters (L*, a*, b*, C* and H°*) were measured in the fillet. Finally, at the
end of the experiment, challenge tests were performed to determine the survival time of the
trout under stress by increased temperature. All data were analyzed as a two-way ANOVA
followed by post hoc HSD Tukey mean tests. Also, Pearson correlation analysis was
performed to detect significant relationships between color parameters and the
concentration of carotenoids in the fillet of trout fed with different diets. The results of the
experiment indicated that supplying carotenoids and probiotics in the diet, alone or in
combination, had a strong and positive impact on performance factors of rainbow trout.
Diets with carotenoids and probiotics reached values of FCA from 1.06 to 1.30; SGR was
1.59 to 1.70% per day; survival was 90 to 100%. The hematological and biochemical
parameters evaluated showed optimal levels of response to carotenoids and probiotics, with
increases of 27% in hematocrit values, 44 % in erythrocytes, 42% in leukocytes, and 14 %
in thrombocytes. Biochemical parameters also showed an increase by providing carotenoids
and probiotics, where in the total protein increased by 72 % and the albumin by 75 %. AST
values showed no significant differences among the four diets. Fillet color parameters were
similar to those reported in other similar studies, suggesting that it is important to add 1 g
of probiotics and 1 ml of oleoresin from chili to the rainbow trout diet. The total content of
carotenoids in trout fillet increased up to 5.33 mg/kg with AB+C and 5.10 mg/kg with
AB+P+C, whereas the AB control diet was 1.3 mg/kg; the observed difference representing
increases of 310% and 292%, respectively. The fillet color of trout fed with probiotics and
carotenoids also improved, surpassing the control diet by 273% and 280%, respectively.
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Natural carotenoids and probiotics confer greater tolerance and survival time to the heat
stress challenge, exceeding by 96% and 84% the survival time, compared to the control

diet.

Key words: natural carotenoids, probiotics, rainbow trout farming, growth performance,
hematological and biochemical parameters, color parameters, carotenoid concentration,

temperature challenge

13



1. INTRODUCCION

La pesca y la acuicultura en el afio 2011 suministraron en conjunto alrededor 154 millones
de toneladas de produccion. De este total 131 millones se destinaron al consumo humano.
El suministro mundial de alimentos pesqueros ha aumentado considerablemente en las
ultimas cinco décadas, con una tasa anual promedio de crecimiento del 3.2% durante el
periodo de 1961 a 2009, superando el indice de crecimiento de la poblacion mundial que
fue del 1.7% anual (FAO, 2012).

Los peces de aguas continentales dominan la produccion acuicola mundial (56.4%, con
33.7 millones de toneladas), seguidos por los moluscos (23.6%, 14.2 millones de t), los
crustaceos (9.6%, 5.7 millones de t), los peces diadromos (6.0%, 3.6 millones de t), los
peces marinos (3.1%, 1.8 millones de t) y otros animales acuéticos (1.4%, 814,300 t). La
razon de lo anterior esta relacionado a que los peces y los productos pesqueros representan
una fuente valiosa de proteinas y nutrientes esenciales para mantener una nutriciéon humana
equilibrada y saludable. En 2009, el pescado representd el 16.6% del aporte de proteina
animal de la poblacion mundial y el 6.5% de todas las proteinas consumidas. EI consumo
mundial de peces comestibles per capita aumenté de un promedio de 9.9 kg en la década de
1960 hasta 18.6 kg en el 2010 (FAO, 2012).

El principal objetivo de la acuicultura es lograr el aumento de peso de los organismos bajo
condiciones de cultivo en el menor tiempo posible y con rentabilidad econdémica. Los
requisitos previos para lograr esta meta, son cubrir satisfactoriamente las necesidades
metabolicas del organismo, brindar condiciones ambientales Optimas y ofrecer una
completa alimentacion basada en los requerimientos nutricionales de la especie. Las
necesidades metabdlicas influyen directamente en los procesos fisioldgicos y uno de los
aspectos fundamentales es la temperatura del agua. Los peces son organismos
poiquilotermos, que varian su temperatura corporal de acuerdo a la temperatura del medio
en que viven, adaptandose a variaciones moderadas de temperatura, en un intervalo de

tolerancia dependiente de cada especie en particular. Dichos niveles de adaptacion
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corresponden a un intervalo que va de los ocho a los 30°C para las especies explotadas
comercialmente en el mundo. Las variaciones bruscas de temperatura (agudas) o
temperaturas extremas por periodos prolongados (cronicas) generan estrés, disminuyen las
defensas, reducen el apetito y pueden causar la muerte de los peces. La disminucién en las
defensas de los peces y la condicion de estrés provocan enfermedades causadas por los
agentes patdgenos, ya que éstos se adaptan con mayor rapidez a los cambios de temperatura
(Martinez y col., 2009).

La trucha arco iris Oncorhynchus mykiss, se cultiva de forma intensiva desde los afios
cuarenta en regiones con disponibilidad de aguas frias. Por ello, la mayoria de los procesos
de manejo nutricional, sanitario y profilactico que afectan esta especie, son bien conocidos.
No obstante, todavia existen aspectos desconocidos, e incluso, algunos otros que han
cambiado con el tiempo a medida que la investigacion cientifica ha ido progresando (Gijon
y Zarza, 2006).

Uno de estos aspectos es el estrés agudo, que es causado en su mayoria por los cambios de
la temperatura del agua, que puede provocar la muerte de un individuo, y el nivel letal lo
determina la interaccion con otros factores abidticos. Es conocido, por ejemplo, que las
truchas son exigentes en cuanto a la cantidad de oxigeno disuelto en el agua, y a mayor
temperatura menor es la disolucion de éste gas, por lo tanto las temperaturas altas del agua

son causa importante del estrés (Martinez y col., 2009).

Aunque en la actualidad se producen cantidades importantes de peces, la tasa de mortalidad
a menudo es alta o variable, e igualmente el incremento de peso en promedio muchas veces
no es el esperado. Esto demuestra que aun existen lagunas en los conocimientos

relacionados a la nutricion y a las condiciones optimas del cultivo (Valente y col., 2013).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Situacion actual de la acuicultura.

La produccion acuicola mundial ha seguido creciendo en el nuevo milenio, aunque mas
lentamente que en los decenios de 1980 y 1990. La acuicultura en el transcurso de medio
siglo ha pasado de ser casi insignificante a equipararse con la pesca de captura. Este sector
también ha evolucionado con una innovacion tecnologica y la adaptacion para satisfacer las
necesidades cambiantes del medio ambiente. La produccion acuicola mundial alcanz6 otro
nivel maximo sin precedentes en 2010, con 60 millones de toneladas (excluyendo las
plantas acuéticas y los productos no alimentarios), con un valor total estimado de 119,000
millones de USD. En 2010, un tercio de la produccion acuicola mundial de especies
comestibles, se logré sin utilizar piensos y correspondi6é a la produccién de bivalvos y
carpas que se alimentan por mecanismos de filtracion. Si se incluyen las plantas acuéticas y
los productos no alimentarios, la produccién acuicola mundial del 2010 ascendi6 a 79
millones de toneladas con valor de 125,000 millones de USD (FAO, 2012).

Actualmente, se cultivan unas 600 especies acuaticas en todo el mundo, utilizando aguas
continentales, salobres y marinas y bajo diversos sistemas e instalaciones de cultivo y con
diferentes grados de utilizacion de insumos y una mayor complejidad tecnoldgica. Asi
mismo, la acuicultura contribuye notablemente a la produccion de la pesca de captura
basada en el cultivo, en particular en las aguas continentales, gracias al material de
repoblacion producido en los viveros. Sin embargo, sigue habiendo un desequilibrio en
todas las regiones respecto a la etapa de desarrollo y la distribucién de la produccion
acuicola. Algunos paises en desarrollo de Asia y el Pacifico, Africa Subsahariana y
América del Sur han realizado progresos considerables en el desarrollo acuicola en los
ultimos afios y se estan convirtiendo en productores importantes en sus respectivas
regiones. No obstante, sigue habiendo una gran disparidad entre los continentes y regiones
geograficas, asi como entre paises de condiciones naturales similares de la misma region y,

en muchos de los paises menos adelantados, la acuicultura todavia puede contribuir de
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forma significativa a la seguridad alimentaria. En 2010, la FAO registré 181 paises y
territorios con produccion acuicola y nueve paises y territorios no aportaron datos en ese
afio, pero se disponia de informacion sobre su produccion de afios anteriores. De estos 190
paises y territorios, aproximadamente el 30%, incluidos algunos de los principales
productores de Asia y Europa, no habia facilitado estadisticas sobre la produccion acuicola

nacional.

De los 66.6 millones de toneladas de peces comestibles cultivados que se produjeron en
2012, dos tercios es decir 44.2 millones de toneladas correspondieron a peces de escama
obtenidos en la acuicultura continental (38.6 millones de toneladas) y del cultivo marino
(5.6 millones de toneladas). Aunque los peces de escama procedentes del cultivo marino
representaron solo el 12.6% del volumen de la produccién total, su valor alcanzé 23,500
millones de USD que representa el 26.9% del valor total de todas las especies de peces
cultivados. Ello se debe a que los peces de escama procedentes del cultivo marino
comprenden una gran parte de especies carnivoras, como el salmon del Atlantico, las
truchas y los meros, cuyo valor unitario es superior al de la mayoria de peces de escama
cultivados en agua dulce (FAO, 2014).

La acuicultura en México se ha convertido en una alternativa para contribuir con la
seguridad alimentaria ante la sobreexplotacion de las pesquerias y el aumento en el
consumo de productos de origen acuatico. Esta alternativa ha creado fuentes permanentes
de empleo, contribuyendo al desarrollo regional y generando divisas (FAO, 2006-2010). El
cultivo de trucha arco iris (O. mykiss) ha pasado de 929 t producidas en 1988
(SEMARNAP, 1998) a 9.757 t en 2013, asi mismo para ese afio, la trucha por su volumen
se posesiond en el lugar dieciocho de la produccién pesquera en México; sin embargo, por
su valor que fue de 446,981 (miles de pesos), ocupo el sétimo lugar. La tasa media de
crecimiento anual de la produccion del 2003 al 2013 fue de 0.49 %. (CONAPESCA, 2013).

Garcia y col. (2013), afirman que la consolidacion de la produccién truticola como una
actividad economica en México se inicio a partir de 1995, época que el gobierno apoyo a

las unidades de produccion truticolas para fortalecer el desarrollo sostenible y como
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contingencia ante el ataque del virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa (NPI) en la fase
de cria. Por dicha razon el centro de abastecimiento de alevinos El Zarco fue cerrado.
Desde ese momento el SENASICA ejercio un estricto control para la vigilancia e
inspeccion ictiosanitaria en las importaciones de ovas, alevinos y demas actividades
acuicolas y desde ese momento se crean los Comités de Sanidad Acuicola. Desde el afio
2000 las nuevas UPT fueron establecidas bajo un esquema empresarial, con mejoras en las
instalaciones, los servicios, y principalmente ante la escases de huevo se empezaron a
establecer granjas con ciclo productivo completo, la actividad truticola dejo de ser una
actividad complementaria, convirtiéndose asi en una actividad productiva integral, que

involucra ademas del cultivo, las actividades eco-turisticas, y otras.

2.2 Biologia de la especie.

2.2.1. Generalidades.

El nombre cientifico de la trucha arco iris es Oncorhynchus mykiss. Es un pez que
pertenece al grupo de los salmonidos, originarios de América del Norte (Figura 1). El
nombre de este pez deriva de la peculiar coloracion que posee, misma que varia en funcion
del medio, de la talla, del sexo, del tipo de alimentacién, y del grado de maduracion sexual
(Cachafeiro, 2000).

Figura 1. Trucha arco iris (Oncorhynchus‘ mykiss).
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2.2.2 Clasificacion taxondmica.
La clasificacion taxondmica de la trucha arco iris de acuerdo con la FAO. (2005) es la
siguiente:
Reino: Animal.
Phylum: Chordata.
Subphylum: Vertebrata.
Superclase: Pisces.
Clase: Osteichthyes.
Subclase: Actinopterygii.
Orden: Salmoniformes.
Familia: Salmonidae.
Género: Oncorhynchus
Especie: mykiss
Nombre cientifico: Oncorhynchus mykiss

Nombre comun: Trucha arco iris

2.2.3 Habitat.

La trucha es una especie apta para el cultivo en zonas frias y templadas. Debido a su
comportamiento en la busqueda continua de la corriente, su cultivo depende de un gran
volumen de agua, que es importante para el Optimo crecimiento, asi como de las

condiciones fisicoquimicas especiales para su cultivo (Cachafeiro, 2000).

2.2.4 Tiempo de cultivo.

En buenas condiciones de cultivo su ciclo de produccion de engorde es de 10 a 12 meses,
cuando se alcanza un peso comercial de 350 a 450 g, dependiendo de la temperatura del
agua, la variacion de temperatura dia versus noche, la densidad de siembra y las técnicas de
manejo (FAO, 2005).
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2.2 Desempeiio del crecimiento.

El crecimiento es el proceso que conlleva al aumento fisiologico del tamafio del pez en
funcion de la edad. Este proceso esta valorado por los parametros de crecimiento, que estan
condicionados por diversos factores bioldgicos reguladores como son los factores
enddgenos o internos y exdgenos o externos. Los factores enddgenos son los genéticos o
hereditarios, metabdlicos y neuro-hormonales. Los factores exdgenos son la alimentacion y

los factores ambientales (Diodatti, 2008).

Los parametros de crecimiento, son indicadores de referencia para medir que tan eficiente y
productivo puede ser un cultivo acuicola, ya que proporcionan informacion indirecta sobre
el crecimiento, la madurez, la reproduccién, la nutricion y por ende del estado de salud de
las poblaciones, lo que permite efectuar estudios comparativos inter-poblacionales
(Gulland, 1971).

Diodatti (2008), menciona que las ventajas de analizar los parametros de desempefio son
las siguientes: a) evaluan el desempefio general del cultivo; b) permiten llevar registros para
dar seguimiento al cultivo, como también para posteriores comparaciones con otros ciclos
en la granja; c) evaluan el desempefio de calidad de las crias adquiridas y d) califican la

eficiencia del alimento suministrado a los peces.

A continuacion se mencionan los principales parametros de desempefio utilizados en la

acuicultura:

a) Peso total (PT), ésta medida se expresa en g. A través de este parametro es posible
determinar el incremento que han tenido los peces en el transcurso de un periodo
determinado de cultivo (Noeske y Spieler, 1984). Sirve como base para calcular el
suministro de alimento, la ganancia diaria de peso, el indice de conversion, el factor de
condicion y la tasa especifica de crecimiento (Ingle Mora y col., 2006; Yanar y col., 2007;

Teimouri y col., 2013; Saez y col., 2014). Con esta medida es posible también calcular la
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ganancia diaria de peso total (GDPT) a traves de la formula: GDP = peso final del pez en
g/total de dias de cultivo.

b) Longitud total (LT), se mide en centimetros. Determina el incremento de longitud que
han tenido los peces en un tiempo determinado. La medida se realiza desde la parte
posterior de la mandibula hasta el punto final de la aleta caudal. Este parametro sirve de
base para determinar la ganancia diaria de longitud total (GDLT) y el factor de condicion
(Tukmechi y col., 2011). La GDLT se calcula mediante la formula: GDLT = longitud total

final del pez en cm/ total de dias de cultivo.

¢) Factor de condicion de Fulton (K), se utiliza ampliamente en la investigacion acuicola y
pesquera como un indice de condicién morfométrica y constituye una herramienta util para
examinar el crecimiento general de los peces (Le Cren ,1951; Da Costa y Gerson, 2003). La
formula para su célculo es: K = P / L®, donde P es el peso total en g y L la longitud total en
cm y tres es un exponencial. Entre dos peces de igual longitud, el mejor alimentado tendra
un valor de K mayor, lo que indica que se encuentra en mejores condiciones fisicas
(Tukmechi y col., 2011; Ramos y col., 2015).

d) Factor de conversion alimenticio (FCA). Es el parametro que expresa la mayor o menor
eficiencia del consumo del alimento y su transformacion en carne. Cuando mas bajo resulta
el valor es mejor el comportamiento del lote (Abd EI-Rhman y col., 2009; Yi y col., 2015;
Ingle de la Mora, 2006). Este parametro se calcula de la siguiente manera: Factor de
conversion alimenticio (FCA) = consumo de alimento del pez/peso del pez.

e) Tasa especifica de crecimiento (TEC), también se denomina como tasa instantanea de
crecimiento (TIC) y es expresada en porcentaje por dia (Ricker, 1979). La formula para
calcularlo es: TEC (%/dia) = Ln PF- Ln PI/t2-t1 x 100, donde: PF y PI es el peso total al
inicio y al final del periodo experimental; t1 y t2 es el tiempo inicial y el tiempo final, o sea
la duracion en dias y Ln es el logaritmo natural (Ingle de la Mora y col., 2006; Abd El-
Rhman y col., 2009; Safari y col., 2015; Yi y col., 2015; Ramos y col., 2015).
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f) Sobrevivencia (S). Se calcula a través de la diferencia entre el nimero inicial y el nimero
final de peces y se expresa el valor en porcentaje (Bjerkeng, 2006; Balcazar y col., 2006;
Abd EI-Rhman y col., 2009; Ramos y col., 2015). Se calcula mediante la férmula siguiente:

Sobrevivencia (%) = namero inicial de peces/numero final de peces x 100.

2.4 El sistema inmune de los peces.

El sistema inmunologico protege a un organismo contra los factores externos ambientales y
patoldgicos, también participa en el mantenimiento de las condiciones estables durante el
desarrollo y el crecimiento, ademas, juega un papel activo ante las reacciones inflamatorias
y el dafio tisular (Brunt y col., 2008). El sistema inmune se divide en dos componentes que
son reconocidos como inmunidad innata y adaptativa. El sistema innato es un sistema
“antiguo” que se basa en el reconocimiento no especifico de un agente patdgeno, que
provoca una reaccion instantanea pero de corta duracion. Este sistema es de primordial
importancia en la defensa inmune de los peces y se divide generalmente en tres
compartimentos: a) la barrera epitelial o mucosa, b) los mediadores solubles (por ejemplo,
sistema complementarios, interferones y péptidos anti-microbianos) y c) los componentes
celulares (por ejemplo células fagociticas como los macrofagos y granulocitos) (Thomas y
Woo, 2006). La barrera epitelial y de las mucosas de la piel, asi como las branquias y el
tracto digestivo son importantes en el pez, ya que estan constantemente inmersos en medios

gue contienen agentes potencialmente dafiinos (Staroscik y Nelson, 2008).

Las defensas humorales y celulares representan la primera respuesta del organismo ante un
ataque de patodgenos; sin embargo, un segundo encuentro con el mismo patdégeno no
generara una mejor respuesta de memoria (Whyte y col., 1990). En contraste, el brazo de
adaptacion se caracteriza por la actividad especifica, que no es un rasgo hereditario pero
que refleja la experiencia inmune de cada individuo. La respuesta del sistema inmune
adaptativo es relativamente lenta al principio, pero es duradera y tiene un componente de
memoria, por lo que puede dar respuestas mas rapidas y mejores en un segundo encuentro.
Las principales celulas efectoras son otro tipo de globulos blancos llamados linfocitos
(Secombes, 2012). Durante la infeccion, la respuesta inmune innata que es por lo general de
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corta duracion, precede a la respuesta inmune adaptativa de larga duracion (Olabuenaga,
2000). En los peces este periodo de retraso dura de 10 a 12 semanas, por lo que se debe
tener en cuenta al considerar el control inmunoldgico profilactico de las enfermedades de

los peces (Thomas y Woo, 2006).

2.4.1 Inmuno-nutricién.

Tradicionalmente se han utilizado los antibidticos y las vacunas para combatir las
enfermedades en las granjas de peces. Existe un concepto ampliamente aceptado que se
basa en los regimenes de alimentacion y nutricion que ayudan a mantener una Optima
salud; sin embargo, la sostenibilidad de la disponibilidad de la harina y el aceite de pescado
han provocado cambios en las formulaciones de los alimentos acuicolas, que exigen una
mayor comprension sobre el papel que juegan los ingredientes alternativos, aditivos, macro
y micronutrientes. El balance &ptimo de éstos nutrientes puede influir directa o
indirectamente en la salud y en la funcion inmune de los peces (Vasquez, 2004).

En términos de los macro-nutrientes, las proteinas, los aminoacidos, los carbohidratos y los
lipidos, asi como los componentes de acidos grasos, pueden impactar en el estado de salud
del pez. Las proteinas dietéticas proporcionan los aminoacidos esenciales y no esenciales
que juegan un papel fundamental en los mecanismos de defensa, ya que son necesarios para
la sintesis de una matriz de proteinas que participan en las funciones inmunes. Las
proteinas alternativas de origen vegetal aunque es una opcién interesante, ain no han
logrado optimizar una adecuada tasa de crecimiento y reforzar la funcién inmune. Los
lipidos proporcionan energia y cumplen con los requisitos de los &cidos grasos esenciales
de los animales; se sabe que varios acidos grasos poli-insaturados o mono-insaturados estan
involucrados en diferentes funciones inmunes, ejerciendo su influencia a través de los
cambios en la fluidez de la membrana, la sintesis de los eicosanoides, la formacion de
perdxidos de lipidos, la regulacion de la expresion génica, la apoptosis, la alteracion de la

presentacion de antigenos, o la modulacion de la micro-biota intestinal (Olabuenaga, 2000).

Todos estos procesos y trayectorias, poseen funciones importantes en la inflamacion y la

resistencia a las enfermedades. Los micro-nutrientes también representan un componente
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fundamental en la dieta de los peces; ya que contienen vitaminas (A, C y E), carotenoides
(B-caroteno, a-caroteno y y caroteno) y minerales (calcio, magnesio, hierro, cobre, zinc y
selenio). Dado que muchos micro-nutrientes estan involucrados en varios procesos
bioldgicos, una ingesta inadecuada puede provocar efectos adversos en la salud de los peces
(Véasquez, 2004).

2.4.2 Ictio-hematologia.

La ictio-hematologia puede ser definida, en términos generales, como una disciplina que
estudia la sangre de los peces; no obstante, en términos préacticos, estudia las células
sanguineas desde el punto de vista morfoldgico, bioquimico y funcional, asi como también
los drganos hematopoyéticos, las enfermedades relacionadas con ellos y cualquier
fendmeno o patologia que se relacione con las células y sus érganos internos (Valenzuela y
col., 2003).

La hematologia y la bioguimica sanguinea, son herramientas validas utiles en la
determinacion del estado de salud y el equilibrio metabdlico en los peces, tanto en su vida
silvestre como en los cultivos intensivos. La posibilidad de evaluacion de estos parametros,
depende de la disponibilidad de valores de referencia considerados como normales de los
diferentes componentes sanguineos, que son indicadores del estado de salud de los peces en
condiciones naturales, asi como de los cambios que se suscitan en su habitat (Padros,
2005).

Los estudios sobre la hematologia de peces, demuestran que las variaciones en las
condiciones ambientales tales como la temperatura del agua, el pH, el oxigeno disuelto,
entre otros, causan modificaciones fisiologicas en los niveles de algunos parametros
sanguineos (Valenzuela y col., 2002). Ademas, se ha determinado que estos pueden estar
también influenciados por numerosos factores como la especie, la edad, el fotoperiodo, el

estado nutricional y la metodologia usada para su determinacién (Padros, 2005).

Las variaciones de los parametros hematologicos como el hematocrito, los leucocitos, los

recuentos celulares y la concentracion de hemoglobina, pueden ser utilizados como
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indicadores de contaminacién o bien como indicadores fisiolégicos de disfuncién orgénica

ocasionada por el estrés (Valenzuela y col., 2003).

El estudio de las caracteristicas sanguineas puede ademas aportar informacion
complementaria para el diagnostico y pronostico de las condiciones morbidas en las
poblaciones de peces; y también, para la identificacion, diagnostico y control del estrés y de
las enfermedades, con la finalidad de mantener la adecuada salud de los peces (Tavares-
Dias y Mataquiero, 2004).

Los peces viven en intimo contacto con el medio acudtico y por lo tanto sus indicadores
hematoldgicos son utiles para la evaluacion de los efectos estresantes. Por ejemplo, la
anemia pueden ser indicativo de una gama de factores de estrés fisiologico, incluyendo el
trauma, la ulceracion cuténea, el parasitismo, la deficiencia nutricional, la septicemia viral y
bacteriana, la ambiental, las toxinas bacterianas y la enfermedad renal o esplénica
(Cardenas y col., 2004).

El nimero de leucocitos en los peces, se ven afectados por el estrés, las enfermedades, los
trastornos nutricionales y los factores extrinsecos e intrinsecos. Un efecto similar pasa con
los eritrocitos. Los peces poseen los equivalentes funcionales de linfocitos T y células B de
los vertebrados superiores en sus linfocitos, ya que estos demuestran respuestas inmunes
humorales similares. Los trombocitos son células nucleadas en los peces. Sus formas varian
con la etapa de madurez y el grado de actividad y pueden ser redondas, ovaladas, o en
forma de huso. Los monocitos se producen en nimeros bajos y parecen ser las células

fagociticas primarias en los peces (Hoeger, 2004).

La distribucion y funcion de los granulocitos fueron revisadas exhaustivamente por
Ainsworth en 1992. La funcion principal de los neutrofilos, que son los granulocitos
predominante, es fagocitar, mientras que los eosindfilos tienen la funcion citotéxica y no
parecen participar en la fagocitosis. Los baséfilos se presentan sélo en raras ocasiones en

los peces y su funcion adn no se ha establecido objetivamente. Una respuesta primaria de
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estrés en casi todas las formas de estrés ambiental en los peces, es la secrecion de cortisol
por el tejido inter-renal (Wojtaszek y col., 2002).

La neutrofilia, también se observa en enfermedades inflamatorias asociadas con agentes
infeccioso en la trucha arco iris (O. mykiss) y se presenta la trombocitopenia como
resultado del estrés. El recuento de leucocitos diferenciales en los peces, es una técnica
similar a la utilizada en los mamiferos, por lo tanto, pueden servir como un indicador de la
salud del organismo. El recuento total de leucocitos (WBC por sus siglas en inglés) y el
recuento diferencial de leucocitos (DWBC por sus siglas en inglés) son realizados
manualmente utilizando un hemocitémetro y la tincion diferencial en frotis de sangre
(Hoeger, 2004).

2.4.3 Estudios relacionados con cuadros hematicos y pardmetros bioquimicos en la sangre

en trucha arco iris.

Leroy (1993), se dio a la tarea de recopilar bibliografia y publicaciones con respecto a los
efectos de la contaminacion quimica organica e inorganica sobre los peces teledsteos, para
obtener los valores 6ptimos de los parametros bioquimicos y los niveles hormonales que

sirvan de marco de referencia para posteriores estudios.

En realidad existe escasa informacion acerca de los estudios relacionados con los
pardmetros hematicos y bioquimicos en la sangre de la trucha arco iris O. mykiss. Rehulka y
Minarik (2003), investigaron la influencia de la astaxantina sintética en la tasa de
crecimiento, el factor de condicién y algunos indices sanguineos en la trucha arco iris. Los
resultados mostraron que los peces alimentados con una dieta que contiene 49.8 mg de
astaxantina por kg de alimento, presentaron una ganancia relativa de peso total similar al
testigo, no obstante, se observaron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) con
respecto al nimero de glébulos rojos. Los peces alimentados con la dieta que contenia
astaxantina sintética registraron una menor cantidad de triglicéridos (P< 0.05) y una menor

cantidad de calcio en el plasma (P< 0.01).
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Valenzuela y col. (2002), evaluaron los valores de hematocrito, la hemoglobina, el recuento
de eritrocitos, el tamarfio de los eritrocitos y la cantidad de hemoglobina por eritrocito en la
trucha arco iris (O. mykiss) inducida a hipoxia progresiva en respirdbmetros estaticos. En la
medida que pasaron los minutos la concentracion del oxigeno disuelto dentro del
respirometro disminuy6 por efecto del consumo del pez. Los resultados mostraron que
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con respecto al
control, a partir de los cinco y los 10 minutos con respecto al numero de eritrocitos
inmaduros o poli-cromatdéfilos y del hematocrito (P< 0.05). No obstante, la hemoglobina

no mostré un aumento significativo, atin después de 30 minutos de exposicion.

Rehulka y Minarik (2003), suplementaron dietas experimentales con lecitina al 1%. Los
resultados mostraron que la lecitina estimula la eritropoyesis incrementando el nimero de
eritrocitos, el hematocrito y la concentracion de hemoglobina, comparado con el grupo
control. También encontraron diferencias en los pardmetros que miden el metabolismo de
nitrégeno (proteina total, nitrégeno de urea en sangre, acido Urico, creatinina) y el
metabolismo mineral (fosfato inorganico, calcio total), ademas, de la actividad de la enzima
catalitica alanina aminotransferasa. Durante el periodo de la prueba no se manifesto ningln
efecto adverso sobre la salud del pez. Los niveles de los parametros hematol6gicos
permanecieron dentro del intervalo de valores de referencia. La actividad catalitica de AST,
ALT, LD, HD, asi como los factores del indice hepatosomatico permanecieron sin cambios.
La suplementacion de lecitina en la dieta no causé cambios clinicos en el estado de salud
del pez, por el contrario se observaron buenos resultados que apoyaron las propiedades

anti-oxidantes que mejoraron la capacidad de crecimiento.

Herrera y Valdivia en 2004, determinaron los valores de los parametros bioquimicos en el
salmon del Atlantico (Salmo salar) y en la trucha arco iris (O. mykiss). Las variables
bioquimicas que se estudiaron fueron las proteinas totales, la albimina, el colesterol, los
triglicéridos, la urea, la creatinina, la alanino aminotransferasa (ALT), el aspartato
aminotransferasa (AST), la fosfatasa alcalina, la creatinquinasa y la glutation peroxidasa.
Al comparar los resultados entre las dos especies de salmdnidos se marcaron diferencias

estadisticamente significativas (P< 0.05) en las siguientes variables: albimina, AST,
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creatinquinasa, creatinina, y triglicéridos. Los valores de creatinquinasa y AST variaron
entre las granjas y entre las especies, debido al dafio muscular durante la extraccion de la
muestra de sangre. Se concluye que los valores obtenidos son semejantes a los manejados
en los salménidos en condiciones de cultivo en la fase de engorda en el mar y ésta
informacion es valiosa ya que constituye un antecedente sobre las variables bioquimicas de

salmonidos cultivados en aguas continentales.

Bastardo y col. (2008), determinaron los parametros hematologicos en la trucha arco iris
masculinizada, después de suspender tres afios el consumo de testosterona. Con los datos
hematoldgicos obtenidos se estimaron los valores de referencia para las truchas
masculinizadas y normales. Se encontré que la hemoglobina y el hematocrito del grupo
masculinizado fueron significativamente mayores que el control, no asi los eritrocitos. Las
truchas masculinizadas presentaron una linfocitosis y una neutropenia mayor que el grupo

control.

Buenafio (2008), estudié el hemograma de la trucha arco iris (O. mykiss) en tres etapas de
cultivo en la cuenca alta de la provincia de Napo, en Ecuador. Elaboré hemogramas de
juveniles, adultos y reproductores y de los dos sexos en el Centro de Investigaciones
Acuicolas de Papallacta a 3,300 m.s.n.m. Los resultados muestran que el nimero de
glébulos rojos expresado no presentan diferencias estadisticamente significativas entre la

interaccion estadio-sexo.

Morgan y col. (2008), abordaron el efecto de la estacionalidad sobre los pardmetros
inmunoldgicos y hematol6gicos innatos normales de la trucha arco iris (O. mykiss).
Evaluaron la actividad tanto de la lisozima en el plasma, como de los macréfagos renales.
Igualmente valoraron los parametros hematoldgicos (recuentos de globulos rojos y
blancos). Al final del experimento se observé que existe una influencia estacional en la
cantidad de glébulos blancos vy la actividad de la lisozima (P< 0.05). Los valores més altos

se presentaron en el verano y los mas bajos en invierno.
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Talas y Gulhan (2009), registraron los parametros bioquimicos y hematoldgicos en la
sangre de organismos de trucha arco iris tratados con varias concentraciones de propéleos
en un tiempo de 96 horas. Los valores del recuento de los leucocitos y los granulocitos
totales aumentaron (P< 0.05) en los grupos tratados con propdleos. Los granulocitos
disminuyeron (P< 0.05), al igual que los eritrocitos, hemoglobina y hematocrito en los
peces expuestos a 0.02 y 0.03 g/L de propdleos. La investigacion concluye que los efectos
de las dosis dependen de la concentracion final de propoleos en la sangre de los peces, y
dependiendo de esa concentracion, puede ser favorable o no. Con ello se abren nuevas
perspectivas de investigacion de las propiedades biologicas de los propdleos y su

utilizacion en peces.

Awad y Austin (2010), alimentaron a la trucha arco iris con 1% de lupino, (Lupinus
perennis), mango, (Mangifera indica), y ortiga, (Urtica dioica), durante 14 dias. Los
resultados mostraron reducciones en la mortalidad después de la prueba de desafio con
Aeromonas hydrophila. El uso de lupino y mango incrementd el nimero de glébulos rojos
y glébulos blancos en los peces. Asi mismo, el efecto con relacion al uso de la ortiga llevo
a la obtencion de los valores més altos de hematocrito y hemoglobina. El valor mas alto del
volumen corpuscular medio y la hemoglobina se encontré en los grupos control y los

alimentados con ortiga.

Nya y Austin (2011), estudiaron el desarrollo y la duracion de la proteccion inmune del ajo
contra las infecciones de Aeromonas hydrophila en la trucha arco iris. Los factores
fisiol6gicos, bioquimicos, inmunolégicos, hematoldgicos y los indices de electrolitos
fueron evaluados antes del reto con A. hydrophila. A los catorce dias después del cese de la
alimentacion con el ajo, la tasa de mortalidad fue de 12%. En conclusion, el estudio afirmo
que el efecto protector del ajo en la dieta se extiende 28 dias mas alla del periodo de su

aplicacion en la especie trucha arco iris.

Awad vy col. (2013), evaluaron la eficiencia del aceite de la semilla del comino negro
(Nigella sativa) y el extracto de ortiga (Quercetina) con respecto a la inmunidad de la

trucha arco iris. Los parametros inmunologicos evaluados incluyeron; a) lisozima, b) anti
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proteasa, ¢) proteina total, d) actividad bactericida y e) inmunoglobulina M (IgM). La mejor
respuesta se obtuvo en los grupos alimentados con 1% de extracto de quercetina de ortiga y
3% de aceite de semilla de comino con una significancia del P< 0.05, con relacion a las
variables proteina total, lisozima, anti-proteasas y actividad bactericida. Todos los grupos
de los tratamientos registraron diferencias estadisticamente significativas en la variable IgM
con relacion al grupo control (P <0.05). Por lo tanto, los resultados sugieren que mediante
el uso de estos suplementos se brinda un aumento en la funcién inmune de la trucha arco

iris.

Adel y col. (2015), estudiaron los efectos de la suplementacion en dietas experimentales del
extracto de menta (Mentha piperita) en trucha marrén (Salmo trutta caspius). Se registraron
los parametros hematolégicos como el niumero de glébulos blancos, el hematocrito y el
contenido de hemoglobina, asi como la actividad de la amilasa y el namero de bacterias
lacticas en el intestino en los peces. Las dietas suplementadas con extracto de menta
presentaron diferencias estadisticamente significativas en el ndmero de leucocitos en
sangre. Mientras que no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
ndmero de monocitos en sangre y eosinofilos. El nimero de linfocitos se redujo en los
peces alimentados con extracto de menta, respecto a los valores encontrados en el grupo
control. Ademaés, la suplementacién con extracto de menta no tuvo ningun efecto
significativo sobre los pardmetros bioquimicos de la sangre. Los resultados recomiendan la
suplementacion del extracto de menta, ya que esta promueve un incremento en los
pardmetros del desempefio del crecimiento y aumentan los principales parametros inmunes

humorales de la trucha marrén.

Yeganeh y col. (2015), evaluaron los efectos de dietas que contenian diferentes porcentajes
de harina de Spirulina platensis sobre los parametros hematoldgicos y bioquimicos de la
trucha arco iris. Los resultados mostraron que los niveles de eritrocitos, leucocitos,
hemoglobina, el total de proteina y la albumina se incrementaron significativamente en los
grupos suplementados con S. platensis. No se presentaron diferencias estadisticamente
significativas con relacion a los efectos del hematocrito, el colesterol, los triglicéridos y el
lactato en la sangre. Los lipidos de alta densidad fueron maés altos en el grupo donde se
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suministr6 10% de harina de S. platensis en comparacion con las otras dietas. Mientras que
los lipidos de baja densidad disminuyeron significativamente con el incremento de la harina
en la dieta. El estudio demostr6 que la inclusion del 10% de harina de S. platensis en dietas

para trucha arco iris es benéfica como un inmuno-estimulante.

2.5 Los carotenoides.

2.5.1 Naturaleza y estructura quimica de los carotenoides.

Los carotenoides son pigmentos solubles en grasas, también conocidos como lipocromos, y
son uno de los grupos naturales mas importantes y ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Los carotenoides son producidos via una ruta isoprenoide compartida con
diversos compuestos quimicos tales como los &cidos grasos esenciales, esteroides, y
vitaminas A, D, E y K. Los carotenoides se ubican entre los agentes pigmentantes mas
extendidos y estructuralmente diversos. Ellos tienen casi una distribucion universal, y se
encuentran en las bacterias y las algas mas primitivas, hasta las plantas con flores altamente
desarrolladas, y en mamiferos. Los carotenoides pueden ser generalmente divididos en dos
grupos: los carotenoides hidrocarbonados altamente insaturados y el grupo que comprende
a las xantofilas. Estos Gltimos son derivados oxigenados de carotenoides y contienen uno o
mas grupos oxigenados substituyendo sitios particulares en el anillo terminal (Meléndez y
col., 2007).

2.5.2 Propiedades antioxidantes.

Meyers (2007), menciona que a pesar de que los carotenoides tienen una distribucion
universal y una abundancia extensa en una amplia variedad de animales acuaticos; éstos
son sintetizados de novo solamente por las plantas y algunos microorganismos. Por lo tanto,
los animales dependen del suplemento de carotenoides en una dieta exdgena para abastecer
sus requerimientos nutricionales metabolicos. En contraste con las plantas, la distribucion
cuantitativa y cualitativa de los carotenoides en organismos acuaticos es principalmente el
resultado de los habitos dietéticos de una especie especifica, sus caracteristicas de
absorcion, y de las actividades metabdlicas de transformacion. Los organismos a menudo

demuestran un marcado grado de selectividad en la absorcion especifica de los carotenoides
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0 en la transformacion metabdlica de ellos. Los tipos de pigmentos absorbidos y las tasas

especificas de absorcion, pueden variar considerablemente entre familias o especies.

Torrisen y col. (2006), afirman que las propiedades antioxidantes de la astaxantina son
importantes para el metabolismo. Las evidencias también sugieren que la astaxantina y
otros carotenoides son importantes en la proteccion de la peroxidacion de los lipidos de la
membrana. Los niveles de vitaminas antioxidantes A, E, y C se incrementan en el salmon
del Atlantico cuando es alimentado con una dieta suplementada con astaxantina, en
comparacion con peces alimentados con una dieta libre de astaxantina. El papel de los anti-
oxidantes en las especies acuaticas es de importancia considerable en vista de los altos
niveles de &cidos grasos poli-insaturados presentes en muchos peces. La actividad
antioxidante de la astaxantina ha recibido considerable atencidn, especialmente debido a su
correlacion con la presencia de vitamina E. El alfa-tocoferol ha sido reconocida como un
importante antioxidante lipido-soluble. El beta-caroteno es un eficiente secuestrador de
oxigeno simple y es clasificado como un anti-oxidante preventivo. Las evidencias sugieren
que el papel de los carotenoides en la captura de especies oxigeno activo es tan importante,

como el papel que esos compuestos juegan como moléculas precursoras de provitamina A.

Bjerkeng (2006), comenta que en estudios realizados, se reporta que las caracteristicas
bioquimicas del higado y de la sangre en la trucha arco iris (O. mykiss) mejoran cuando son
alimentadas con una dieta suplementada con levadura roja (Phaffia rhodozyma) o
astaxantina sintética. Datos basados sobre indices hepatosomaticos y transaminasa
glutamico-oxaloacética del suero, también como la cantidad de perdxido lipidico en suero,
demostraron que esos suplementos carotenoides favorecieron la salud de los peces con una
mejor funcion del higado y el incremento del nivel potencial defensivo contra el estrés

oxidativo.

Torrisen y col., (2006), consideraron que entre los organismos la astaxantina es la xantofila
mas ampliamente distribuida, seguida por la luteina y la zeaxantina. Los estudios de estos
pigmentos describen sus funciones como antioxidantes, promotores de la provitamina A e

inductores inmunologicos, y juegan un papel importante en la reproduccion, en los estadios
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tempranos, o bien como un parte importante en la dieta de primera alimentacion de los
peces. Los estudios también refuerzan la importancia de la astaxantina en el metabolismo
lipo-proteico y otros procesos fisioldgicos. Ademas, de que estd implicada en la formacion
de cadenas epoxicas, que actlan como reservas de oxigeno disuelto bajo condiciones

anodxicas.

Meyers (2007), afirma que la ingestion de la vitamina A en la dieta mejora la inmunidad
humoral, dado que los peces carecen de la capacidad de sintesis de novo de la vitamina A,
por esto mismo, el requerimiento de vitamina A debe ser suministrado a través de la dieta.
Esto puede ocurrir directamente por la adicion de vitamina A en la dieta, o indirectamente a
través del metabolismo de los carotenoides precursores como la astaxantina. Entre otros
efectos importantes de los carotenoides, se menciona que tienen una alta afinidad
secuestradora de radicales toxicos de oxigeno, que resultan principalmente de la
peroxidacion de lipidos; pero que también, son generados durante el gasto respiratorio de
los fagocitos. Esta propiedad ha conducido a considerar a la astaxantina como poseedora de

actividad de "super-vitamina E".

Si se compara el deposito de astaxantina y cantaxantina en la trucha arco iris (O. mykiss), la
astaxantina es depositada mas eficientemente en la carne de la trucha, principalmente
debido a su absorcion preferente en el tracto digestivo. Los reportes sobre transporte de la
astaxantina en la sangre del salmoén del Atlantico, han demostrado que estéa asociada con la
fraccion proteinica del plasma y que la albimina es la mayor proteina de transporte de la
astaxantina. Los investigadores han examinado como la astaxantina es absorbida,
metabolizada y transportada a los tejidos y oOrganos blancos en los salmonidos. El
carotenoide es reducido a zeaxantina y metabolizado a vitamina A. La absorcion ocurre en
el intestino donde el carotenoide es convertido a vitamina A, principalmente en la pared
intestinal. La astaxantina es transportada en la sangre por las lipoproteinas, siendo el higado
el mayor érgano metabdlico. En la madurez sexual, el compuesto es transferido de la carne

a la piel y a las gonadas (Meyers, 2007).
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La oxidacion de los lipidos es considerada como peroxidos lipidicos que son especies de
oxigeno reactivo que son descompuestos a otros radicales conteniendo oxigeno. Las
especies de oxigeno reactivo atacan casi todos los componentes celulares como las
proteinas, los lipidos y las membranas. Asi, el mejoramiento del potencial defensivo de
peces cultivados contra el estrés oxidativo es importante. Los carotenoides, junto con el
tocoferol, han sido observados en la lipoproteina del suero de peces y se piensa que
protegen a las lipoproteinas de la oxidacion con otros antioxidantes circulantes (Meléndez y
col., 2007).

2.5.3 Pigmento carotenoides de Chile (Capsicum annum).

Ademas del uso tradicional de los chiles secos por diferentes pueblos indigenas de México,
actualmente se utilizan ampliamente en la industria de los cosméticos y los alimentos. El
chile rojo en polvo contiene cantidades altas de capsantina y se emplea en la avicultura
como alimento para gallinas con el propdsito de obtener un intenso color amarillo en la

yema de los huevos y en la piel de las aves (Jaramillo y col., 2010).

2.5.4 Tipos de pigmentos y propiedades.

En los chiles secos (C. annuum) la capsantina es el principal carotenoide y representa hasta
el 60% del peso total. Se encuentra en el chile junto con otros carotenoides como la
capsorubina en los frutos rojos bien maduros y en el pimenton. La capsantina presenta
propiedades antioxidantes, que ayuda al organismo a liberarse de los radicales libres y
ejerce una funcién anti-cancerigena al inhibir el crecimiento de células cancerosas (Raju y
col., 2010).

2.5.5 Usos industriales del chile como pigmentante.

De los chiles secos se obtiene la oleorresina, que se utiliza en la preparacion de carnes frias
y embutidos, asi como en la industria farmacéutica para la produccion de pigmentos
colorantes para lapices labiales y polvos faciales, entre otros. La oleorresina es una mezcla
mas o menos fluida de resina y aceite esencial que se descompone en pigmentos
carotenoides que son importantes, ya que brindan la coloracion a los propios chiles. Su

color, varia desde el amarillo palido, pasando por anaranjado, hasta el rojo oscuro, y se
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encuentra directamente relacionado con su estructura quimica. Los enlaces dobles de
carbono-carbono interactian entre si en un proceso llamado conjugacion. Mientras el
numero de enlaces dobles conjugados aumenta, la longitud de onda de la luz absorbida
también lo hace, dando al compuesto una apariencia mas rojiza. Cada vez mas en la
industria alimentaria se utiliza como colorante por sus propiedades surfactantes (FAO,
2006).

En general, los chiles picantes se pueden clasificar en dos grupos: a) frutos largos y
carnosos que pertenecen a la variedad de C. annuum, b) frutos pequefios que pertenecen a
la variedad de C. minimum. Estan compuestos de un gran porcentaje de agua, en promedio
un 74.3%. EIl contenido de proteina es de 2.3%, y el de los carbohidratos de 15.8%; otros de
los componentes son las vitaminas y los minerales. En la actualidad, se utilizan diversas
técnicas para la extraccion de oleorresinas; la méas reciente es la extraccion con fluidos
supercriticos, pero la mas comun es la extraccion con solventes, tradicionalmente con
hexano. Sin embargo, el calor y la luz favorecen la degradacion de los carotenoides por
isomerizacién o rompimiento de las moléculas que hace que se pierdan las propiedades

nutricionales, farmacoldgicas y colorantes (Olivera, 2014).

2.5.6 Investigaciones realizadas en salmdnidos con carotenoides.

Akhtar y col. (1999), alimentaron a la trucha arco iris O. mykiss con dietas suplementadas
con cantaxantina, extracto de C. annuum y el acetato de a-tocoferol y encontraron que la
cantaxantina se absorbié de manera mas eficiente en la carne de la trucha arco iris que los
carotenoides de C. annuum. Con el aumento de la pigmentacion disminuy6 la luminosidad
(L*) y se observd un aumento del color rojo (a*) en el muasculo. La cantaxantina produjo un
color rojo-rosa méas deseable. La deposicion de a-tocoferol en el higado y el musculo se

incrementd con el aumento en la dieta del acetato de a-tocoferol.

White y col. (2003), estudiaron el grado de esterificacion de los carotenoides y su influencia
en la absorcidn de la astaxantina en la trucha arco iris (O. mykiss), para ello utilizaron
organismos con peso menor a 200 g y evaluaron la absorcion de la astaxantina de dietas

suplementadas con astaxantina no esterificado; monoesteres y diésteres de astaxantina. En
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el estudio no se observaron diferencias estadisticamente significativas (P> 0.05) con
respecto a los coeficientes de digestibilidad aparente (ADC) entre las distintas fuentes de
astaxantina. Sin embargo, el consumo de alimento, los niveles séricos maximos de
astaxantina a las 32 h (1.0-1.6 mg/ml) fueron significativamente mayores (P< 0.05) en los
peces alimentados con la astaxantina esterificada y los monoésteres de astaxantina, en
comparacion con los peces alimentados con la astaxantina diéster. También, reportaron que
no hubo diferencia significativa (P> 0.05) con relacion a las tasas de absorcion de la
astaxantina en el suero de la sangre entre las distintas fuentes de astaxantina. Los resultados
sugieren que el grado de esterificacion del carotenoides influye negativamente en los

niveles séricos del pico de la astaxantina en la trucha arco iris.

Yanar y col. (2005), valoraron el efecto de varias fuentes de carotenoides en la
pigmentacion, en las propiedades sensoriales y la composicion de acidos grasos en la trucha
arco iris (O. mykiss) utilizando truchas con un peso promedio de 120.51 £+ 0.75 g. Las
truchas fueron alimentadas con dietas que contenian 1.8% de flor de cempasuchil, 5% de
chile y 70 mg de astaxantina por kg de alimento comercial como grupo control. El tiempo
de experimentacion fue de 60 dias. Los resultados indicaron que la astaxantina comercial
(Carofil rosa) proporcioné mas acumulacion de carotenoides (P< 0.05), seguido del chile y
la flor de cempasuchil. Las fuentes de carotenoides en la dieta no afectaron

significativamente la composicién de &cidos grasos en el filete de la trucha.

Ingle de la Mora y col. (2006), evaluaron el efecto de extractos de chile rojo (C. annuum)
en la pigmentacion del masculo de la trucha arco iris (O. mykiss) en comparacién con la
astaxantina. Evaluaron cinco dietas experimentales con 161 truchas (150 + 14 g), durante
seis semanas. La tasa de alimentacion fue del 3% de la biomasa diaria. Se determiné el
crecimiento, la calidad del agua del sistema, el color del masculo, las diferencias de color,
el contenido de carotenoides totales, el porcentaje de retencion y la evaluacion visual del
color. Los resultados indicaron que los valores promedio de los parametros de color
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el filete fresco y el molido y
aplanado. En el estudio afirman que es factible utilizar el extracto de chile rojo en una
concentracion de 120 mg/kg de alimento.
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Vergara y col. (2007), evaluaron la eficiencia de pigmentacion de la capsantina en el
masculo de trucha arco iris (O. mykiss), en niveles de 0.8, 1.2 y 1.6 % en el alimento,
comparando con 0.4% de Carofil rojo como tratamiento testigo. En el estudio se apreciaron
visualmente el color del musculo con la escala colorimétrica Roche. Utilizaron truchas en la
fase de ceba; los parametros registrados fueron el peso total, la talla total y el consumo de
alimento. Los resultados acerca del color del musculo de la trucha después de 45 dias de
evaluacion mostraron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) en los niveles de

capsantina, donde el mejor nivel es la dieta que contiene el 1.6%.

Hynes y col. (2008), en su estudio dan a conocer la eficiencia con que se utiliza la
astaxantina del aceite de Calanus en la coloracion de la carne del salmon del Atlantico
(Salmo salar), en el estudio los salmones tenian un promedio de peso total de 309 g y se
mantuvieron a 7.9°C alimentados con dietas de 20 a 60 mg de astaxantina por kg de
alimento, derivada de una fuente sintética y de aceite de Calanus durante un periodo de 181
dias. Ademas de evaluar el crecimiento y la alimentacion, la carne de pescado fue sometida
a analisis de color y determinacion de la concentracion de astaxantina a los 81 y 181 dias.
El crecimiento y rendimiento productivo no varié entre los grupos. Se observaron
diferencias significativas en la cantidad de astaxantina en el musculo entre casi todos los
grupos, tanto en el dia 81 (P< 0.05) como en el dia 181 (P< 0.001). El aceite de Calanus
sirvio como una fuente de pigmentos en la dieta natural para el salmén cultivado, su nivel
de inclusién fue de 60 mg de astaxantina por kg de alimentacion, para lograr la coloracion

semejante a la preferida por el mercado.

Choubert (2010), en un bioensayo donde utilizé a la trucha arco iris con un peso inicial
promedio de 160 g durante 42 dias, incluy6 dietas con astaxantina y cantaxantina. Estudi
el color del musculo y la retencion muscular de los carotenoides. En cuanto a la retencion
muscular de los carotenoides, se observo que a medida que el nivel de cantaxantina en la

dieta aumenta, la retencién de carotenoides totales en el musculo disminuye.

Amar y col. (2012), abordaron un estudio para conocer la resistencia de la trucha arco iris
(O. mykiss) al virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NHI) en una infeccion
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experimental tras la ingestion de carotenoides naturales y sintéticos. En la investigacion se
suministraron 100 mg carotenoides por kg de la dieta base durante seis semanas. Las
fuentes sintéticas ensayadas fueron: B-caroteno, astaxantina y cantaxantina, mientras que
las fuentes naturales fueron: Dunaliella salina, Phaffia rhodozyma, Tagetes erecta, y
Capsicum annuum. En las variables de desempefio del crecimiento y alimentacion, no se
encontraron diferencias significativas (P> 0.05). Posteriormente, los peces fueron
desafiados ante una cepa del virus NHI, mediante inmersién en concentraciones de 2 x 10°
y 2 x 10* diluidas en 50 ml de agua destilada. Se registré la mortalidad acumulada durante
un periodo de 30 dias en la que no se observo diferencias estadisticamente significativas
(P> 0.05) entre los tratamientos con la dosis viral alta. Sin embargo, a la dosis viral méas
baja, la mortalidad se redujo notablemente en aquellos peces alimentados con astaxantina
(22%). Este grupo presentd el mayor porcentaje de sobrevivencia (58%), que fue
significativamente diferente al control (P< 0.05). Este estudio puso de manifiesto la
influencia de los carotenoides para mantener la salud del pez y su resistencia a las

enfermedades.

Ornsrud y col. (2013), observaron que la vitamina A en dosis elevadas es un factor de
riesgo de deformidades en los huesos, y la ingesta alimentaria de esta vitamina no debe
exceder de 37 mg por kg de peso corporal.

Teimouri y col. (2013), evaluaron los efectos de las dietas que contenian 0, 2.5, 5, 7.5y
10% de harina de Spirulina platensis y 50 mg de astaxantina sintética en la piel, filete y en
el desempefio de crecimiento en la trucha arco iris (O. mykiss). La inclusion de 10% de S.
platensis como fuente pigmento natural dio como resultado la deposicion de carotenoides
mas alta en ambos tejidos. Igualmente para los valores de a* (rojo) y b* (amarillo) en el
filete de pescado. Sin embargo, en la piel el valor mas alto de pigmentacion se encontrd
para los peces alimentados con la astaxantina sintética. Al aumentar en la dieta control los
niveles de harina de S. platensis aumentd significativamente la luminosidad (L *), el croma
(C *) y el tono (H°*) tanto en la piel como en el filete, en comparacion con la alimentacion

con otras dietas. Los resultados obtenidos demostraron que S. platensis puede introducirse
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como una fuente de carotenoides naturales y como una alternativa para sustituir la

astaxantina sintética en las dietas de trucha arco iris.

Saez y col. (2014), suministraron en dietas experimentales tres niveles de harina de gluten
de maiz y un tratamiento testigo con astaxantina sintética. Evaluaron los parametros de
desempefio en el crecimiento y la pigmentacion de filete. Los resultados mostraron que la
inclusion de harina de gluten de maiz no presento diferencias significativas (P> 0.05) y no
afectd la ganancia de peso. La concentracion de carotenoides mostré diferencias
significativas (P< 0.05) a favor de astaxantina. Se demostré que la inclusion de harina de
gluten de maiz puede afectar negativamente si excede los valores del 9%.

Safari y col. (2015), evaluaron los efectos de cinco niveles de harina de semilla de achiote
sobre el contenido de carotenos en la sangre, color del filete y la estabilidad de los
carotenos en 0, 7 y 14 dias de refrigeracion y 6 y 12 meses de congelacion. Obtuvieron una
relacion significativa (P< 0.05) entre el peso final y la tasa especifica de crecimiento. Los
parametros de color (L*, a* y b*) presentaron igualmente diferencias significativas al
correlacionarlos con la cantidad de carotenoides en la sangre. No se presentaron diferencias
estadisticas significativas de la cantidad de carotenos y los tiempos de refrigeracion (4°C).
Si se presentaron diferencias significativas con relacién a cantidad de carotenoides y
tiempos de congelacion. Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que las
dietas adicionadas con harina de semilla de achiote presentaron efectos positivos en la

cantidad de carotenoides en sangre, color y estabilidad del filete de la trucha arco iris.

Valente y col. (2015), evaluaron los efectos de dos niveles de inclusion en las dietas de la
harina de la macro alga Gracilaria vermiculophylla en trucha arco iris, sobre parametros de
desempefio y las caracteristicas y composicion quimica de filete (humedad, proteina,
lipidos y vitamina E), atributos sensoriales y pardmetros de color. Los peces alimentados
con la harina de ésta alga presentaron mas luminosidad (L*), menos amarillamiento (b*) y
mas enrojecimiento (a*) que el tratamiento control. Los autores afirman que la inclusion de
harina de la macro alga G. vermiculophylla en dietas para trucha arco iris hasta en un 5% se

considera benéfico para incrementar el valor nutricional de la trucha.
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2.6. Los probidticos.

2.6.1 Generalidades.
Brunt y col. (2008), afirman que el concepto original de probidticos fue formulado en
referencia a los microorganismos vivos utilizados como suplementos alimenticios, que

mejoran la salud del hombre o de los animales.

Los probidticos son capaces de antagonizar con los patogenos, colonizar el tracto
gastrointestinal, e incrementar la resistencia del hospedero a las enfermedades. Los
probioticos estan relacionados con las aplicaciones de caracter nutricional y sanitarias
(Farzanfar, 2006).

2.6.2 Los probioticos en la acuicultura.

Los probidticos se usan en las practicas acuicolas desde hace mucho tiempo, pero en los
ultimos afios se han convertido en una parte integral de las practicas de cultivo para mejorar
el crecimiento y la resistencia a enfermedades. El intervalo de los probidticos estudiados
para el uso acuicola es mas amplio que en el ambito terrestre. Numerosos suplementos de
probidticos, tanto mono-especificos como multi-especificos estdn  disponibles
comercialmente para su uso acuicola. Ademas de los beneficios nutricionales y sanitarios,
ciertos probioticos al afiadirse al agua, pueden desempefiar un papel importante en la
descomposicion de la materia organica, reducir los niveles de nitrégeno y fosfatos, asi
como controlar los niveles de amonio, nitritos y sulfuro de hidrégeno (Balcazar y col.,
2006).

Un gran nimero de microorganismos han sido identificados como probidticos para las
practicas acuicolas, muchos de ellos, con diferentes modos de accion. Hay, sin embargo,
algunos mecanismos de accién comunes en la mayoria de las cepas probidticas. Los
probidticos ayudan a la conversion del alimento, promoviendo el aumento de peso y
confieren proteccion frente a patdgenos al competir por los lugares de adhesion, producir
acidos organicos y otros compuestos como antibidticos o lisozima, ademéas de modular la

respuesta inmune innata del pez (Farzanfar, 2006).
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2.6.3 Efectos de los probioticos en la nutricion.

Durante las Gltimas décadas hay un interés en incrementar los niveles de lipidos insaturados
en los peces cultivados. Se ha demostrado que la incorporacion en la dieta de las células
vivas de probidticos, incrementa los niveles de acido linoleico en el higado, respecto a
aquellos individuos que reciben una dieta control o bien son alimentados con dietas
suplementadas con células liofilizadas de los probidticos. Los &cidos grasos son
fundamentales para la regulacion del sistema inmune, asi como para un correcto desarrollo.
Estos resultados subrayan la necesidad de la utilizacion de células frescas de los probidticos

en lugar de células liofilizadas para conseguir un mejor efecto (Balcéazar y col., 2006).

Melgar y col. (2013), afirman que los probioticos se definen como un suplemento
alimenticio compuesto de microorganismos vivos, que son capaces de mejorar el balance
intestinal del huésped. Sin embargo, en los sistemas acuicolas la interaccion entre la
microbiota y el huésped, no se limita al tracto digestivo, por lo que hoy en dia esta
definicion es mas amplia, incluyendo ademas a cualquier preparado de microorganismos
vivos 0 muertos que ejerzan efectos positivos sobre los animales o el medio en el que se
cultivan. El uso de los probidticos en la acuicultura se ha incrementado en los Gltimos afios
debido a sus efectos benéficos, como el incremento de la tasa de crecimiento y la
conversion del alimento, la disminucién del crecimiento de microorganismos patégenos, la

mejora del sistema inmune o bien el aumento de la tolerancia al estrés.

2.6.4 Los probioticos en los salmoénidos.

Brunt y col. (2008), afirman que la formulacién correcta de los probioticos es importante
para asegurar un crecimiento éptimo y saludable, pero otros factores como la higiene en la
granja y la prevencion de enfermedades en general, también siguen siendo igualmente
importantes para alcanzar el desarrollo deseado. La utilizacion de los probidticos demuestra
que reduce las malformaciones en los peces. Las pruebas también indican un impacto
positivo, por ejemplo, disminuye el riesgo de gastroenteritis, que produce alta mortalidad,
que ha tenido su mayor brote en varios paises europeos en los ultimos afios. Igualmente
reduce el riesgo de deformidades también conocido como sindrome de compresion

vertebral en los salmoénidos. El sindrome de compresion vertebral es un importante
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problema que conduce a reducir el bienestar del pez ya que provoca una alta mortalidad y
pérdidas econdmicas. El autor también recomienda que con el fin de lograr mejores

resultados los probioticos deban utilizarse desde la primera alimentacion.

Balcazar y col. (2007), analizaron el efecto de las cepas de probidticos en la respuesta
inmune celular y humoral de la trucha arco iris (O. mykiss) y su capacidad para prevenir la
forunculosis. En una prueba de desafio, se administrd por via oral durante dos semanas en
una proporcién de 2 x 10° UFC en alimento balanceado comercial. Las cepas probidticas
valoradas fueron Lactococcus lactis ssp, Lactis CLFP 100, Leuconostoc mesenteroides
CLFP 196 y Lactobacillus sakei CLFP 202. Se incluyé también un tratamiento control, al
gue no se suministré probidticos. Se observo que la actividad fagocitica de los leucocitos
fueron significativamente mayor en todos los grupos de probidticos al final de la segunda
semana. Los peces fueron desafiados con Aeromonas salmonicida. Los peces
suplementados con probioticos alcanzaron tasas de sobrevivencia que fueron desde 97.8 al
100%, mientras que la sobrevivencia fue de 65.6% en los peces no tratados con los
probidticos. Estos resultados demuestran que la suplementacion de probidticos para los

peces puede reducir la gravedad de la forunculosis.

Gisbert y col. (2013), evaluaron los efectos de la suplementacién alimenticia con los
Bacillus cereus vartoyoi en trucha arco iris durante la fase de juvenil, en una proporcion de
2 x 10* UFC/ g, durante 93 dias a 13°C. Los resultados indicaron que la inclusién de los
probidticos en la dieta promovieron el crecimiento, el cambié de la micro-flora intestinal,
asi como el aumento del nimero de células caliciformes y altura de las vellosidades,
mientras que no afectd la actividad especifica de las enzimas digestivas. Por lo tanto
afirman los autores que, la inclusién de estos probidticos en dietas para la trucha arco iris

puede ser beneficiosa en términos de produccion.

Tukmechi y col. (2011), evaluaron tres dietas frente a una dieta control, Los tres
suplementos nutricionales fueron: células enteras de levadura (Saccharomyces cerevisiae),
levadura enriquecida-HUFA y células de levadura tratadas con p-mercaptoetanol (2ME).

Las variables a evaluar fueron la inmunidad, los pardmetros de crecimiento y una prueba de
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desafio bacteriano con Yersinia ruckeri. Los resultados mostraron que la administracion de
suplementos de levadura en todos los tratamientos, promovié significativamente el
desempefio del crecimiento en comparacion con el grupo control. Se observo que una dieta
suplementada con levadura tratada con 2ME estimula el sistema inmune y el crecimiento de

la trucha arco iris aumentando su resistencia contra Y. ruckeri.

Ramos y col. (2015), evaluaron el efecto de los probidticos comerciales sobre los
parametros de desempefio, la inmunidad innata y la morfologia intestinal en la trucha arco
iris (O. mykiss) en la fase juvenil. Midieron el crecimiento, la respuesta inmune (lisozima
plasma, ACH50, peroxidasa), la composicion corporal y la morfologia del intestino. Los
resultados demostraron que la dosis mas baja de mdultiples especies mejoro la tasa de
crecimiento, mientras que dos tipos de probidticos mejoraron la tasa de conversion del
alimento en comparacion con el control. La actividad de la lisozima fue mayor en los peces
alimentados con los probi6ticos en comparacién con la dieta control. La longitud de las
vellosidades, la integridad y el recuento de células caliciformes de una seccion transversal
del intestino anterior no fueron significativamente diferentes entre los tratamientos. Los
resultados demostraron los beneficios en el rendimiento zootécnico y la respuesta humoral

inmune utilizando los probidticos evaluados.

Sealey y col. (2015), formularon seis dietas de tipo comercial para trucha arco iris con 42%
de proteina digestible y 20% de lipidos, suplementada con grano seco de levadura de
destileria (GDDY) en una cantidad de 0, 6, 9, 12, 15, y 18% reemplazando todas las fuentes
de proteinas dietéticas, excepto la harina de pescado. En un segundo ensayo, evaluaron
cuatro dietas a base de proteina vegetal utilizando 0, 9, 12, y 15% de suplemento de
GDDY. Los resultados demostraron que la tasa de inclusién de GDDY no afectd el
crecimiento ni la conversion alimenticia. Con base en estos resultados los autores
concluyeron que el grano seco de levadura de destileria se puede incluir en dietas de tipo
comercial para la trucha arco iris hasta en un 18% y en dietas de origen vegetal hasta un
15%.
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2.7 Estrés térmico.

La temperatura del agua es el factor ambiental mas importante que esta relacionado de
manera estrecha con la tasa de crecimiento de los peces. EI aumento de la temperatura
durante el verano en las regiones donde se cultivan los salménidos es un fenémeno que se
esta viviendo alrededor del mundo y por el momento se convierte en un nuevo reto para la
produccién. Una manera para evaluar el efecto de las altas temperaturas en los salmonidos
es investigar acerca de los nutrientes mas efectivos para prevenir el estrés y la muerte de
éstos peces (Amin y col., 2014). Todos los peces son poiquilotermos y el incremento de la
temperatura del agua causa un incremento exponencial en la tasa metabolica y la demanda
de energia en el organismo (Barnes y col., 2011). Dado que los peces consumen alimento
para satisfacer sus necesidades de energia, a temperaturas elevadas consumen mayor
cantidad para satisfacer su demanda metabdlica, hasta que llega a un punto en donde se
inhibe el apetito (Jobling, 1997).

Cuando la temperatura aumenta de manera rapida, los peces incrementan su movilidad y
ritmo respiratorio, posteriormente sobreviene la "pérdida de equilibrio™ caracterizada por
una arritmia respiratoria y la falta de coordinacion motriz y a los pocos minutos mueren,
este punto se reconoce cuando hay un cese total de los movimientos operculares.
Cualquiera de éstos dos puntos, ya sea la perdida de equilibrio o la muerte, pueden

considerarse como el "maximo térmico critico” (Gomez, 2014).

2.7.1 Algunas investigaciones referentes a estrés térmico en salmonidos.

Kieffer y col. (2009), disefiaron un experimento para examinar los efectos de diversos
desafios de temperatura, el consumo de oxigeno, la excrecion del amoniaco y la utilizacién
de las proteinas en juveniles de salmon del Atlantico Salmo salar. Los peces fueron
aclimatados a 15 °C y, posteriormente, dos grupos fueron expuestos aguda y abruptamente,
a 20 y 25 °C durante un periodo de 3 h, un tercer grupo de peces se exXpuso a un aumento
gradual de la temperatura a partir de 15 hasta alcanzar los 20°C durante un periodo de 3 h.
Los cambios a la temperatura aguda (15 a 20°C y 15 a 25°C) causaron de inmediato un

aumento en las tasas de consumo de oxigeno disuelto. Por el contrario, cuando la
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temperatura se incrementd gradualmente, las tasas de consumo de oxigeno y la excrecion
de amoniaco se alteraron s6lo marginalmente. Cuando los peces fueron expuestos a
temperaturas altas el uso de las proteinas en general, se mantuvieron en niveles de pre-
exposicion (15°C). Se observo un mayor uso de las proteinas en S. salar en los grupos de
15 a 20°C y de 15 a 25°C. Estos resultados indican que la magnitud y la tasa de cambio de

la temperatura son importantes en la respuesta fisiologica de los salmoénidos juveniles.

Kurt Gamperl y col. (2011), evaluaron la respuesta de la trucha arco iris para mantener el
gasto cardiaco a altas temperaturas a través de aumentos en el ritmo cardiaco. Para la
investigacion utilizaron truchas machos y hembras y paulatinamente incrementaron un
grado centigrado desde los 12 hasta llegar a los 24 °C. Luego se les inyecto con tres dosis
de Zatebradina para reducir la frecuencia cardiaca. Este producto es un agente bradicardico
que disminuye la frecuencia cardiaca en los peces sin tener efectos inotrépicos en el
miocardio o influir en la resistencia vascular periférica. Los datos obtenidos demostraron
que las truchas son capaces de mantener o incluso aumentar el ritmo cardiaco a altas
temperaturas, lo que sugiere que el control cardiaco favorece un aumento de la frecuencia
cardiaca ya que la temperatura sube y aumenta el gasto cardiaco, para poder satisfacer las
demandas metabdlicas de los peces. La temperatura maxima alcanzada en la prueba de
desafio térmico en trucha arco iris fue de 24°C, a las 42 horas.

Keen y Gamperl (2012), desafiaron a la trucha arco iris a altas temperaturas restringiendo el
aumento de temperatura dependiente de la frecuencia cardiaca mediante la inyeccion con
Zatebradina en una cantidad de 1 mg/kg. Los investigadores trabajaron con hembras de 8 y
10 meses de edad. Al inicio del experimento aclimataron a los peces a 12°C y de alli fueron
aumentando la temperatura paulatinamente a 15°C en una hora, luego en una hora mas
hasta llegar a 18°C y una hora mas hasta llegar a 20°C. Posteriormente, el incremento por
hora fue de 1°C hasta que los peces perdieron el equilibrio. La temperatura alcanzada por el
grupo al que se inyecto Zatebradina fue de 22.6°C y no presentando diferencias estadisticas

significativas (P> 0.05) con relacion al grupo control.
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Amin y col. (2014), evaluaron el efecto de dos temperatura con diferentes niveles de
carbohidratos y lipidos en el crecimiento, la eficiencia de alimentacion y la digestibilidad
en la trucha de arroyo Salvelinus fontinalis. Los resultados mostraron que la tasa de
crecimiento fue maés alta en los peces donde la temperatura fue de 15°C. La reduccién de
aceite de pescado y la adicion de carbonatos gelatinizados no afecto el crecimiento en
ambas temperaturas. El coeficiente de digestibilidad de los nutrientes y la energia fueron
altos en los grupos con temperaturas de 15°C. Al utilizar los carbohidratos gelatinizados en
la dieta no se reportaron entre los tratamientos patologias, cambios en el higado o

anomalias intestinales.

Wijekoon y col. (2015), evaluaron el efecto del cambio de temperatura sobre la
composicion de acidos grasos del muasculo en juveniles de trucha arco iris. En la
investigacion sustituyeron completamente el aceite de pescado (aceite de arenque) por
aceite de linaza y aceite de girasol. Se incrementd la temperatura de 10.0 a 18.0°C. El
analisis de lipidos de la dieta control mostr6 que era rico en acidos grasos como el
docosahexaenoico (DHA, 22: 6w3), eicosapentaenoico (EPA, 20: 5w3) y écido
docosapentaenoico (DPA, 22: 503). En contraste, el tratamiento con el aceite de linaza fue
rico en acido linolénico (ALA, 18: 3®3) y el tratamiento con aceite de girasol en 4cido
linoleico (LA, 18: 2w6). Tanto la dieta como la temperatura no tuvieron ningtn efecto
significativo sobre el crecimiento, pero si se observaron efectos significativos en la
composicion de los acidos grasos del musculo. La proporcion de acidos grasos en la dieta
control fue significativamente mas alta que en el aceite de linaza y del girasol. La
sustitucion del aceite de linaza y el aceite de girasol tuvo una influencia negativa directa
sobre el musculo, en relacidn con el acido eicosapentaenoico que podria ser perjudicial para
la salud de los peces, asi como también en la calidad del producto final para el consumo

humano.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de los carotenoides y probioticos durante la fase de engorde en la trucha
arco iris, (O. mykiss), adicionados a una dieta basal sobre los parametros del desempefio del
crecimiento, hematolégicos, bioquimicos, color del filete, carotenoides totales, asi como la

respuesta ante pruebas de desafio de estrés por temperatura alta.

3.2 Objetivos especificos.

3.2.1 Evaluar el efecto de los carotenoides, probidticos y la combinacion de ambos en
dietas experimentales sobre el comportamiento de los parametros del desempefio del

crecimiento.

3.2.2 Evaluar el efecto de los carotenoides, probiéticos y la combinacion de ambos en
dietas experimentales sobre los pardmetros hematoldgicos, bioquimicos, de color y
contenido total de carotenoides en el filete de la trucha arco iris.

3.2.3 Evaluar el efecto de los carotenoides, probidticos y la combinacion de ambos en

dietas experimentales sobre la capacidad de respuesta de la trucha arco iris ante la prueba

de desafio por temperatura.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad la acuicultura se ha convertido en una de las actividades agropecuarias con
mayor expansion y una elevada capacidad de desarrollo a nivel mundial. Una de las
especies mas representativas dentro de la acuicultura es la trucha arco iris, especie que
aungue su origen proviene de Norte América, es cultivada en varias partes del mundo, en
regiones con disponibilidad de agua fria. Esta especie ha cruzado fronteras para su

comercializacion tanto en el engorde, como en las ovas Yy los reproductores.

Junto con esta expansion el cultivo bajo sistemas intensivos y stper intensivos de la trucha,
se ha observado un incremento exponencial del estrés ambiental. Uno de estos aspectos
para tratar es el estrés agudo causado, en la mayoria de sus casos, por la elevada
temperatura, que por si misma puede provocar la muerte de un individuo, pero el nivel que
la determina es dependiente de la interaccion con otros factores. Es conocido, por ejemplo,
que las truchas son exigentes en cuanto a los niveles oxigeno disuelto en el agua y que a
mayor temperatura es menor la disolucién de éste, por lo tanto, en aguas calidas se agrega

una causa de estrés.

En la actualidad la ciencia busca encontrar alternativas que permitan la resistencia de la
especie ante factores medio ambientales como las temperaturas elevadas, con cuidado de

mantener una produccion saludable y ambientalmente sostenible.

Una propuesta ante esta situacion, es la utilizacién de carotenoides y probidticos, una
alternativa que puede ser eficaz debido al incremento de la respuesta inmunitaria de la
trucha arco iris. En este contexto, el presente trabajo de investigacion estd orientado a
determinar y comparar los efectos que producen los carotenoides y los probioticos en los
parametros de crecimiento, hematoldgicos y bioquimicos de la sangre y asi mismo evaluar
la resistencia de la trucha arco iris ante el estrés agudo propiciado por las altas

temperaturas.
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5. HIPOTESIS

5.1 La trucha arco iris en su fase de engorde presenta un mejor desempefio en su

crecimiento al suministrar una dieta suplementada con carotenoides naturales y probidticos.

5.2 Los parametros bioquimicos y hematoldgicos de la trucha arco iris muestran niveles

optimos de respuesta a los carotenoides naturales y probioticos adicionados en la dieta.
5.3 La trucha arco iris alimentada con una dieta suplementada con carotenoides naturales y

probidticos presenta una sobrevivencia mayor ante las pruebas de desafio por estrés

térmico.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé en la Unidad Acuicola Experimental del Centro de Ciencias
Agropecuarias (CCA) de la Universidad Autonoma de Aguascalientes (UAA), ubicado en

el municipio de Jesus Maria, en el estado de Aguascalientes, México (Figura 2).

Figura 2. Unidad Acuicola xperimental dI Centro de Ciencias Agroecdar
de la Universidad Autonoma de Aguascalientes.

ias

6.1 Suministro de los peces.

Los organismos de trucha arco iris (O. mykiss) fueron obtenidos del Centro de
Reproduccién e Innovacién Acuicola de Michoacan, ubicado en el municipio Pucuato, del
Estado de Michoacan (Figura 3). La poblacidon total de truchas fue de 96 organismos, que
fueron transportados a la Unidad Experimental Acuicola (UEA) del Centro de Ciencias

Agropecuarias, de la Universidad Autonoma de Aguascalientes.

6.2 Aclimatacion.

Las truchas fueron aclimatadas en la UEA durante un mes, en un estanque circular de 3,500
L conectado a un sistema semi-cerrado de recirculacién. Previo a la siembra de los peces,
se agrego6 2.5 g/L de sal de grano de salinas sin iodo en el estanque. Cada ocho dias, se
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renové el agua y se revisaron a los organismos para detectar algin problema sanitario.
Durante el proceso de aclimatacion las truchas fueron alimentadas con una dieta de
balanceado comercial marca Nutripec (Purina, México), con un contenido de 42% de
proteina, 10% de grasa, 3.0% de fibra, 10.3% de cenizas y 22.7% de extracto libre de

nitrégeno. El tamafio del pienso suministrado fue de 4.8 mm.

Figura 3. Centro de Reproduccion e Innovacion Acuicola de Pucuato, Michoacan.

6.3 Disefio experimental.

Al finalizar el periodo de aclimatacion las truchas fueron introducidas al sistema
experimental que consistio en cuatro tratamientos conformados de la siguiente manera: a)
tratamiento testigo (AB) con alimento balanceado; b) tratamiento AB+P, que incluyo
alimento balanceado mas probioticos; c) tratamiento AB+C, con alimento balanceado mas
extracto no saponificado de C. annuum; d) tratamiento AB+C+P, con alimento balanceado

mas extracto no saponificado de C. annuum mas probioticos.

En la Tabla 1, se especifica la unidad experimental, las variables evaluadas y la técnica

especifica utilizada para medir cada variable.

51



Tabla 1. Unidad experimental y variables evaluadas y técnica de soporte.

Unidad Variables de respuesta Variables Bibliografia
experimental
Cuatro estanques 1. Desempefio del crecimiento. a) Peso total (g).
24 peces por b) Longitud total (cm).
(@p P ) : (cm) Gulland, 1971
estanque).

c) Factor de conversion
de alimento.
d) Factor de condicién.

e) Color de filete.

f) Concentracion de

carotenoides en filete.

Noeske y Spieler,

(1984).

Mora de la Ingle y

col. (2006).

Lee y Lee, (2008).

2. Parametros hematoldgicos vy

bioguimicos

a) Eritrocitos.

b) Leucocitos.
c) Trombocitos.
d) Proteina total.
e) Albumina.

f) AST

g) ALT

Gendler,
Kaplan, (1984).
Murray (1984).

y

3. Capacidad de respuesta ante las
pruebas de desafio en las distintas dietas

experimentales

a) Mortalidad.
b) Tiempo.

En este trabajo.

AST = Aspartato aminotransferasa, ALT = Alanino transferasa.

6.4 Analisis estadistico.

Para evaluar los resultados de las variables del desempefio del crecimiento, los parametros

hematoldgicos, bioguimicos, de color y contenido total de carotenoides en el filete y el

desafio de la temperatura, se aplicé un disefio de tipo factorial. La unidad experimental fue

cada una de las truchas dentro de cada uno de los estanques (Tabla 2). Antes del analisis

factorial se realizaron pruebas de homocedasticidad de varianza de los cuatro estanques, las

variables hematocrito y sobrevivencia expresadas en porcentaje (%) se transformaron a
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arco-seno para cumplir con el principio de normalidad de la muestra. Todos los analisis
fueron realizados con el programa STATISTICA version 7 (StatSoft, Chicago, EE.UU) y se
utilizé el analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias y la prueba a posteriori de Tukey
HSD. También se analizaron las correlaciones de Pearson entre las variables de color y

carotenoides totales. En todas las pruebas se considerd una significancia de P< 0.05.

Tabla 2. Disefio factorial del experimento.

Tiempos de muestreo Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2
Dias de cultivo. 0 22 45

Variables evaluadas. No. de peces por tratamiento.
Desempefio del crecimiento. 24 20 20
Coloracion de filete y contenido total de carotenoides 4 4
Pardmetros hematoldgicos y parametros bioquimicos. 4 4
Prueba de desafio estrés térmico. 4

Los disefios factoriales por variable fueron los siguientes:

a) Desempefio del crecimiento. Se trabaj6 la muestra total de cada tratamiento y la toma de
datos se hizo en tres tiempos a los 0, 22 y 45 dias del experimento. Se registré el peso total
en g y la longitud total en cm. El disefio factorial para las variables de crecimiento fue de 4

x 3. Cuatro tratamientos por tres tiempos.

b) Coloracion de filete. Se tomaron como muestra el filete de cuatro individuos de cada
tratamiento, los tiempos a evaluar fueron a los cero y 45 dias. El color se midi6 de acuerdo
con la escala de CIE (L*, a*, b*, C* y H®*). El disefio factorial para la variable de

coloracion de filete fue de 4 x 2. Cuatro tratamientos por dos tiempos.
c¢) Contenido total de carotenoides (CTC). Se tomaron como muestra los filetes de cuatro

individuos de cada tratamiento, los tiempos a evaluar fueron a los cero y 45 dias. La

medida de evaluacion fue la concentracion de CTC en miligramos de carotenoides por kg
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de filete. El disefio factorial para la variable CTC totales fue de 4 x 2. Cuatro tratamientos

por dos tiempos.

d) Parametros hematoldgicos y bioguimicos. Se trabajé con cuatro individuos por cada
tratamiento y la toma de datos fue en dos tiempos, a los cero y 45 dias. EI hematocrito se
valoré como porcentaje, el nimero de eritrocitos, leucocitos y trombocitos, se determind de
acuerdo al namero de células por microlitro (cél/ uL). La proteina total y la globulina se
determinaron en gramos por decilitro (g/dL). El aspartato aminotransferasa (AST) y la
alanino transferasa (ALT), se reportaron en unidades internacionales por litro (UI/L). El
disefio para estas variables fue factorial de 4 x 2. Cuatro tratamientos por dos tiempos.

e) Prueba de desafio con temperatura. Se realizo al final de experimento, se tomaron cuatro
peces por cada tratamiento y se trasladaron al estanque de desafio, se registré el tiempo y la
temperatura hasta la muerte de las truchas.

6.5 Descripcidn del sistema experimental.
El sistema experimental consistié de cuatro estanques circulares cubiertos de geomembrana

de polietileno de alta densidad con un espesor de 0.75 mm, y una capacidad de 3,500 L

cada uno (Figura 4).

Figura 4. Vista general del sistema experimental.
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El agua que surtid a los estanques de cultivo provino de la red hidraulica que surte al CCA.
Previamente, el agua fue almacenada en cuatro tanques rectangulares de geomembrana, con
una capacidad total de 6,000 L (Figura 5). El agua fue tratada con anticloro (10 ml/L) y
dejada reposar por 24 h. Posteriormente, fue enviada a los estanques de cultivo por medio
de una manguera de 2 pulgadas de didmetro por 20 m de largo, conectada a una bomba
sumergible de acero inoxidable marca SPERONI de 1 hp y con una capacidad de descarga
de 1.25 pulgadas. La cantidad de agua depositada en cada estanque experimental fue de
2,500 litros (Figura 6).

Scdreiis 4?} - L

Figura 5. Sistema de reservorio.

Figura 6. Estanques experimentales.
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Una vez llenos los estanques de cultivo, se procedidé a instalar el sistema de semi-
recirculaciéon en cada uno de los estanques de manera independiente. Este sistema para su

funcionalidad estuvo conformado por los siguientes elementos (Figura 7).

Figura 7. Sistema de recirculacion semi-cerrado.

a) Una bomba marca Evans con motor eléctrico, con potencia de 0.50 hp, 1.25 pulgadas de
didmetro de succion y un diametro de descarga de una pulgada.

b) Un tubo en PVC de 1 pulgada de diametro, dimensiones (1.50 m x 0.80 m) que llevo el
agua hacia la bomba. En la parte de contacto con el agua se coloc6 una valvula chek
(pichancha). El espacio sumergible del tubo dentro del estanque fue de 10 cm (Figura 8).

c) Un tubo en PVC con dimensiones (0.20 m x 1. 20 x 1.0 m) que llevé el agua desde la
bomba hasta nuevamente al estanque, la terminacion de esta tubo fue a manera de tubo
Venturi o “pico de pato” que permitié una mayor ganancia de oxigeno disuelto en el agua.
El caudal generado en este sistema en cada uno de los estanques fue de 60 litros por minuto
(Figura 9).
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Figura 8. Tubo de succion del sistema semi-cerrado de recirculacion.

Figura 9. Tubo de descarga del sistema semi-cerrado de recirculacion.

d) Adicionalmente se dispuso dos aireadores eléctricos, cada uno con una maxima presién
de 7.2 psi marca Sweetwater modelo SL94A (Figura 10). Estos equipos presentaron dos
tomas de aire para cada estanque, que consistieron en mangueras que en su extremo
disponian de piedras aireadoras para incrementar la generacion de oxigeno dentro del
estanque (Figura 11).
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Figura 10. Aireacion del sistema semi-cerrado de recirculacion.
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Figura 11. Piedras aireadoras del sistema semi-cerrado de recirculacion.

En cada uno de los estanques experimentales se colocaron 24 truchas con un peso promedio
de 196.0 + 8.83 g, teniendo un total de 96 truchas para los cuatro estanques. El tiempo de
experimentacion fue de 45 dias. La densidad de siembra para cada estanque fue de ocho

peces por m°.
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6.6 Calidad del agua.

Dos veces al dia durante los 45 dias que duré el tiempo experimental, en los estanques de
cultivo se midio la concentracion de oxigeno disuelto y la temperatura del agua con un
oximetro YSI 550A (Yellow Spring Instruments, Ohio, USA) (Figura 12), y semanalmente
el pH mediante un equipo Waterproof pHtest 20 (Okaton Instrument, USA) (Figura 13).
Ademas, el nitrégeno amoniacal total (NAT) y los nitratos (N-NOs) con un equipo
multiparametros fotométrico para la acuicultura, marca Hanna modelo HI 83203 (Figura
14). También, la dureza total y alcalinidad total con las tiras reactivas de prueba sensibles
SteriChek.

Los datos obtenidos se vaciaron en una hoja de célculo Excel y el comportamiento de los
pardmetros fisico-quimicos registrados se encontrd dentro de los intervalos normales para

el manejo de trucha arco iris en su fase de engorde (FAO, 2005).
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Figura 13. Waterproof pHtest 20.

Figura 14. Equipo multiparametros fotométrico para acuicultura.

Los niveles promedio del oxigeno disuelto en el agua en las horas de la mafiana, fueron de
7.4 £ 051 mg/L y en la tarde de 8.5 £ 0. 57 mg/L respectivamente. La temperatura

promedio en el tiempo experimental fue de 14.7 £ 1.50°C.

Por su parte el pH presentd un valor promedio de 8.9 + 0.25. Para el caso de los nitratos (N-
NO3) el valor promedio fue de 1.1 £ 0.64 mg/L que es menor al reportado como maximo
permitido para el cultivo de la trucha arco iris que es de 20 mg/L. El nitrégeno amoniacal
total (NAT) registré una media de 0.50 + 0.28 mg/L, cantidad menor a la que puede tolerar
la trucha arco iris que es 2 mg/L. El amoniaco (NHz) registré un valor medio de 0.08 + 0.07

mg/L que corresponde al valor limite de tolerancia para esta especie (FAO, 2005).
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Con relacion a la dureza total el agua utilizada en la experimentacién se encontr6 dentro de
los niveles dptimos que van de 70 a 500 mg/L. En este experimento la media fue de 120
mg/L que se ubica dentro de la categoria de aguas duras. La alcalinidad total registr6 un
valor promedio de 174.04 + 39.6 mg/L (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio de los parametros quimicos registrados durante las siete

semanas de experimentacion.

Nitratos (N-NO*) NAT  NH; Alcalinidad total Dureza total

Semanas pH (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 8.45 1.01 0.19 0.01 207.85 120.0

2 8.92 0.37 0.66 0.09 240.00 120.0

3 9.20 0.85 0.80 0.21 180.00 120.0

4 8.92 0.64 0.39 0.06 193.42 120.0

5 8.90 1.88 091 013 120.00 120.0

6 9.05 1.89 0.38  0.09 193.42 120.0

7 9.22 2.89 0.62 0.18 120.00 120.0

Media 8.95 1,11 0.50 0.08 174.04 120.0
DE 025 0.64 0.28  0.07 39.59 0.0

DE = Desviacion estandar.

6.7 Preparacion de las dietas experimentales y la alimentacion.

6.7.1 Obtencidn de la oleorresina no saponificada.

Antes de iniciar el proceso para la obtencion de la oleorresina, se determiné el grado de
picor del chile. Para ello, se utilizé la técnica de cromatografia en capa fina descrita por
Gotz y col. (1980). La pungencia obtenida fue de 166,000 unidades de calor Scoville, SHU,
medida que valora la cantidad de compuestos capsaicinoides (Collins, 1994). Segun la
escala de Scoville el chile rojo ancho se encuentra en los intervalos altos de picor y se ubica

en la escala, en el nivel del chiltepin y piquin (Ritesh y col., 2000).
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6.7.2 Estandarizacion de la técnica para la obtencion de oleorresina no saponificada del
Chile ancho C. annuum.

Para estandarizar la técnica mas conveniente para la obtencion de la oleorresina no
saponificada, se ensayaron las siguientes técnicas: a) Golfish mas solvente hexano (Nielsen,
2003); b) Centrifugacion de acuerdo con Pearson (1993); c) Soxhlet mas solvente etanol
(Borges, 1997) y d) Soxhlet més solvente hexano (Borges, 1997).

Después de cada uno de los ensayos se descarto la técnica Golfish, debido a que el producto
obtenido en un tiempo de cuatro horas present6 deterioro en la calidad de pigmento debido
al alto grado de temperatura que alcanza el equipo. Con la técnica de centrifugacion se
obtuvo una buena calidad de pigmento pero se observd que en el filtro de materia seca
decolorada gueda gran excedente de pigmentos. De igual manera sucedio en la técnica de
Soxhlet mas solvente etanol. De tal manera que la Gltima técnica fue la seleccionada por ser

la més eficiente.

Para corroborar lo anteriormente expresado, cada una de las técnicas se evaluo de forma

semi-cualitativa, utilizando para ello el método de cromatografia en capa fina (Figura 15).

Figura 15. Resultados de la cromatografia de capa fina de las cuatro técnicas.
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6.7.3 Extraccion de oleorresina de Chile ancho C. annuum.

Para la obtencion del pigmento se utilizé el equipo Soxhlet marca Novatech (Figura 16). El
proceso realizado fue el siguiente: a) en el filtro ubicado dentro del Soxhlet (Figura 17), se
depositd 18 g de la muestra deshidratada de C. annuum. b) la muestra se sometié a reflujo
con 120 ml de hexano como solvente, hasta que el extracto saliera incoloro durante un
periodo de tiempo de 16 horas y c) la muestra se expuso a la temperatura ambiente por 24
horas, hasta que el excedente de hexano se evapord completamente. Por cada muestra, se
obtuvieron 2.26 g de oleorresina no saponificada. Este proceso se realiz6 cuatro veces para

obtener la cantidad requerida en la investigacién que fue de nueve g.

"

Figura 16. Equipo Soxhlet utilizado para la extraccion de la oleorresina no saponificada.
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Figura 17. Filtro ubicado dentro del Soxhlet.

Al final del proceso la oleorresina no saponificada se ubicé en el matraz con el excedente
de hexano, que posteriormente se evapord en el medio ambiente y en la parte del Soxhlet, la
capsaicina subid debido a sus propiedades volatiles, junto con la mayor cantidad de hexano
trabajado (Figura 18). Al terminar el proceso se obtuvieron tres productos: la pulpa

restante, la capsaicina y la oleorresina no saponificada (Figura 18).

b
Figura 18. Los tres productos obtenidos en el sistema Soxhlet.
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6.7.4 Preparacion de dietas.

El alimento base de las dietas utilizado en la presente investigacién fue el balanceado
comercial marca Purina para la trucha arco iris, que cumple con lo dispuesto por NRC
(1993) (Tabla 4). Las dietas experimentales estuvieron preparadas de acuerdo con los
siguientes pasos: a) el alimento balanceado se pes6 en una balanza digital granataria marca
Tulplus de precision de 1 g a 2 kg, de acuerdo a la cantidad de alimento balanceado a
preparar; b) la dieta testigo (AB) se elabord exclusivamente con alimento balanceado, la
dos (AB+P) se complement6 con probioticos, la tres (AB+C) con oleorresina no
saponificada y la cuatro (AB+P+C) con oleorresina y probioticos. La dosis de carotenos
utilizados en cada dieta fue de 1 ml de oleorresina no saponificada por kg de alimento
balanceado y para los probioticos el producto utilizado fue Rubinum® en una cantidad de 1

g por kg de alimento balanceado.

Tabla 4. Composicion de las dietas experimentales.

Alimento balaceado Valores en
Proteina 42.0
Grasa 15.0
Fibra 2.5
Ceniza 125
Humedad 12.0
Raciones 2 diarias
Porcentaje de alimentacion 1.5 de biomasa
Caroteno 1cm® /kg de alimento
Probioticos 1g /kg de alimento

Para la incorporacién del caroteno al alimento balanceado, se disolvié 1 ml de oleorresina
en 125 cm® de agua y se incorpord por aspersion en el alimento (Figura 19).
Posteriormente, el alimento preparado se sec6 al ambiente por un periodo de 24 horas
protegiéndolo de la luz con papel carton (Figura 20). Finalmente, se empacd en recipientes
plasticos nuevos protegidos de la luz solar (Figura 21).
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Figura 20. Secado de las dietas experimentales.

Figura 21. Empacado del alimento balanceado seco.
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La adicion de los probidticos al alimento fue similar al de la oleorresina. Para este caso se
peso el alimento a suministrar, utilizando la bascula descrita anteriormente, se peso también
la cantidad de probioticos a incorporar en el alimento en una proporcion de un gramo por
kg de alimento balanceado (Figura 22). Terminada esta actividad, se prosiguié con la
adicion de los probio6ticos al alimento; para ello se disolvié un gramo de los probidticos en
125 cm® de agua por cada kg de alimento. Posteriormente, se dejé secar a temperatura

ambiente por 24 horas y finalmente el alimento fue empacado.

El alimento en el que se agregd los probidticos mas la oleorresina, se disolvié 1 g de
probiéticos més un 1ml de oleorresina en 125 cm?® de agua por cada kg de alimento y el

proceso fue similar al descrito anteriormente.

6.7.5 Programa de la alimentacion.

El alimento se suministr6 de acuerdo a la biomasa semanal contenida en cada estanque.
Para calcular el porcentaje de alimentacion a suministrar, se tomaron muestras de tres peces
por estanque, posteriormente se determind el promedio y se multiplicé por el nimero
existente de truchas en el estanque. Determinada la biomasa se suministrd el alimento
basado en el 1.5 de la misma. En la Tabla 5 se presenta la cantidad de alimento
suministrado diario y semanal, de acuerdo al incremento de peso total individual ganado

por semana.

Figura 22. Peso de los probi6ticos para ser adicionados al
alimento balanceado.
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6.8 Evaluacion del comportamiento de los pardmetros del desempefio del crecimiento.

En todos los tratamientos a los cero, 22 y 45 dias del experimento, se registraron en forma
individual el peso total (PT, g) y la longitud total (LT cm). Para el PT se utilizé una bascula
granataria marca Tulplus con una precision de 1g a 2 kg y para la valoracion de la LT se

utilizé un ictiometro graduado de 0 a 32 cm.

Previo a realizar los biométricos, las truchas se dejaron de alimentar 24 horas.
Posteriormente, se bajé el nivel de agua de cada uno de los estanques (Figura 23). Antes de
realizar esta maniobra se dispuso una tina de plastico reforzada de 600 litros de capacidad,
que fue llenada con agua de los mismos estanques para evitar el estrés. En la tina se coloco
un aireador con el fin de garantizar una plena oxigenacion en el medio y también se
adiciond sal de grano, libre de iodo a razon de 0.5 g por cada litro de agua, como medida
profilactica y anestésica. Se monitorearon continuamente los niveles de oxigeno hasta
terminar esta actividad (Figura 24). Los peces fueron pesados y medidos uno por uno
(Figuras 25 y 26).
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Tabla 5. Programa de alimentacién durante el tiempo experimental.

Tratamientos AB AB+P AB+C AB+P+C
Alimento Alimento  Alimento PT  Alimento  Alimento PT Alimento  Alimento
Semanas PT (g) Alimento (g/dia) (g/semana) PT (g) (g/dia)  (g/semana) () (g/dia) (g/semana)  (9) (g/dia) (g/semana)
0 191 57.2 400.6 190 57.0 401.0 196 58.0 404.0 193 57.0 402.0
1 206 58.9 412.0 217 65.0 456.0 245 93.0 650.0 238 98.0 688.0
2 215 61.1 428.0 230 85.0 592.9 271 97.0 682.0 285 105.0 737.0
3 227 82.7 579.0 242 97.0 677.0 296 98.0 689.0 295 100.0 702.0
4 284 110.7 775.0 290 113.0 793.0 341 102.0 716.0 330 103.0 721.0
5 340 144.7 1,013.0 336 203.0 1,420.0 376 207.0 1,447.0 380 197.0 1,380.0
6 358 390 411 414
Total Alimento (g) 3,607.6 Total Alimento (g) 4,340.0 Total Alimento () 4,588.0 Total Alimento (g) 4,630.0
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Figura 24. Tina para albergar los peces antes del registro
de peso y longitud total.

_ : . — N .
Figura 25. Registro del peso total.
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Figura 26. Registro de longitud total.

Los datos de peso total (PT) y longitud total (LT) fueron utilizados para el célculo del
factor conversion de alimento (FCA), la tasa especifica de crecimiento (TEC) y el factor de
condicion (K), de acuerdo a Le Cren, (1951), Noeske y Spieler, (1984), Gulland, (1971),
Da Costa y Gerson, (2003), Ingle Mora y col., (2006); Yanar y col., (2007), Teimouri y
col., (2013) y Saez y col., (2014), utilizando las formulas siguientes:

a) Factor de conversion del alimento: FCA = alimento seco total consumido (g)/ biomasa

total obtenida al final del experimento (g).

b) Tasa especifica de crecimiento TEC= Logaritmo de peso final menos logaritmo de peso

inicial/nimero de dias multiplicado por 100.

¢) Factor de condicion: K= Peso del pez en (g)/Longitud del pez® (cm).

6.9 Contenido total de carotenoides en el filete de la trucha.

Los analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de Centro de Ciencias
Bésicas de la UAA. Se tomaron cuatro truchas por cada tratamiento experimental. Se
utiliz6 el método estandarizado por Lee y Lee (2008). En principio se pes6 una muestra de

10 g del filete de trucha (Figura 27) y se coloc6 en una mezcla previa de 10 ml de acetona y
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10 ml de metanol en una proporcion 1:1 (v/v) (Figura 28). La mezcla se agitd
continuamente por 30 minutos hasta obtener una completa aclaracion del filete. EI extracto
fue reunido y mezclado con 20 ml de éter de petréleo en un embudo separador de 250 ml
(Figura 29). Se adicion6 agua destilada para permitir la separacion de dos capas, la capa
superior fue colectada en un balén donde se dejé evaporar a temperatura ambiente.
Posteriormente, el residuo se colectd en 5 ml de éter de petroleo y se leyo la muestra a 450

nm de absorbancia en un espectrofotometro marca Cintra 10Y (Figura 30).

Figura 27. Peso de la muestra del filete de trucha.

La cantidad de carotenoides totales fue calculada utilizando el coeficiente de extincion
Elcm = 2,500 para carotenoides totales en éter de petréleo. Con los datos obtenidos en la
lectura del espectrofotémetro se utiliz6 la siguiente formula para determinar la cantidad

existente de carotenoides totales.

A x Volimen final (ml) x 10*

(A1 cm—1) x peso de la muestra (g)

mg/kg =
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Doénde :
A= Absorbancia a 450 nm.
Volumen final = volumen en mililitros de la solucion antes de la lectura.

A 1 cm-1 = Coeficiente de absorcion de b caroteno en éter de petréleo = 2.592.

Peso de la muestra en g.

Figura 28. Adicion de metanol y acetona proporcion 1:1.

Figura 29. Recuperacion de la muestra en éter de petréleo.
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Figura 30. Lectura de las muestra a 450 nm de absorbancia.

6.10 Evaluacioén cuantitativa del color del filete.

Para la evaluacién cuantitativa del color del filete, se utilizé el analizador portatil de color
por reflectancia de superficie marca Minolta Croma meter 11 modelo CR-200 (Figura 31).
Este equipo basa su determinacién en el tri-estimulo representado por los valores primarios
de color. La informacion del espectro se representa en cinco componentes L*, a*, b*, C*y
H°*; donde L* es la luminosidad, a* la cromaticidad de los pigmentos rojos y verdes, b*
dimensiona la cromaticidad de los pigmentos azules y amarillos, C* la cromaticidad y H°*
el tono. La medicion de los parametros de color se realizd en tres sitios de la superficie del
filete con tres repeticiones (Figura 32). Las diferencias de color se obtuvieron usando las
coordenadas de color L*, a* y b* (CIE, 1976) mediante la siguiente ecuacion:

AE* ab =+ (A L*)2 + (A a%)% + (A b*)?

Se utiliz6 como estandar los valores obtenidos en la dieta control, para posteriormente
calcular la diferencia en color con relacion al color obtenido en los diferentes tratamientos.
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Figura 31. Analizador portéatil de color muscular.

Figura 32. Captura de los valores del color en tres partes del filete.

6.11 Evaluacion de los parametros hematol6gicos y bioquimicos en las dietas

experimentales.

A las 0 y 45 dias se muestrearon cuatro truchas por cada estanque para estimar los
parametros hematolégicos y bioquimicos. Las truchas fueron anestesiadas con esencia de
clavo en una cantidad de 25 mg/L (Kanani, 2013). Las muestras de sangre de cada pez

fueron colectadas por puncién cardiaca, usando una jeringa de 3 ml. Con ella se extrajo 1.5
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ml de sangre que se dividio en dos alicuotas; la primer alicuota fue usada para la
determinacion del cuadro hematico (hematocrito, eritrocitos, leucocitos y plaquetas), y la
sangre fue depositada en tubos plasticos vacutainer de 2 ml de capacidad con sales de
EDTA como anti-coagulante. La segunda alicuota sin EDTA, fue utilizada para medir los

pardmetros bioquimicos. En ambos casos los tubos fueron debidamente rotulados.

6.11.1. Andlisis hematoldgicos.

Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de Fisiologia Animal del Centro de
Ciencias Agropecuarias, de la UAA. El recuento de eritrocitos y leucocitos se efectud por
medio de una cdmara Neubauer. Previamente, se preparé una solucion azul de metileno y
suero fisiologico en proporcidn 1:9 respectivamente. Para la disolucion de la sangre y la
solucion anterior se utilizd la pipeta hematocimétrica (Figura 33). Los resultados obtenidos
se expresaron en cél. x 10%/uL para eritrocitos y cél. x 10% pL para leucocitos. Con un
microscopio, utilizando un lente de 40X se leyeron los cinco cuadros (cuadros de las
esquinas y cuadro central) del reticulo central de la cadmara de Neubauer para los glébulos
rojos y para los leucocitos se leyeron todos los cuadros del reticulo central. Para el calculo
de trombocitos por pL, se consideré el nimero de trombocitos contados por la disolucion
para este caso 200 por 10. Para el recuento se emple6 un contador hemaético lote 04-4554-
54-00001. EI conteo se efectud en la camara de Neubauer (Figura 34).
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Figura 33. Micropipeta para disolucion de sangre en la solucion de azul de
metileno y suero fisiolégico.

Figura 34. Observacion en la cAmara Neubauer.

6.11.2 Hematocrito.

Para la determinacion del hematocrito se utilizaron tubos capilares. Una vez absorbida la
sangre se llevaron a una micro-centrifuga para hematocrito, marca LW (Scientific Inc.
modelo LWS-M24 de 12.000 R.P.M/8P.L.). El tiempo empleado en la centrifugacion para

la muestra en estudio fue de 3 minutos. Finalizado este tiempo, se retiraron los capilares y
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utilizando el disco para hematocrito, se determind la cantidad existente de este parametro
hematoldgico valorada en porcentaje (Figura 35).

Figura 35. Lectura del porcentaje de hematocrito.

6.11.3 Analisis bioquimicos.

Se analizaron los siguientes parametros: a) Proteinas totales (PT), basado en el método de
Burtis y col., (1999) en medio alcalino. Se utilizé un kit comercial (PROTEIN TOTAL
marca Spinreact. Ref.: 1001290; R: 2 x 50 ml., CAL: 1 x 2 ml.), siguiendo las indicaciones
del inserto del proveedor. Las muestras una vez procesadas se analizaron en un
espectrofotometro (Marca Bayer modelo Analyzer Chemistry RA-50 hecho en Alemania)
con una longitud de onda de 540 nm vy los valores registrados se expresaron en g/dL; b)
Albimina (ALB), por el método de combinacién de la albumina con el verde de
bromocresol a un pH ligeramente acido (Gendler y Kaplan, 1984). Para esta prueba se
utilizé un kit comercial de Albumina (ALBUMIN marca Spinreact. Ref.: 1001020; R: 2 x
250 ml, CAL: 1 x 5 ml) y se siguieron las indicaciones del inserto del proveedor. Las
muestras se analizaron con un espectrofotometro (Marca Bayer modelo Analyzer
Chemistry RA-50 hecho en Alemania) con una longitud de onda de 630 nm; los valores
registrados fueron expresados en g/dL; c) La aspartato amino transferasa (AST) fue

registrada por el principio que cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del
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aspartato al cetoglutarato con la formacién de glutamato y oxaloacetato segun el protocolo
de Murray, (1984). Para esta valoracion se utilizé un kit comercial para la determinacién de
aspartato aminotransferasa (AST/GOT marca Spinreact; Ref.: 1001161; 10 x 15 ml); se
disolvié una tableta de R2 sustrato en 15 ml de R1 y se siguieron las indicaciones del
inserto del proveedor. Las muestras se analizaron con un espectrofotdmetro marca Bayer
modelo Analyzer Chemistry RA-50 hecho en Alemania, a una longitud de onda de 340 nm
y los valores registrados fueron expresados en U/L y d) La alanino aminotransferasa (ALT),
fue registrada a partir del principio que cataliza la transferencia reversible de un grupo
amino de la alanino al a-cetoglutarato con formacion de glutamato y piruvato de acuerdo
con la técnica propuesta por Murray, (1984). Se utilizd6 un kit comercial para la
determinacion de la alanina aminotransferasa (ALT/GPT marca Spinreact; Ref.: 1001171,
10 x 15 ml); se disolvié una tableta de R2 sustrato en 15 ml de R1 y se siguieron las
indicaciones del inserto del proveedor. Las muestras se analizaron con un
espectrofotometro marca Bayer modelo Analyzer Chemistry RA-50 hecho en Alemania, a

una longitud de onda de 340 nm y los valores registrados fueron expresados en U/L.

6.12 Evaluacion de la capacidad de respuesta de trucha fase de engorde ante las
pruebas de desafio en las distintas dietas experimentales.

A los 45 dias del ensayo, cuatro peces de cada tratamiento incluyendo el control, se
sometieron a una prueba de desafio térmico. Los peces fueron seleccionados al azar en cada
tratamiento y fueron trasladados a un estanque de geomembrana y base de hierro, con
dimensiones 0.5 m x 2.0 m x 0.80 de profundidad (Figura 36).

La temperatura inicial promedio fue de 24.5 °C y el contenido de oxigeno disuelto de 5
mg/L. La temperatura fue incrementada con la ayuda de tres termostatos automaticos de
200 watts marca BIOPRO. El monitoreo de la toma de temperatura y del oxigeno disuelto
en el agua se realiz6 cada 15 minutos e igualmente, se registré el momento exacto en el que

murio6 cada uno de los cuatro animales por tratamiento (Figura 37).
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Figura 37. Registro del momento de la muerte de la trucha arco iris.
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7. RESULTADOS

7.1 Pruebas de homocedasticidad de varianzas.

La prueba de varianzas de los cuatro estanques para cada variable y en cada fecha se realizé
aplicando la prueba de Levene (1960). En general se cumple el supuesto de homogeneidad
de varianzas para todas las variables de crecimiento, bioquimicas y hematolégicas. Solo
una variable, el hematocrito, no cumple con el supuesto de varianzas homogéneas (Anexo
A). Por lo tanto, se procedié a analizar los datos de los cuatro estanques como un solo
experimento aplicando la prueba de ANDEVA y las pruebas de comparacion de medias de

Tukey.

7.2 Parametros del desempefio del crecimiento.

Los resultados del andlisis de varianza (ANDEVA) de los pardmetros de desempefio del
crecimiento indicaron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05), entre los
tratamientos, los dias (0 y 45) y la interaccion tratamientos vs. dias en las variables de peso

total (PT g), longitud total (LT cm) y factor de condicion (K) (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del ANDEVA de los pardmetros del desempefio del crecimiento.

Longitud total (cm) Peso total (g) K
F.V GL CM Fc P CM Fc P CM Fc P
Tratamientos 3 33.2 345 0.000* 24795 64.16 0.000* 0.0107 1.54 0.205NS
Dias 2 849.5 883.2 0.000* 806972 2088.02 0.000* 0.1137 16.33 0.000*
Trat*Dias 6 36 38 0.001* 6742 17.44 0.000~ 0.0249 3.58 0.002*
Error 228 1 386 0.007
Total 239

FV =Fuentes de variacion. GL = Grados de libertad. CM =Suma de Cuadrados medios.
Fc =Factor calculado. P = Significancia. K = Factor de condicién de Fulton.

Como existieron diferencias estadisticas significativas (P< 0.05) entre las medias de los

tratamientos, dias de cultivo y tratamiento vs. dias, se realizo la prueba de comparacion
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multiple Tukey de HDS a los 45 dias en cada una de las variables que se presenta a

continuacion.

7.2.1 Longitud total (LT, cm).

Para la variable de LT, la prueba de Tukey indicé que el promedio de LT en los
tratamientos experimentales se agrupé en tres valores de la media. Los tratamientos AB y
AB+P formaron un grupo; AB+P y AB+P+C formaron otro y finalmente AB+P+C y AB +
C otro (Tabla 7).

Tabla 7. Prueba de Tukey para la variable LT (cm).

Prueba de Tukey
Variable: LT (cm); Dia: 45; Alfa = 0.05

] Promedio de la
Tratamiento . 1 2 3
Longitud total (cm).

AB 31.50 a

AB+P 32.29 a b
AB+C+P 32.97 b ¢
AB+C 33.67 G

Medias precedidas de la misma letra no presentan diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

A los 45 dias de la experimentacion, la LT de los peces de las dietas (AB y AB+P; 31.50 y
32.29 cm) fue superada por las dietas suplementadas con y carotenoides AB+P y AB+C+P
(32.29 y 32.97 cm) y finalmente las dietas AB+C+P y AB+C (32.97 y 33.67) fueron las que

alcanzaron una mayor LT.

7.2.2 Peso total (PT, g).

La prueba de Tukey para la variable de PT a los 45 dias de la investigacion, mostro la
formacion de dos grupos de los valores de la media. En el primer grupo aparecio la dieta
control AB y en el segundo las otras dietas. Existe un comportamiento similar entre los
tratamientos evaluados pero si se presentan diferencias estadisticamente significativas en

cuanto al tratamiento control (AB) (Tabla 8).
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Tabla 8. Prueba de Tukey para la variable peso total (g).

Prueba de Tukey
Peso Total (g); Dia: 45; Alfa=0.05

] Promedio del
Tratamiento
peso total (g)

AB 358.4 b
AB+P 390.6 a
AB+C+P 411.8 a
AB+C 414.9 a

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.2.3 Factor de condicion (K).
Los resultados de la prueba de Tukey indicaron que a los 45 dias de experimentacion las
dietas experimentales no presentaron diferencias estadisticas significativas en el factor de
condicion (P> 0.05) (Tabla 9).

Tabla 9. Prueba de Tukey para la variable
Factor de Condicion.

Prueba de Tukey
Factor de condicion; Dia: 45; Alfa=0.05

Tratamiento Media 1
AB 1.15 a
AB+P 1.16 a
AB+C+P 1.16 a
AB+C 1.19 a

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).
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7.2.4 Incremento de peso total (IPT, g).

Como se observa en la tabla 10, la mayor ganancia de peso total diario por tratamiento se
obtuvo en el tratamiento experimental AB+P+C con 4.92 g/dia, continuando con el
tratamiento AB+C con 4.80 g/dia y AB+P con 4.43 g/dia, con diferencias estadisticamente

significativas con relacion al tratamiento control.

Tabla 10. Incremento de peso diario (IPD).

Parametros Tratamientos
AB AB+P AB+C AB+P+C
190.9% 191.3* 195.7°2 193.4°

Peso inicial (g).

358.4° 390.6° 411.8%  414.9%
Peso final (Q).

Incremento de peso diario (g) 3.72° 4.43* 4.80° 4.92°

Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).

7.2.5 Factor de conversién alimenticio (FCA).

En la tabla 11 se muestra la cantidad total del alimento suministrado a cada uno de los
tratamientos de acuerdo con la biomasa existente. El tratamiento control (AB) presento
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un FCA de 1.44 lo que
indicé que se necesitd una mayor cantidad de alimento para producir un kg de peso de
carne. Los tratamientos AB+P, AB+C, y AB+P+C presentaron una respuesta superior al
control, estas conversiones van desde 1.30 a 1.06.

Tabla 11. Factor de conversion alimenticio (FCA).

Parémetros Tratamientos

AB AB+P AB+C AB+P+C
Total de alimento suministrado (kg). 3.61 4.34 458 4.63
Ganancia de peso total (kg). 2.49° 3.44% 4.32° 4.19°%
FCA 1.44° 1.30* 1.06° 1.10°

Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).
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7.2.6 Tasa especifica de crecimiento.

Todos los tratamientos presentaron una tasa especifica de crecimiento superior al 1.4 %/dia
de ganancia peso, pero el tratamiento que respondié mejor a la dieta experimental
suministrada fue el tratamiento AB+P+C que alcanzo un valor de 1.70 %/ dia de ganancia
de peso (Tabla 12).

Tabla 12. Tasa especifica de crecimiento (TEC).

Paréametros Tratamientos
AB AB+P AB+C AB+P+C
Peso total inicial (g). 190.9% 191.29% 195.75% 193.35°

Peso total final (g). 358.4° 390.59% 411.83* 414.93°

TEC ( g/dia) 1.40° 159* 1.65% 1.70°

Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).

7.2.7 Sobrevivencia.

La mejor sobrevivencia fue obtenida en el tratamiento experimental AB+C con el 100% al
finalizar el periodo de experimentacion de 45 dias. Por el contrario, los peces con menor
sobrevivencia fueron los del tratamiento AB donde se registré una sobrevivencia final del
70%. Se registraron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) entre los

tratamientos experimentales (Tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje de sobrevivencia (%).

Parédmetro Tratamientos

AB AB+P AB+C AB+P+C
Ndmero inicial de peces. 20 20 20 20
Numero final de peces. 14 17 20 18
Sobrevivencia (%) 70° 85"  100° 90°

Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).
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7.2.8 Consolidado de los parametros de desempefio del crecimiento.

El aporte de las dietas experimentales con carotenoides presentd el mejor desempefio del
crecimiento, e igualmente se observd un sinergismo entre las dietas que incluyeron los
carotenoides y los probioticos, donde la respuesta es estadisticamente similar al

suplementar con solo carotenoides o bien carotenoides y probioticos (Tabla 14).

7.3 Comportamiento de los parametros hematologicos.

El ANDEVA aplicado a las variables de los pardmetros hematologicos, indicé que el
hematocrito, los eritrocitos, los leucocitos y los trombocitos, presentaron diferencias

estadisticas significativas (P< 0.05) entre las dietas experimentales, el tiempo y la relacion

tratamiento vs. tiempo (Tabla 15).
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La prueba de Tukey de comparacion de las medias arrojé los siguientes resultados para
cada una de las variables evaluadas .

Tabla 14. Resultados del ANDEVA de los parametros del desempefio del crecimiento.

Parédmetros Tratamientos
AB AB+P AB+C AB+P+C

Media + EE Media £ EE Media+ EE Mediat EE
Peso inicial (g). 190.9%+ 1.4 191.3*+1.37 195.7**1.6 193.3%+1.8
Peso final (g). 358.4°+4.98 390.6%+4.73 411.8°+3.86 414.93%+11.05
Ganancia diaria de peso (g/dia). 3.7° 4.4° 4.8° 49°
Longitud total inicial (cm). 25.58%+0.13 26.12%+0.16 26.33*+0.17 26.25%+0.18
Longitud total final (cm). 31.5%0.17 32.29%+0.19 33.68°+0.36 32.97°+0.34
Ganancia diaria de longitud total
(mm/dfa). 1.32° 1.37%® 1.63" 1.49°¢
Factor de condicion. 1.15%+0.20 1.16+0.02 1.12%+0.03 1.15%+0.02
Factor de conversion alimenticia. 1.44° 1.30°% 1.06% 1.12°%
Tasa especifica de crecimiento
(%l/dia). 1.40° 1.59° 1.65° 1.70°
Sobrevivencia (%). 70° 85" 100° 90"

EE = Error estandar. Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).

Tabla 15. ANDEVA para los parametros hematoldgicos.

Hematocrito Eritrocitos Leucocitos Trombocitos
(%) (cel. x 10%/pL) (cel. x 10%/pL) (cél. /pL).
FV GL CM Fc S CM Fc P CM Fc P CM Fc S
Tratamiento 3 43.58 11.0 0.00* 0.132 30.07 0.00* 0.508 5.67 0.00* 1.106.67 5.39 0.00*
Tiempo
(dics) 1 105.1 26.6 0.00* 129.20 293.4 0.00* 0.661 7.38 0.01* 9.245.00 45.0 0.00*
Trat.*Tiempo 3 17.71 4.47 0.01* 0.106 24.13 0.00* 0.314 3.51 0.03* 2.075.00 10.1 0.00*
Error 24 3.96 0.004 0.089 2.054.17
Total 31

FV =Fuentes de variacion. GL = Grados de libertad. CM =Suma de Cuadrados medios. Fc =Factor
calculado. S = Significancia.

87



7.3.1 Hematocrito.

Como se observa en la tabla 16, a los 45 dias de la experimentacion el porcentaje de
hematocrito de los peces de la dieta control (3.25%) fue superada por las dietas
suplementadas con probioticos y carotenoides, por lo tanto el suministro de carotenoides
(AB+C: 3.92%) o combinado con (AB+C+P: 4.12%) incrementd el porcentaje del
hematocrito en las truchas en la fase de engorde, con una diferencia estadisticamente
significativa (P< 0.05).

Tabla 16. Prueba de Tukey para la variable hematocrito.

Prueba de Tukey.

Hematocrito (%); Dias: 0y 45; Alfa = 0.05
Tratamiento Dias Media 1 2 3
AB 45 325 a
AB 0 325 a
AB+P 0 3.35 a
AB+C+P 0 342 a
AB+C 0 345 a
AB+P 45 3.62 a b
AB+C 45 3.92 b ¢
AB+C+P 45 4.12 c

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.3.2 Eritrocitos.
La cantidad de eritrocitos se increment6 con el transcurso de los dias y sobre todo cuando
se adiciond a la dieta carotenoides, pero el efecto fue mayor al incluir dentro de la misma

dieta carotenoides y probi6ticos con una diferencia significativa (P< 0.05) (Tabla 17).

7.3.3 Leucocitos.

El efecto fue notorio en las dietas en donde se suministrd carotenoides (AB+C) o
carotenoides y probiotico (AB+C+P). A los 45 dias se observo un incremento del nimero
de leucocitos con una diferencia significativa (P< 0.05) (Tabla 18).
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7.3.4 Trombocitos.

A los 45 dias el nimero de trombocitos se increment6 en la dieta que incluyé carotenoides
y probioticos (AB+C+P), con diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) con
respecto a los otros tratamientos (Tabla 19).

Tabla 17. Prueba de Tukey para la variable eritrocitos.

Prueba de Tukey
Eritrocitos (x10°cél/pL); Dia: 0y 45; Alfa = 0.05
Trat Tiempo (dias) Media 1 2 3 4 5

AB+C 0 1.00 a

AB 0 111 a b

AB+P 0 112 a b
AB+C+P 0 117 a b

AB 45 1.24 b

AB+P 45 1.42 c
AB+C 45 1.62 d
AB+C+P 45 1.79 e

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

Tabla 18. Prueba de Tukey para la variable leucocitos.

Prueba de Tukey
Leucocitos (x10°cél./uL); Dias: 0 y 45; Alfa = 0.05
Tratamiento Tiempo (Dias) Media 1 2
AB 0 225 a
AB 45 233 a
AB+P 0 238 a
AB+P 45 240 a
AB+C+P 0 243 a
AB+C 0 248 a
AB+C 45 265 a b
AB+C+P 45 3.30 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).
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Tabla 19. Prueba de Tukey para la variable trombocitos.

Prueba de Tukey

Trombocitos (cél/pL); Dias:0y 45 ; Alfa = 0.050

Tratamiento  Tjempo (dias) Media 1 2

AB+C+P 0 11,775 a
AB+P 0 11,950 a
AB 0 12,750 a
AB+C 0 12,150 a
AB 45 12,575 a
AB+P 45 12,600 a
AB+C 45 12,700 a
AB+C+P 45 14,375 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

El ANDEVA mostré que los parametros hematoldgicos evaluados, indican el aporte
positivo de los carotenoides para el buen desempefio de la dieta experimental tal como se

muestra en la tabla 20.
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Tabla 20. Consolidado de los pardmetros hematol6gicos.

Parametros Tratamientos
AB AB+P AB+C AB+P+C

Media = EE Media £ EE Media = EE Media = EE
Hematocrito (%). 32.5%+1.44 36.25"+£0.47  39.25™+094  41.25°x1.11
Eritrocitos (x10° cél./uL). 1.24+0.036" 1.41°+0.02 1.629+0.01 1.79°+0.03
Leucocitos (x10*

2.32%+0.08 2.4%+0.40 2.65% +0.03 3.30°+ 0.06
cél./uL).
Trombocitos (cél./ uL). 12,575.0°+62.91  12,600.0°+40.82 12,700.0* +40.82 14,375.0°+ 75

EE = Error estandar. Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglon no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).

7.4 Comportamiento de los parametros bioguimicos.

El ANDEVA para las variables de los pardmetros bioquimicos: proteina, AST, ALT y
albumina (AL), sefial6o diferencias estadisticamente significativas entre las dietas a
excepcion de la variable AST que no presento diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 21).

Tabla 21. ANDEVA de los parametros bioquimicos.

Proteina g/DlI AST U/L ALT U/L ALBUMINA g/dI

FV GL CM Fc S CM Fc P CM Fc P CM Fc S
Tratamientos 3 19.72 25.34 0.00* 2,315.5 0.3506 0.78 233.71 40.22 0.018* 0.49115 64.150 0.002*
Tiempo (dias) 1 6213 79.84 0.00* 11,400.5 17.264 0.20 364.50 62.73 0.019* 132.031 172.449 0.000*

Trat*Tiempo
3 16.25 20.88 0.00* 3,637.7 0.5509 0.65 260.25 44.79 0.012* 0.31365 40.966 0.017*

(dias)
Error 24 0.08 6,603.6 58.10 0.07656
Total 31

FV =Fuentes de variacion. GL = Grados de libertad. CM =Suma de Cuadrados medios.
Fc =Factor calculado. S = Significancia.

La comparacion de las medias mdltiples utilizando la prueba de Tukey, arrojo los

siguientes resultados para cada una de las variables evaluadas.
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7.4.1 Proteinas totales.

A los 45 dias la cantidad de proteina total en la sangre se incrementd al suministrar en la
dieta carotenoides y probioticos (AB+C+P) con una diferencia significativa (P< 0.05)
(Tabla 22).

7.4.2 Aspartato aminotransferasa (AST).
Segun el analisis de la comparacion multiple de Tukey, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre las dietas con respecto a la variable AST. La cantidad

de AST es similar en todas las dietas durante el tiempo experimental (Tabla 23).

Tabla 22. Prueba de Tukey para la variable proteinas totales.

Prueba de Tukey
Proteinas totales (g/dL); Dias: 0y 45; Alfa = 0.05

Tratamientos Tiempo (dias) Media 1 2 3 4

AB 45 310 a

AB 0 317 a
AB+C+P 0 327 ab
AB+P 0 330 ab
AB+C 0 342 a b
AB+P 45 3.87 b c
AB+C 45 4.37 c
AB+C+P 45 5.35 d

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

92



Tabla 23. Prueba de Tukey para la variable

Aspartato aminotransferasa (AST).

Prueba de Tukey
Variable AST (U/L); Dias: 0y 45; Alfa =0.05
Tratamiento Tiempo (dias) Media 1
AB+C+P 45 11475 a
AB+C 45 148.00 a
AB 0 164.75 a
AB+C 0 168.25 a
AB+P 45 170.50 a
AB 45 174.00 a
AB+C+P 0 205.50 a
AB+P 0 219.75 a

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.4.3 Alanino aminotransferasa (ALT).
En la tabla 24 se muestran las diferencias estadisticas significativas entre las medias de la
viariable ALT. A los 45 dias del experimento el tratamiento que present6 la menor cantidad

de esta enzima fue (AB+C+P).
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Tabla 24. Prueba de Tukey para la variable Alanino
aminotransferasa (ALT).

Prueba de Tukey
Variable ALT (U/L); Dia: 0y 45; Alfa=0.05
Tratamiento Tiempo (dias) Media 1 2 3

AB+C+P 45 118 a
AB+C 45 133 a b
AB+C 0 228 a b c
AB+P 0 278 a b c
AB 0 283 a b c
AB+P 45 295 a b c
AB 45 3.08 b c

AB+C+P 0 3.35 c

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).
7.4.4 Albdmina.

A los 45 dias la cantidad de albumina se incremento en las dietas AB+C+P y AB + C, con
diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) con respecto a las otras dietas

experimentales (Tabla 25).
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El consolidado de parametros bioquimicos se presenta en la tabla 26.

Tabla 25. Prueba de Tukey para la variable Albdmina.

Prueba de Tukey
Albimina (g/dL); Dias: 0y 45; Alfa = 0.05

Tratamiento Tiempo (dias) Media 1 2

AB 0 115 a
AB+C 0 120 a
AB 45 128 a
AB+C+P 0 135 a
AB+P 0 135 a
AB+P 45 140 a
AB+C 45 175 a b
AB+C+P 45 2.25 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

Tabla 26. Consolidado de los parametros bioguimicos.

Parametros Tratamientos
AB AB+P AB+C AB+P+C
Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE
Proteina (g/dL).  3.10°+0.10  3.87™+0.14  4.37°+0.23 5.35%+0.125
AST (U/L). 174.0*+36.71 170.50%+56.06 148.00%+ 18.76 114.75%+24.13
ALT (U/L). 30.75™+2.93 295% + 466 13.25®+295 11.75%+2.01
Albimina (g/dL). 1.28°+0.04  1.40%°+0.04  1.75®+0.11  2.25°+0.06

EE = Error estandar. Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).

7.5 Parametros de color y contenido total de carotenoides.

7.5.1 Parémetros de color.

Los resultados del andlisis de varianza (ANDEVA) de la evaluacion cuantitativa del color
sefialan que se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05), entre los
tratamientos, los dias y la interaccion de las dos variables (tratamientos y dias), en las

variables cromaticidad color rojo (a*), cromaticidad color amarillo (b*), tono (H°*) y
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croma (C*). Por el contario la variable luminosidad (L*) no present6 diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los tratamientos experimentales (Tabla 27).

Como existieron diferencias estadisticas significativas (P< 0.05) entre las medias de los
tratamientos, dias de cultivo y tratamiento vs dias, se realiz6 la prueba de comparacion

multiple Tukey a los 45 dias, en cada una de las variables que se presenta a continuacion.

7.5.1.1 Luminosidad (L*)
Para la variable Luminosidad, la prueba de Tukey indicé que el promedio de L no present6
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tabla 28).

7.5.1.2 Rojo (a*).

La prueba de Tukey para la variable (a*) a los 45 dias de la investigacion, mostro la
formacion de dos grupos de los valores de la media. En el primer grupo aparecio la dieta
AB y AB+P, en el sequndo AB+C y AB+C+P (Tabla 29).

7.5.1.3 Amarillo (b*).

La prueba de Tukey para la variable (b*) a los 45 dias de la investigacion, mostro la
formacion de dos grupos de los valores de la media. En el primer grupo aparecio la dieta
ABy AB+P, en el segundo AB+C y AB+C+P (Tabla 30).
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Tabla 27. Resultados del ANDEVA de la evaluacion cuantitativa del color.

Luminosidad (L*) Rojo (a*) Amarillo (b*) Tono (H**) Croma (C*)
Variables GL CM Fc S CM Fc S CM Fc S CM Fc S CM Fc S
Tratamientos 3 10.67 1.45 0.2523 49.09 33.83 0.000 3.24 14.43 0.000 45.706 44.043 0.000 509.05 22.651 0.000
Dias 1 874 119 0.2861 224.94 155.03 0.000 17.42 77.61 0.000 193.803 186.750 0.000 1710.69 76.121 0.000
Trat*dias 3 242 0.33 0.8043 64.30 4431 0.000 2.45 10.93 0.000 48.176 46.423 0.000 576.74 25.663 0.000
Error 24 734 1.45 0.22 1.038 22.47 0.2246
Total 31

FV =Fuentes de variacién. GL = Grados de libertad. CM =Suma de Cuadrados medios. Fc =Factor calculado. S = Significancia.
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Tabla 28. Prueba de Tukey para la variable Luminosidad (L*).

Prueba de Tukey. Variable Luminosidad (L*)

Dia: 45 ; Alfa =0.05

Tratamiento Media 1
AB 58.10 a
AB+P 55.50 a
AB+C+P 55.09 a
AB+C 54.65 a

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

Tabla 29. Prueba de Tukey para la variable rojo (a*).

Prueba de Tukey. Variable Rojo (a*)

Dia: 45 ; Alfa =0.05

Tratamiento Media 1 2
AB 2.76 a
AB+P 3.11 a
AB+C+P 12.27 b
AB+C 11.93 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).
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Tabla 30. Prueba de Tukey para la variable amarillo (b*).

Prueba de Tukey. Variable Amarillo (b*).

Dia: 45; Alfa = 0.05

Tratamiento Media 1 2
AB 4.54 a
AB+P 4.69 a
AB+C+P 6.84 b
AB+C 6.44 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.5.1.4 Croma (C*).

La prueba de Tukey para la variable (C*) a los 45 dias de la investigacion, mostré la
formacion de dos grupos de los valores de la media. En el primer grupo aparecio la dieta
control AB y AB+P, en el segundo las dietas AB+C+P y AB+C (Tabla 31).

7.5.1.5 Tono (H%*).

La prueba de Tukey para la variable tono a los 45 dias de la investigacion, mostré la
formacion de dos grupos de los valores de la media. En el primer grupo aparecio la dieta
AB y AB+P, en el segundo AB+C y AB+C+P (Tabla 32).
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Tabla 31. Prueba de Tukey para la variable croma (C*).

Prueba de Tukey. Variable croma (C*)

Dia: 45; Alfa = 0.05

Tratamiento Media 1 2
AB 5.32 a
AB+P 5.66 a
AB+C+P 13.61 b
AB+C 14.10 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

Tabla 32. Prueba de Tukey para la variable tono (H*).

Prueba de Tukey. Variable Tono

Dia: 45; Alfa = 0.05

Tratamiento Media 1 2
AB 59.55 a
AB+P 56.60 a
AB+C+P 30.66 b
AB+C 29.08 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.5.1.6 Andlisis de correlacion entre las cuatro variables de color.

Se presentd una correlacion positiva estrecha entre las variables a* con b* y C*, de igual
manera la variable b* present6 una correlacion positiva con las variables a* y C*. Ademas,
se registré una correlacion negativa entre la variable H°* con las variables b*, a* y C*. Los
resultados demostraron los filetes de la trucha arco iris a los 45 dias de la experimentacion
presentaron una coloracion amarilla-rojiza en los tratamientos AB+C+P y AB+C (Tabla
33).
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7.5.1.7 Diferencia de color.
La diferencia mas alta en el cambio de color se present6 al comparar el control con el
tratamiento AB+P+C (Tabla 34).

Tabla 33 Andlisis de correlacion de Pearson entre las cuatro variables.

p = nivel de significancia **.

L* (@) (b*) (C*) (H™)
(L*)  1.00 00391  -0.0519 0.0459  0.0450
p=--  p=0.832 p=0.778 p=0.803 p=0.807
(@*) 00391 1.00 0.8615** 0.9938** -0.9656
p=0.832 p=--- p=0.000 p=0.00  p=0.00
(b*) -0.0519 0.8615** 1.00 0.9036** -0.8007
p=0.778 p=0.000 p=-- p=0.000  p=0.000
C* 00459 0.9938** 0.9036** 1.00 -0.9551
p=0.803 p=0.00  p=0.00  p=-- p=0.00

H* 00450 -0.9656  -0.8007  -0.9551  1.00
p=0.807 p=0.00  p=0.000 p=0.000 p=---

Tabla 34. Diferencia de color.

Diferencia de color AE Tratamientos

AB AB+P AB+C AB+P+C
Tiempo 45 dias 2.59%  0.79% 9.68° 9.9°

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.5.2 Contenido total de carotenoides (CTC).
Los resultados del andlisis de varianza (ANDEVA) con respecto a la valoracion de
carotenos en filete sefiald que se presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<

0.05), entre los tratamientos, los dias y la interaccion de las dos variables (Tabla 35).
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La prueba de Tukey para la variable de carotenoides totales en el filete a los 45 dias de la

investigacion, mostré dos grupos en los valores de la media. En el primer grupo aparecié la
dieta control AB y AB+P, en el segundo las dietas AB+C+P y AB+C (Tabla 36).

Tabla 35. Resultados del ANDEVA. Evaluacion cuantitativa del contenido total

de carotenoides en el filete (mg/kg).

Variables GL CM P
Tratamientos 3 9.1822 0.000**
Dias 1 41.9819 0.000**
Trat*Dias 3 9.6105 0.000**
Error 24 0.1726

Total 31

GL = grados de libertad; CM = Cuadrado Medio. Fc =Factor calculado

P = nivel de significancia.

Tabla 36. Prueba de Tukey para la variable

contenido total de carotenoides.

Dia: 45; Alfa = 0.05

Tratamiento Media 1 2
AB 1.30
AB+P 1.70
AB+C+P 5.33 b
AB+C 5.10 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

7.5.3 Analisis de correlacion entre las cuatro variables de color y contenido total de

carotenoides.

Se presentd una correlacion positiva entre la variable de carotenoides totales en los filetes

con relacion a las variables (a*), (b*) y (H°*). Se observo una correlacion negativa entre la

variable C* y la variable de concentracion total de carotenoides. A los 45 dias de

experimentacidn se registré una marcada relacion entre la coloracion roja (a*) amarilla (b*)

y la concentracion total de carotenoides en las dietas AB+C+P y AB+C (Tabla 37).
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Las dietas experimentales adicionadas con carotenoides presentaron una mejor apariencia
en el color del filete, evidenciado tanto por la valoracion de color por la prueba CIELAB

como por la cuantificacién de carotenoides totales en el filete (Tabla 38).

Tabla 37 Andlisis de correlacion entre las cuatro variables y el contenido total de carotenoides.

p = nivel de significancia **.

(L) (@*) (b*)  CT(mglkg)  H°* Cc*

() 1.00 00391  -0.0519  -0.0861 0.0459  0.0450
p=--  p=0.832 p=0.778 p=0.639  p=0.803 p=.807
@) 0.0391  1.00 0.8615  0.9363** 09938  -0.9656
p=0.832 p=--  p=0.000 p=0.000  p=0.00  p=0.00
(0%) -0.0519 0.8615  1.0000  0.9134** 09036  -0.8007
p=0.778 p=0.000 p=--  p=0.000  p=0.000  p=0.000
CT (mg/kg) -0.0861 0.9363** 0.9134** 1.0000 0.9451%* -0.9091
p=0.639 p=0.000 p=0.000 p=-- p=0.000  p=0.000
Ho 00459 00938 009036  0.9451**  1.0000  -0.9551
p=0.803 p=0.00  p=0.000 p=0.00 o= e p=0.00

c* 0.0450 -0.9656  -0.8007  -0.9091 -0.9551  1.00
p=0.807 p=0.00  p=0.000 p=0.00 p=0.00  p=--
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Tabla 38. Concentrado de los parametros de color y el contenido total de carotenoides, en los dias
cero y 45 del experimento.

Tratamientos

AB AB+P AB+C AB+P+C
Parametros Dias Media = EE Media + EE Media + EE Media = EE
) 55.56% + 0.620 55.60° + 1.469 53.77% + 0.324 54.22° + 0.812
45 5810% + 0.224 55.50° + 1978 54.65° + 2.070 55.09° + 1.760
- 0 2690° + 0288 234° + 0227 248° * 0158 1.36° % 0.272
45 276% + 0.031 3.12° # 0308 11.93° + 1.200 12.27° + 1.063
| 0 4027 + 0303 4.11° + 0330 4.41% + 0245 4.08% =+ 0.297
®9 45 454° + 0064 469° + 0117 6.44° + 0103 6.84° * 0.266
W 0 56.31%° + 1.963 60.27° + 1.873 60.47% + 2.603 57.32% =+ 1.265
45 5955% + 0.733 56.60° + 3.074 29.08° + 3.105 30.66° #+ 3.093
N 0 485% + 0380 4.74% + 0.117 5.07% * 0.995 4.34% + 0.846
45 532% + 0367 5.66° + 0187 13.6° + 0.191 14.15° + 0.846
1.08% + 0.038 1.07° # 0041 1.05° = 0137 1.02° + 0.049

CT (mg/kg)
1.28% + 0241 167° # 0370 510° + 0230 5.33° + 0.267

EE = Error estandar; CT = Carotenoides totales.

A los 45 dias, los valores de L* en todos los tratamientos fueron similares. Las variables de
color a*, b* y C*, incrementaron sus valores en el tiempo presentando diferencias
estadisticamente significativas (P< 0.05). Este comportamiento fue similar tanto en la dieta
con carotenoides como en la de carotenoides méas probioticos. Por el contrario la variable
tono (H°*) decrecid en el tiempo. Al realizar la comparacion de cambio de color del filete
en los tratamientos desde el dia cero al 45, se observd una mejor respuesta en los
tratamientos donde se incorporé carotenoides al igual que en la combinacién de

carotenoides mas probioticos.

104



7.6 Prueba de desafio a estrés térmico.

7.6.1 Tiempo.
El ANDEVA del tiempo en que tardaron en morir las truchas expuestas al desafio de la
temperatura, presentd una diferencia significativa (P< 0.05) entre las medias de los

tratamientos experimentales (Tabla 39).

Tabla 39 ANDEVA para la variable tiempo en la prueba de desafio.

FV GL CM Fc S

Dieta 3 15987.2 21.671 0.000*
Error 12 737.7

Total 15

FV =Variables, GL = Grados de libertad;
CM =Suma de cuadrados medios.
Fc =Factor calculado S = significancia.

Los resultados del ANDEVA para la prueba de desafio en tiempo indicaron que el tiempo
promedio para la dieta control (AB) fue de 140.5 min y para la dieta AB+P de 191 min,
tiempos estadisticamente (P< 0.05), diferentes en comparacion con las dietas AB+C y
AB+P+C, que fue de 276.75 y 260.50 min respectivamente, siendo las truchas alimentadas

con estas dietas las que presentaron un tiempo mas largo de sobrevivencia (Tabla 40).
7.6.2 Temperatura.

El ANDEVA para las variable del punto de temperatura de muerte de las truchas indicé una

diferencia altamente significativa (P< 0.05) entre las medias de los tratamientos (Tabla 41).
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Tabla 40. Prueba de Tukey para la variable tiempo en la prueba de desafio.

Prueba de Tukey
Variable tiempo (min); Dia: 45; Alfa=0.05

Dieta Media 1 2
AB 140.50 a
AB+P 191.00 a
AB+P+C 260.50 b
AB+C 276.75 b

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05,Tukey).

Tabla 41. ANDEVA de la variable temperatura en la prueba de desafio.

Factor temperatura en la prueba de desafio.

FV GL CM Fc S
Intercepto 1 10866.20 447419.6 0.00*

Dieta 3 032 13.0 0.00*

Error 12 0.02

Total 15

FV =Fuentes de variacion. GL = Grados de libertad. CM =Suma de
Cuadrados medios.Fc =Factor calculado. S = Significancia.

Los resultados de la prueba de Tuckey indicaron que las truchas de la dieta experimental
AB resistieron hasta una temperatura maxima de 25.7°C, valor menor al registrado en los
otros tratamientos con diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) (Tabla 30). Esto
demostré que las truchas alimentadas con carotenoides y probidticos resistieron
temperaturas mas elevadas (Tabla 42).
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Tabla 42. Prueba de Tukey para la variable temperatura
en la prueba de desafio.

Prueba de Tukey
Variable temperatura (°C); Dia 45; Alfa =0.05
Dieta Media 1 2
AB 25.7 b
AB+P 26.1 a
AB+P+C 26.2 a
AB+C 26.3 a

Medias precedidas de la misma letra no tienen diferencias
estadisticamente significativas (P> 0.05).

El consolidado del tiempo en el que las truchas sobrevivieron ante la prueba de estrés de

temperatura en cada uno de los tratamientos se presenta en la tabla 43.

Tabla 43. Consolidado de la variable tiempo y temperatura ante la prueba de desafio.

Desafio Tratamientos
AB AB+P AB+C AB+P+C
Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE
Tiempo (min).  140.50%+15.71 191.00%+7.90 276.75° +18.08 260.50"° + 10.05
Temperatura (°C)  25.7%°+0.08  26.1°+0.02 26.3°+0.10 26.23°+0.08

EE = Error estandar. Medias precedidas de la misma letra dentro de cada renglén no
tienen diferencias estadisticas significativas (P> 0.05,Tukey).
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8. DISCUSION

8.1 Parametros del desempefio del crecimiento.

La evaluacion de los parametros del desempefio del crecimiento en la acuicultura es
importante, ya que permite valorar los efectos de los diferentes componentes en las dietas
experimentales y contrastar éstos valores con otros experimentos similares, sobre todo
cuando se incluyen aditivos y substitutos de proteinas y lipidos. Los resultados de estos
pardmetros permiten conocer el efecto de los componentes nutritivos y recomendar fuentes
alternas para lograr una mejor produccién y una mayor rentabilidad. No obstante, es dificil
su comparacion cuando las condiciones experimentales son diferentes tal como la talla del
pez, las condiciones de cultivo, la alimentacion y nutricion y la calidad del agua, ya que no
existe una medida estandar en los experimentos, y éstos muchas veces se llevan a cabo en

diferentes tipos instalaciones, densidades y calidad del agua.

Existe suficiente informacion referente a la evaluacion de los parametros de desempefio del
crecimiento en la trucha arco iris (O. mykiss) bajo distintas condiciones experimentales. La
mayoria de los indicadores son dificiles de comparar entre experimentos, pero no asi en un
mismo experimento, asi por ejemplo, al comparar la ganancia de peso (GP) en cada uno de
los tratamientos abordados en el presente estudio, éste varié de 203.8 a 214.5% en un
periodo de 45 dias. Ingle Mora y col. (2006), registraron resultados positivos con la GP al
incluir la oleorresina no saponificado de chile C. annuum en una proporcion de 120 mg/kg
en una dieta basal, obteniendo un valor de 128%. Por su parte Yanar y col., (2007),
adicionaron a la dieta basal harina de chile C. annuum y flor de cempasuchil como fuentes
naturales de carotenoides y obtuvieron un incremento de GP de 197.8%. A su vez
Tukmechi y col. (2011), suplementaron dietas experimentales con la levadura

Saccharomyces cerevisiae y en este caso la GP varié de 164.4 a 174.9%.

En otras investigaciones se observo una GP mayor como por ejemplo Akhtar y col. (1999),

que alimentaron ejemplares de trucha arco iris con dietas suplementadas con cantaxantina
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sintética, oleorresina de chile C. annuum y « tocoferol y obtuvieron un valor de GP de
325%. La mayor ganancia de peso se observo en la dieta experimental adicionada con la
oleorresina no saponificada de chile. Teimouri y col. (2013), evaluaron los efectos en dietas
experimentales con distintas proporciones de Spirulina platensis y un testigo con 50 mg de
astaxantina sintética. En este caso la mayor GP fue de 230.7% y se obtuvo en la dieta donde
se utilizd harina de S. platensis como agente pigmentante natural. Saez y col. (2014), no
registraron diferencias estadisticamente significativas en un experimento donde utilizaron
diferentes niveles de astaxantina sintética en la dieta y la GP alcanz6 en promedio 226.7%.
A su vez Ramos y col. (2015), evaluaron los probidticos adicionados a una dieta basal con
dos grupos; uno que incluyd multiples especies de bacterias como Bacillus spp.,
Pediococcus spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp. y otro con Pediococcus
acidilactici contra una dieta testigo no suplementada y encontraron que la GP fluctu6 entre
514.57 y 545.9%.

Los resultados antes mencionados muestran la dificultad de comparar éste parametro entre
diferentes experimentos, ya que las condiciones experimentales en cada caso fueron
diferentes, y se utilizaron truchas en diferentes etapas de desarrollo y diferentes aditivos en
las dietas experimentales. No obstante, ésta informacion permiten tener una idea general de
la variaciéon de este indicador y compararlo. Desde el punto de vista practico, para las
condiciones en que se realizd el presente experimento se puede afirmar que la trucha arco
iris respondié adecuadamente a las dietas utilizadas y a las condiciones de cultivo, lo que se
reflejo en buen incremento del peso total, siendo las dietas AB + C y AB + P +C donde se
incluy6 la oleorresina no saponificada de chile ancho donde se obtuvieron los mejores

resultados coincidiendo con lo reportado por Akhtar y col. (1999).

Los resultados de la longitud total (LT) obtenidos en este trabajo fueron superiores a los
reportados por Tukmechi y col. (2011), que incorporaron carotenoides naturales en dietas
experimentales en el cultivo de la trucha arco iris. EI promedio de LT inicial fue de 14.9 cm
y el final de 16.9 cm con un promedio del incremento de longitud diaria de 0.6 mm. Los
autores indican que el aumento en LT fue debido a la presencia de los carotenoides lo que

implica que su incorporacion en el alimento balanceado contribuye a disminuir el tiempo en
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que alcanzan su talla comercial, con lo que es posible disminuir el tiempo de cosecha y los
costos de produccion. Esta investigacion coincidid con los resultados obtenidos en el
presente experimento, ya que la trucha arco iris alimentada con las dietas adicionadas con
oleorresina no saponificada de chile C. annuum alcanzaron una mayor LT final y su

ganancia diaria de LT fluctuo entre 1.32 y 1.63 mm.

El factor de condicion (K) en esta investigacion no presentd diferencias estadisticamente
significativas (P> 0.05) entre los diferentes tratamientos. Resultados similares fueron
reportados por Tukmechi y col. (2011), quienes reportaron que K es un buen indicador del
estado de salud de los organismos ya que expresa la relacion volumétrica en funcién del
peso (Gulland, 1971). El factor de conversién alimenticia (FCA) se estima que también fue
bueno ya que no rebasé el valor de 1.44 pero fue superior al registrado por Ramos y col.
(2015), que obtuvieron un FCA de 0.92 a 0.94 al adicionar probi6ticos mono y multi-
especificos en la dieta. Por otro lado Safari y col. (2015), registraron un FCA de 1.03 y 1.08
al utilizar 200 y 250 g de harina de achiote por kg de alimento en la dieta basal. Abd EI-
Rhman y col. (2009), al adicionar Micrococis luteus en las dietas obtuvieron una FCA de
1.6 e Ingle de la Mora y col. (2006), reportaron un FCA de 1.5 al adicionar como
suplemento oleorresina no saponificada de C. annuum, que fue similar al obtenido en esta

investigacion.

Desde el punto de vista econdmico un valor bajo de FCA significa que el organismo
consume menos alimento y su respuesta de crecimiento es mayor, ya que aprovecha mejor
los nutrimentos disponibles en el alimento. La respuesta de este indicador en las dietas
donde se incluyo carotenoides y probioticos indicd que la trucha arco iris presentd una
mejor respuesta fisioldgica a estos aditivos ya que los carotenoides son antioxidante,
promotores de la provitamina A e inductores inmunologicos, y juegan un papel importante
en la dieta de los peces. También se ha encontrado una relacion entre los carotenoides y el
metabolismo lipo-proteico y otros procesos fisioldgicos. Adicionalmente, los probidticos
mejoran el apetito y esto da lugar a un mayor crecimiento y un bajo FCA, y ayudan a la

desintoxicacion de los compuestos perjudiciales presentes en la dieta (Torrisen y col., 2006
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y Abd EI-Rhman y col., 2009), de ahi la importancia que tienen estos aditivos al ser
incorporados en los alimentos balanceados de los salmdnidos.

La tasa especifica de crecimiento (TEC) es un indicador que si se puede comparar entre
distintos experimentos, ya que representa el incremento de peso en porcentaje por dia
(%/dia). El valor registrado en este experimento vario de 1.40 a 1.70%/dia. Estos valores
son superiores a los reportados por Safari y col. (2015) quienes al incrementar los niveles
de harina de achiote en la dieta basal de 200 a 250 mg/kg de alimento, registraron una TEC
de 1.50 a 1.56%/dia. Tukmechi y col. (2011), al adicionar a la dieta células enteras de
levadura de cerveza (S. cerevicae) obtuvieron un valor de TEC de 1.46%/dia. Ramos y col.
(2015), obtuvieron valores desde 0.61 a 3.44 %/dia al utilizar probio6ticos multi-especificos
e Ingle de la Mora y col. (2006), registraron una TEC de 1.6 %/dia al adicionar 120 mg de

oleorresina de chile por kg en la dieta basal.

Al igual que en los otros indicadores de desempefio la adicién de probioticos y pigmentos
carotenoides brindaron una respuesta positiva en el crecimiento, semejante al uso del
achiote, la levadura de cerveza y la oleorresina no saponificada de chile. Las truchas
respondieron al suministro de los inmuno-estimulantes procedentes de la oleorresina de
chile y de los probidticos, lo que permitié una mejora en la digestibilidad de los nutrientes

lo que se vio reflejado en la TEC, tal como lo mencionan Tukmechi y col. (2011).

La tasa de sobrevivencia (S) reportadas en esta investigacion para la dieta experimental en
donde se incluyeron los pigmentos carotenoides fue de 100%, seguida por la dieta
adicionada con probioticos y carotenoides con un 90%. Los resultados fueron semejantes a
los reportados por Abd EI-Rhman y col. (2009), quienes encontraron una S del 100% al
adicionar Micrococus luteus a la dieta basal. La sobrevivencia tambien fue superior a lo
reportada por Tukmechi y col. (2011), en dietas adicionadas con células de levadura de
cerveza donde la maxima S fue del 66.6% y Ramos y col., (2015), con una S méaxima del
94% al adicionar probioticos multi-especificos en la dieta. Los carotenoides en particular
proporcionan una mayor resistencia a los peces, ya que su consumo constante mejora la

funcion del higado e incrementa el potencial defensivo contra las condiciones adversas del
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entorno y los probiodticos mejoran el crecimiento y la resistencia a ataques bacterianos
(Balcazar y col., 2006 y Bjerkeng, 2006).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, constituyen el primer reporte en
donde se incluyen en las dietas experimentales los carotenoides y los probidticos. La
respuesta positiva en los parametros de desempefio del crecimiento se atribuyen a las
caracteristicas de ambos aditivos, ya que actian como inmuno-estimulantes, antioxidantes,
brindan una alta palatabilidad, estimulan el apetito, mejoran la nutricion por la produccion
de vitaminas, ayudan a la desintoxicacion de compuestos perjudiciales en la dieta, y la
descomposicion de los componentes indigeribles. Otro factor clave, que intervino en la
buena respuesta a los parametros de desempefio fue la calidad de los juveniles de trucha, ya
que procedieron de la granja truticola Ovapiscis, empresa Espafiola que ocupa el primer
lugar en la produccion de huevo oculado en Europa y que vendié los huevos oculados al
Centro Truticola de Pucuato en Michoacan. Esta es la primera importacion de esta linea
genética que reporta buenos indices de FCA y TEC, ademas de una buena adaptabilidad al
medio. Otra caracteristica es que este lote puede mantener un buen crecimiento a
temperaturas que flucttan entre 6 y 22°C. Los resultados de los indicadores de crecimiento
obtenidos en esta investigacion validan que esta linea tiene un buen potencial de cultivo en

las condiciones de México.

8.2 Parametros hematolégicos.

El hematocrito normalmente es utilizado como un indicador general del estado de salud de
los peces (Yeganeh y col., 2015). En el presente estudio las dietas evaluadas presentaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al tratamiento control, y la dieta que
presentO una respuesta superior fue la que se adiciono con pigmentos carotenoides de chile
ancho y probidticos donde el valor del hematocrito alcanzé 41.25%. De acuerdo con Leroy
(1993) éste valor se puede considerar normal, ya que considera un intervalo para la trucha
arco iris de 32 y 59%. No obstante, Tukmechi y col. (2011) evaluaron tres dietas frente a
una dieta control, utilizando como suplementos nutricionales células enteras de la levadura

(Saccharomyces cerevisiae), levadura enriquecida con 4&cidos grasos altamente
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poliinsaturados (AGAP) y células de levadura tratadas con beta-mercapto-etanol, no
registraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y los valores de
hematocrito oscilaron entre 63.2 y 66.2%. Rehulka y Minarik (2003), encontraron que la
lecitina incrementd el hematocrito en la trucha arco iris y reportaron valores del 30.4 a
50.2%.

Por otra parte Nya y Austin (2011), quienes investigaron el efecto del ajo como inmuno-
estimulante en la trucha arco iris y la duracion de la proteccion inmune contra la infeccion
de Aeromonas hydrophila reportaron que el porcentaje del hematocrito fue de 30.5% en la
dieta donde se incluyé 0.5 g de ajo en 100 g de alimento. Talas y Gulhan (2009),
registraron el hematocrito en la sangre de la trucha arco iris tratados con diferentes niveles
de propoleos como inmuno-estimulante. Los resultados obtenidos indicaron que a medida
que aumento la cantidad de propdleos disminuy6 el porcentaje de hematocrito pasando de
33.9 2 26.1%.

Adel y col. (2015), estudiaron los efectos de la suplementacion en la dieta del extracto de
menta (Mentha piperita) en la trucha marrén (Salmo trutta caspius) y registraron que la
suplementacion de 2 y 3% de extracto de menta mostré una mejor respuesta en cuanto al
porcentaje de hematocrito registrando valores de 33.15 y 33.34%. Finalmente, Yeganeh y
col. (2015), evaluaron los efectos de Spirulina platensis sobre el hematocrito. Los valores
no presentaron diferencias estadisticamente significativas con relaciéon a los grupos
suplementados con S. platensis, observandose que los valores oscilaron entre 40.44 y
41.11%.

Todos los valores de hematocrito antes mencionados caen dentro de los niveles
considerados como Optimos, sin embargo, algunos aditivos agregados a las dietas
experimentales indicaron que tienen la funcion de aumentar los valores del hematocrito. Se
estima que el uso tanto de la oleorresina no saponificada y de los probidticos utilizados en
el presente experimento incrementd el valor del hematocrito en relacién con el testigo,
razon por la que se recomienda su utilizacion en las dietas balanceadas de la trucha arco
iris.
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La combinacion de los carotenoides y probioticos como aditivos en la dieta basal conllevo
también a que se incrementara el nimero de eritrocitos. A los 45 dias los tratamientos
experimentales presentaron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) con
respecto al control, pero el tratamiento con carotenoides y probidticos sefial6 una respuesta
superior con 1.79 x 10%cél/uL. La sangre se considera un reflector fisiopatolégico de todo el
cuerpo y los parametros hematoldgicos son un buen indicador de la salud de los peces ya
que serdn mas resistentes ante cualquier tipo de anomalia (Tewary y Patra, 2011). Los
eritrocitos son indicadores del estado oxidativo, porque es uno de los sitios de mayor
produccion de radicales libres (Babak y col., 2012). Los carotenoides por su parte son
antioxidantes naturales, por lo que pueden prevenir la degeneracion de los eritrocitos. La
adicion de pigmentos carotenoides en la dieta facilitan el transporte del oxigeno en la
sangre y por lo tanto mejora el bienestar de los peces (Talpur y Ikhwanuddin, 2012).
Considerando que los carotenoides actGan como inmuno-estimulantes se han Ilevado a cabo
estudios para examinar la habilidad de diferentes aditivos para mejorar el desempefio de los
peces. Algunos estudios que se citan a continuacion muestran resultados cercanos a los
obtenidos en esta investigacion. Las posibles diferencias estadisticamente que se presentan
son debidas a las condiciones particulares en donde se realiz6 el experimento (Hoseinifar y
col., 2011).

Nya y Austin (2011), estudiaron el desarrollo y la duracion de la proteccion inmune de la
trucha arco iris contra las infecciones de Aeromonas hydrophila, utilizando el extracto del
ajo. A los 28 dias de alimentacion en la dieta donde se suplement6 1g de ajo/100 g de
alimento, la cantidad de eritrocitos alcanzé un valor de 6.7 x 10°él/uL. Yeganeh y col.
(2015) evaluaron los efectos de la micro alga S. platensis sobre los eritrocitos. Los niveles
se incrementaron significativamente en los grupos suplementados con el 10% de S.
platensis, con un valor de 2.73 x 10%cél/uL. Talas y Gulhan (2009), registraron el nimero
de los eritrocitos en la sangre de la trucha arco iris adicionando 0.01, 0.02 y 0.03 g¢/L de
propbleos como inmuno-estimulante. Los resultados obtenidos mostraron que a medida que
aumento la cantidad de propdleos disminuyo la cantidad de eritrocitos de 1.4 a 1.0 x
10°cél/pL.
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Awad y Austin (2010), evaluaron el efecto de lupino (Lupinus perennis), mango,
(Mangifera indica) y ortiga, (Urtica dioica) sobre el nimero de eritrocitos en la sangre de
la trucha arco iris. Los resultados variaron en las dietas experimentales desde 1.2 a 1.6 X
10°cél/uL. Rehulka y Minarik (2003), suplementaron con lecitina al 1.0%. La lecitina
tendié a estimular la eritropoyesis que se manifesté en un nimero superior de eritrocitos
comparado con el grupo control. Su incremento fue de 0.77 a 1.42 x 10° cél/uL. Adel y col.
(2015), estudiaron los efectos de la suplementacion en dieta con extracto de menta Mentha
piperita en la trucha marron Salmo trutta caspius y encontraron que las diferentes
proporciones de suplementaciones no presentaron diferencias estadisticas significativas
sobre la variable eritrocitos. Los valores reportados para esta variable en este estudio fueron
desde 1.03 hasta 1.16 x 10° cél/pL.

Los valores promedio de los eritrocitos mencionados anteriormente, se encuentra por
debajo del valor maximo obtenido en la presente investigacion, lo que significa que la
adicion de pigmentos carotenoides derivados del chile ancho y los probidticos tienen un
efecto eritropoyético en las truchas incrementando el nimero de eritrocitos, aunque hay que
considerar que el nimero de eritrocitos en la sangre suele variar de acuerdo a la altitud en

donde se desarrolla el cultivo que en este caso fue a los 2,000 metros sobre el nivel del mar.

Los glébulos blancos o leucocitos son la primera linea de defensa del organismo contra los
agentes infecciosos causados por factores microbianos y quimicos (Talpur y Ikhwanuddin,
2012). Un incremento en el conteo de globulos blancos muestra una mayor respuesta
inmune-estimulatoria. En el presente experimento la dieta con carotenoides reportd una
respuesta superior con un valor de 3.30 x 10*cél/uL. Al respecto Awad y Austin (2010),
evaluaron el efecto de lupino, (Lupinus perennis), mango, (Mangifera indica) y la ortiga,
(Urtica dioica) sobre la cantidad de leucocitos en la sangre de la trucha. Los resultados
obtenidos fluctuaron desde 4.5 hasta 12.5 x 10* cél/uL, los peces de las dietas donde se

suministré como aditivo lupino y mango presentaron el mayor nimero de leucocitos.

Tukmechi y col. (2011), trabajaron con trucha aro iris, en un tiempo de experimentacion de

30 dias, y evaluaron tres dietas frente a una dieta control, Los tres suplementos
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nutricionales fueron la células enteras de levadura (Saccharomyces cerevisiae), la levadura
enriquecida con acidos grasos altamente poliinsaturados (AGAP) y las células de levadura
tratadas con beta-mercapto-etanol (2ME). La mejor respuesta para el niumero de leucocitos
se obtuvo en el tratamiento con la suplementacién de células de levadura tratadas con beta-
mercapto-etanol (2ME) donde se obtuvo un valor de 4.13 x 10* cél/uL. Yeganeh y col.
(2015), evaluaron los efectos de Spirulina platensis sobre los leucocitos, y encontraron que
los niveles de leucocitos se incrementaron significativamente en los grupos suplementados

con esta micro alga y se registraron niveles de 10.3 x 10%cél/pL.

En otras investigaciones donde han valorado el nimero de leucocitos en la sangre de la
trucha arco iris, manejan otras unidades de medida, lo que no permite hacer una
comparacion con los resultados obtenidos en este experimento. Asi por ejemplo, Adel y
col. (2015) estudiaron los efectos de la suplementacion en la dieta del extracto de menta
(Mentha piperita) en la trucha marrdén (Salmo trutta caspius) y encontraron que la
suplementacion con 3% de extracto de menta presentd una mejor respuesta en cuanto al
namero de leucocitos con relacion a los demas tratamientos experimentales con 13.14 x
10*/mm?. Talas y Gulhan (2009), registraron los leucocitos en la sangre de trucha arco iris,
tratados con diferentes niveles de propo6leos como inmuno-estimulante en las dietas, y
observaron que a medida que aumentd la cantidad de propoleos, aument6 la cantidad de
leucocitos pasando de 7.2 a 9.5 mm*10°. Afirman los autores que los propdleos
adicionados a las dietas pueden aumentar la cantidad de leucocitos. Nya y Austin (2011),
estudiaron el efecto del ajo como un inmuno-estimulante en la trucha arco iris como
proteccion inmune contra las infecciones de Aeromonas hydrophila, y encontraron que el
tratamiento en donde se suplementé 1g de ajo/100 g de alimento presentd la mayor
cantidad de leucocitos con 430.0 x 10°. No obstante, que se reportan unidades diferentes a
las registradas en esta investigacion, los aditivos antes mencionados funcionaron

incrementando las defensas de los Salménidos estudiados.

Los trombocitos son las células encargadas de la coagulacién sanguinea y su principal
funcién es mantener la homeostasis (Valenzuela y col., 2003). En la presente investigacion

el nimero de trombocitos se incremento en la dieta donde se incluyeron los carotenoides y
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los probioticos obteniendo un valor de 14.375 cél./uL. Tavares-Dias y Mataquiero (2004),
afirman que el nimero de los trombocitos de los peces teledsteos de aguas continentales
varian de 870 a 100.800 cel/uL, por lo que los valores registrados en el experimento se

consideran normales.

8.3 Parametros bioquimicos.

La proteina total es considerado como un indicador de salud, estrés y bienestar del pez
(Yeganeh y col., 2015). En el presente estudio, la proteina total en la sangre se incrementd
al suministrar en la dieta carotenoides y probioticos. EIl valor maximo registrados fue de
5.35 g/dL. Este valor se encuentra en el intervalo de valores normales reportados para la
trucha arco iris que varia de 2 a 10 g/dL (Leroy, 1993). Awad y Austin (2010), encontraron
una variacion de 5.6 a 6.5 g/dL. La dieta con suplemento de mango presentd mas proteina
total que los demas tratamientos experimentales. Yeganeh y col. (2015), al evaluar los
efectos de la S. platensis sobre los niveles de proteina total en sangre en trucha arco iris
encontraron un valor de 3 g/dL. Talas y Gulhan (2009), registraron la proteina total en la
sangre de la trucha arco iris, tratados con diferentes niveles de propdleos. Reportaron que al
aumentar el nivel de propo6leos aumentd también la proteina total. Una proporcion maxima
de 0.02 g/L de propdleos incrementd los valores de proteina total. Los valores registrados
para esta variable variaron de 2.6 a 2.7 g/dL.

Awad y col. (2013), evaluaron la eficiencia del aceite de la semilla del comino negro
(Nigella sativa) y extracto de ortiga (Quercetina spp.) con respecto a la inmunidad de la
trucha arco iris. Los resultados con relacion al valor de la proteina total mostr6 que la mejor
respuesta se la obtuvo en los grupos alimentados con 1% de extracto de ortiga y 3% de
aceite de semilla de comino con un valor de 5.22 y 5.58 g/dL respectivamente. Adel y col.
(2015), al agregar en la dieta el extracto de menta (Mentha piperita) en trucha marron
(Salmo trutta caspius), reportaron que con el 3% de extracto de menta, se presentd una
mejor respuesta de la proteina total con relacion a los otros tratamientos experimentales. La

cantidad reportada en este caso fue de 3.64 g/dL. Los resultados del presente estudio
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sefialaron que el uso de pigmentos carotenoides y probidticos como aditivos en las dietas de
trucha arco iris incrementaron el valor de la proteina total aumentando asi su estado de

salud y bienestar.

El Aspartato Aminotransferasa (AST) y la Alanino Aminotransferasa (ALT) son enzimas
claves que permiten detectar el comportamiento de los amino4cidos y otros metabolitos
intermedios en el higado, el musculo y las branquias. Conforme aumentan los altos valores
del AST y la ALT se incrementan los aminoacidos transformados o metabolizados en el
gasto del tejido tisular. Esta caracteristica los convierte en buenos indicador del
funcionamiento del higado (Ozaki, 1978; Yamamoto, 1981) o bien de los dafios
ocasionados en el higado (Oda, 1990).

En la presente investigacion no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre las dietas con respecto a la variable AST. La cantidad de AST fue igual en todas las
dietas experimentales. Durante el tiempo experimental los valores reportados para este
estudio variaron de 114.75 a 174.0 U/L. Leroy (1993), report6 que los valores normales de
AST en la trucha arco iris fluctuaron entre 100 y 440 U/L, por lo que los valores registrados

en el experimento se consideran normales.

Talas y Gulhan (2009) registraron una variacion del AST en la sangre de trucha arco iris
que fue de 470.6 a 312.5 U/L y encontraron que a medida que aumentd la cantidad de
propoleos disminuyo la cantidad del AST. Adel y col. (2015) estudiaron los efectos de la
suplementacion en la dieta del extracto de menta (Mentha piperita) en la trucha marrén (S.
trutta caspius) y encontraron que no hubo variacion del AST, alcanzando valores de 235.2
a 264.8 U/L. Adel y col. (2015), al suministrar el extracto de menta (Mentha piperita) en la
trucha marrén reportaron que no hubo una variacion de la ALT con valores de 18.48 a
18.94 U/L y Leroy (1993) reporté valores de ALT para la trucha arco iris hasta de 136 U/L.
En este trabajo se encontré que las dietas experimentales donde se incluyeron los
pigmentos carotenoides y los probidticos presentaron los valores mas bajos con 11.75 y
13.25 U/L, lo que demostro que el metabolismo de los aminoacidos en el tejido tisular

disminuye por la accion de éstos aditivos.
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La albumina es necesaria para el sostenimiento del proceso osmotico, mantenimiento,
sanidad y sistema inmune y actla ademas como portadora del plasma (Nya y col., 2009).
En la presente investigacion la cantidad de albumina se incrementd en la dieta donde se
adicionaron carotenoides y carotenoides mas probioéticos, los valores fueron de 1.75 y 2.25
g/dL respectivamente. Leroy (1993) report6 valores normales de albumina para la especie
trucha arco iris entre 1.48 y 2.43 g/dL. Yeganeh y col., (2015) al evaluar los efectos de la S.
platensis sobre la albumina de la sangre de la trucha arco iris encontraron que al suministrar

S. platensis al 7.5%, el contenido de la albumina alcanzo6 1.8 g/dL, que fue el mayor.

8.4 Parametros de color.

En la presente investigacion no se observé una diferencia significativa (P< 0.05) en el
parametro de color L* (luminosidad) entre los tratamientos experimentales y sus valores se
mantuvieron entre 53.77 y 55.60 al inicio del experimento y de 54.65 a 58.10 al final del
experimento a los 45 dias. Ingle de la Mora y col. (2006), encontraron valores similares a
los obtenidos en esta investigacion con 51.6 a 54.7. La L* permanecié constante en las
dietas suplementadas con la oleorresina de chile ancho, aunque si se incrementd en el

tratamiento en donde incorpor6 la astaxantina sintética en una cantidad de 80 mg/kg.

Valente y col. (2015), al incluir el 5y 10% de la alga Gracilaria vermiculophylla en dietas
experimentales para la trucha arco iris en un periodo de 91 dias, valoraron la L* sobre el
filete cocinado a 150°C por 5 minutos y obtuvieron un valor de 82.8. Teimouri y col.
(2013), registraron que la luminosidad disminuy6 a medida que se aumento la cantidad de
harina de S. platensis en la dieta. Los valores de luminosidad oscilaron entre 33.1 para la

dieta control y 25.5 para la dieta que contenia el 10% de harina de S. platensis.

Sealey y col. (2015), encontrd que el valor mas alto de luminosidad en el filete de la trucha
arcoiris fue en los organismos sometidos a una dieta proteica de origen vegetal y
suplementada con 15% de granos secos de levadura de destiladora (GDDY). En este caso
el valor de L* fue de 48.9. Safary y col. (2015), al agregar a una dieta basal para trucha

arco iris, harina de semilla de achiote, observaron que existio una relacion entre la
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luminosidad y la cantidad de carotenos presentes en la sangre (r* = 0.84). La luminosidad
aumentd a medida que se elevaron los niveles de harina de semilla de achiote, y asimismo,

se incremento la cantidad de carotenoides en la sangre.

Hynes y col. (2009), identificaron la eficiencia de los carotenoides, particularmente la
astaxantina contenida en el aceite de Calanus con relacion a la luminosidad del filete del
salmén del Atlantico (Salmo salar) y encontraron que el tratamiento con astaxantina
sintética (60 mg/kg) presento diferencias estadisticamente significativas. El valor obtenido

para esta variable fue de 45.8.

Los valores de pigmentos rojos (a*) en el presente estudio presentaron diferencias
estadisticas significativas (P< 0.05) presentando los valores méas altos en las dietas
suplementadas con carotenoides y carotenoides mas probidticos con 11.93 y 12.27
respectivamente al término del experimento. Teimouri y col. (2013), reportaron en dietas
experimentales donde se adicion6 el 10% de harina de S. platensis, una tonalidad mas
rojiza, obteniendo un valor de 14.3. Safary y col. (2015) suplementaron la dieta basal para
trucha arco iris con harina de semilla de achiote y observaron una relacion entre los
pigmentos a* y la cantidad de carotenoides presente en la sangre (r’=0.81). El valor
maximo fue de 14.0. Ingle de la Mora y col. (2006), obtuvieron valores de cromaticidad en
los pigmentos rojos (a*) de 6.6, al utilizar 120 mg/kg de oleorresina no saponificada del
chile C. annuum. Hynes y col. (2009), identificaron la eficiencia de los carotenoides
particularmente la astaxantina contenida en el aceite de Calanus con relacién a la
colorimetria del pigmento a* en el filete del salmon del Atlantico (Salmo salar),
registrando un valor de 5.5 para el tratamiento con astaxantina sintética (60 mg/kg) y
observando diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) con relacion a las dietas
con la inclusion del aceite de Calanus. Valente y col., (2015) al incluir el 10% de la alga
Gracilaria vermiculophylla en la dieta para trucha arco iris y valorar la cromaticidad roja
sobre el filete cocinado a 150°C por 5 minutos obtuvieron un valor de 1.1. Sealey y col.
(2015), valoraron el color de filete de trucha aro iris y fue la dieta proteica de origen vegetal
y suplementada con 15% de grano seco de levadura de destiladora (GDDY), la que alcanzo

el mayor valor de a* con 0.28.
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Los méximos valores de los pigmentos amarillos (b*) en el filete de la trucha arco iris
valorada en este estudio a los 45 dias de cultivo, lo alcanzaron las dietas donde se
adicionaron carotenoides y carotenoides mas probioticos con 6.44 y 6.84 respectivamente.
Ingle de la Mora y col. (2006) obtuvieron valores de cromaticidad para el amarillo de 18.6
en el tratamiento con 120 mg/kg de oleorresina no saponificada del chile. Teimouri y col.
(2013), reportaron que la trucha iris alimentada con 7.5 de harina de S. platensis

presentaron un valor de 15.8.

Safary y col. (2015), utilizando la harina de semilla de achiote encontraron una relacion
entre el pardmetro de color b* y la cantidad de carotenoides presentes en la sangre
(r*=0.75). El valor méximo registrado fue de 19.0 que se incrementé al adicionar una mayor
cantidad de harina de semilla de achiote y asimismo, aumenté la cantidad de carotenoides

en sangre.

Valente y col. (2015) al incluir del 5 al 10% de harina de la macro alga Gracilaria
vermiculophylla en la dieta para trucha arco iris y valorar la cromaticidad amarilla sobre el
filete cocinado a 150°C por 5 minutos obtuvieron valores de b* que variaron de 14.7 a 15.1.
La coloracién caracteristica del filete al incluir el alga fue de un color naranja-oscuro.
Hynes y col. (2009), identificaron la eficiencia de los carotenoides particularmente la
astaxantina, contenida en el aceite de Calanus con relacion a colorimetria de b* en el filete
del salmon del Atlantico (Salmo salar) obteniendo un valor de 17.0 para el tratamiento con

astaxantina sintética (60 mg/kg).

Sealey y col. (2015), afirman que la mejor respuesta de la valoracion del color de filete en
la trucha aro iris fue en la dieta que incluy6 proteina de origen vegetal, suplementada con
15% de grano seco de levadura de destiladora (GDDY) alcanzando un valor de
cromaticidad de b* de 5.9.

De acuerdo con CIE (1976) la combinacion de matices de los colores amarillo, naranja y
rojo alrededor del circulo cromatico, genera lo que se conoce como el tono (H°). Al

comparar los resultados obtenidos al iniciar y finalizar la experimentacion, se observé una
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reduccion de este valor a los 45 dias en los tratamientos donde se suministraron
carotenoides. Ingle de la Mora y col. (2006), mencionaron que los valores del tono se
incrementaron semana a semana en todos los tratamientos, pero los mayores de 72.5 fueron
reportados en las dietas que contenian 80 y 120 mg/kg de oleorresina de chile. Hynes y col.
(2009), identificaron la eficiencia de los carotenoides, contenidos en el aceite de Calanus y
la relacion del tono del filete del salmén del Atlantico (Salmo salar). El valor obtenido fue
de 72.3 para el tratamiento con astaxantina sintética con 60 mg/kg de alimento y en la dieta
con aceite de Calanus con 60 mg/kg de alimento, y el tono reportado fue de 78.9. En ambos
casos los valores fueron superiores a los encontrados en el presente experimento. Valores
similares a los registrados en este estudio fueron reportados por Akhtar y col. (1999),
quienes encontraron que el tono disminuy6 gradualmente hasta el final del periodo de
alimentacion en los tratamientos donde se incorporaron carotenoides a la dieta. Teimouri y
col. (2013), encontraron que la trucha arco iris alimentada con diferentes proporciones de
harina S. platensis disminuyen su tonicidad a medida que se incrementa la proporcion de la

harina.

La variable croma (C*) registrada en los tratamientos en donde se incluyeron carotenoides
y carotenoides mas probioticos, presentd una mas alta concentracién al transcurrir los 45
dias con 13.6 y 14.15 respectivamente con respecto a la muestra inicial que fue de 4.34 a
5.07. El croma es el resultado de la combinacion de los pigmentos rojos a* y los amarillos
b*. Ingle de la Mora y col. (2006), reportaron valores de croma que se incrementaron
durante todo el tiempo experimental, el valor méas altos que registraron fue de 19.7 para la
dieta que contenia 120 mg/kg de oleorresina no saponificada de chile. Por otra parte
Teimouri y col. (2013), encontraron que a medida que se aumento el nivel de harina de S.

platensis disminuyé el valor del croma hasta alcanzar un valor de 46.0.

En contraste Akhtar y col. (1999), reportaron que un incremento en el croma es causado por
un aumento en la pigmentacion. Valente y col. (2015), al incluir el 5y 10% de harina del
alga Gracilaria vermiculophylla en la dieta para trucha arco iris y valorar el croma sobre el

filete cocinado a 150°C por 5 minutos obtuvieron valores de 14.7 y 15.1.
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Hynes y col. (2009), identificaron la eficiencia de los carotenoides, particularmente la
astaxantina contenida en el aceite de Calanus con relacion al croma del filete del salmon
del Atlantico (Salmo salar). El valor reportado fue de 17.9 para el tratamiento con
astaxantina sintética de 60 mg/kg y 13.2, para la dieta con inclusion de aceite de Calanus

con 60 mg/kg.

La medida de diferenciacion de color A, es un indicador complementario de la
biodisponibilidad de los carotenoides (Teimouri y col., 2013). Al comparar los resultados
obtenidos en los tratamientos experimentales a los 45 dias con respecto al control, la
diferenciacion es notoria en los tratamientos donde se adiciono el extracto no saponificado
de chile ancho. Los valores en este caso fueron de 9.7 y 9.9 respectivamente y son
superiores a los reportados por Ingle de la Mora y col. (2006) quienes encontraron
diferencias estadisticamente de color entre 2.08 a 7.01, para las dietas que contenian 80 y
120 mg/kg de oleorresina no saponificada de chile. Sealey y col. (2015), hallaron
diferencias estadisticamente de color en el filete de la trucha aro iris alimentado con grano
seco de levadura de destiladora con valores de 1.2 a 1.7. Teimouri y col. (2013) menciono
que la medida de la diferenciacion del color del filete de la trucha arco iris indica la
disponibilidad del pigmento que es el resultado de la retencion de los pigmentos, que asi
mismo expresan la eficiencia de transformacion de los carotenoides en el musculo. En este
sentido la diferencia de color entre los tratamientos evaluados en esta investigacion fueron
mayores a las reportadas por otros autores, lo que significa la importancia del aporte de la

oleorresina no saponificada de chile ancho sobre la pigmentacion del filete de la trucha.

8.5 Contenido total de carotenoides.

El contenido total de carotenoides en el filete de las truchas del experimento, fue mayor en
los tratamientos suplementados con extracto no saponificado de chile ancho con valores de
5.10 y 5.33 mg/kg, que se encuentran por encima de los niveles minimos requeridos para
una coloracion adecuada del filete en los salménidos que son de 4 mg/kg. Torrisen y col.
(1989). En el experimento se observo una alta relacion positiva entre la cantidad de
carotenoides en el filete de la trucha y los pardmetros de color, de tal manera que la
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correlacion para el color rojo (a*) fue de r’= 0.93, para el amarillo (b*) de r’= 0.91, y el
tono (H°*) de r’= 0.94. Por otra parte, Se present6 una alta relacién negativa con la croma
(C*). La coloracion rojo- amarillenta-anaranjada indico la presencia de carotenoides en el
filete de la trucha. Teimouri y col. (2013) mencionaron que el grado de coloracion es un
buen indicador de la presencia y la concentracion de carotenoides en el filete de la trucha
arco iris. El tono define la concentracién de los colores amarillo y rojo que entre mas agudo
forme el angulo, mayor concentracion tendr, lo que explica la disminucion de los valores
con respecto a la muestra inicial e igualmente con las dietas que no incluian pigmentos

carotenoides.

Safary y col. (2015), suplementaron la dieta basal para truchas con harina de semilla de
achiote 200 mg/kg de alimento en un periodo de 126 dias y reportaron un valor de 7.89
mg/kg de carotenoides en el filete. Valente y col. (2015), al incluir el 5y 10% de harina del
alga Gracilaria vermiculophylla sobre la dieta para trucha arco iris y valorar los
carotenoides totales sobre el filete, obtuvieron 0.8 y 0.9 mg/100 g respectivamente. Pham y
col. (2014), reportan que para el extracto de paprika de C. annuum (100 mg/kg de
alimento), la cantidad de carotenoides fue de 1.04 mg/kg.

Los siguientes autores reportaron valores similares al presente estudio. Yanar y col. (2007),
adicionaron a la dieta basal 5 de harina de C. annuum y 1.8 de flor de cempasuchil como
fuente de carotenoides. Los valores de carotenoides totales obtenidos fueron de 5.27 y 4.75
mg/kg respectivamente. Teimouri y col. (2013), evaluaron los efectos de las dietas que
contenian 0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10.0% de harina de Spirulina platensis, y 50 mg de astaxantina
sintética en el filete trucha arco iris. La mejor respuesta fue la suplementacion con 10% de
harina de S. platensis con una cantidad de carotenoides totales de 4.0 mg/kg. Los niveles de
carotenoides totales reportados en el presente experimento mostraron que la oleorresina no
saponificada del chile ancho en una concentracion de 1 ml/kg de alimento es suficiente para
marcar el color del filete de la trucha arco iris. Tal vez seria conveniente valorar otras

concentraciones para ubicar el valor 6ptimo que se requiere.
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8.6 Prueba de desafio térmico.

Al efectuar la prueba de desafio térmico los peces que resistieron a las temperaturas de
26.30 y 26.23°C fueron los del tratamiento suplementado con carotenoides y carotenoides
mas probidticos. El tiempo mé&ximo alcanzado hasta el punto de muerte fue de 276.75 y
260.50 minutos respectivamente, superando al tratamiento control, que resisti0 una
temperatura maxima de 25.7°C con un punto de muerte de 140.50 minutos. Estos
resultados confirman que la adicion de carotenoides y la combinacién de estos con los
probidticos actuaron como inmuno nutrientes que hicieron que la trucha arco iris fuera méas

resistentes a las condiciones adversas de temperatura.

Amin y col. (2014), evaluaron la eficiencia de la alimentacion y la digestibilidad en la
trucha de arroyo, con relacion al efecto de la temperatura en dietas experimentales con
distintos niveles de carbohidratos y lipidos gelatinizados. Los resultados demostraron la
eficiencia de la alimentacion y la digestibilidad de la trucha de arroyo alimentada con las
dietas gelatinizadas a temperaturas superiores a los intervalos normales. El tratamiento con
15°C presentd una respuesta superior, sin comprometer la funcion del higado y del
intestino. Keen y Gamperl (2012), desafiaron a la trucha arco iris a altas temperaturas
restringiendo el aumento de temperatura dependiente de la frecuencia cardiaca mediante la
inyeccién con Zatebradina en una cantidad de 1mg/kg. La temperatura a la que llegaron los
peces del grupo control fue de 23.7°C y el tratamiento con Zatebradina lleg6 22.6°C en un
tiempo promedio de 5 horas. Kurt Gamperl y col. (2011), determinaron que la trucha arco
iris es capaz de mantener el gasto cardiaco a altas temperaturas a través de aumentos en el
ritmo cardiaco, utilizando Zatebradina. La temperatura maxima alcanzada en la prueba de

desafio térmico de la trucha arco iris fue de 24 °C, a las 42 horas.

Wijekoon y col. (2015), evaluaron el efecto del cambio de temperatura en juveniles de la
trucha arco iris sobre la composicion de acidos grasos del muasculo. En la investigacién
sustituyeron completamente el aceite de pescado (aceite de arenque) por aceite de linaza, y
aceite de girasol. En la prueba de desafio aumentaron la temperatura de 10.0 a 18.0°C; cada

grado de temperatura fue aumentado en un intervalo de uno a dos dias. La dieta y la
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temperatura no tuvieron ningun efecto significativo sobre el crecimiento pero si se
observaron efectos sobre la composicion de acidos grasos del masculo.

Kieffer y col. (2009), disefiaron un experimento para examinar los efectos de diversos
desafios de temperatura, el consumo de oxigeno, la excrecion del amoniaco y la utilizacién
de las proteinas en juveniles de salmon del Atlantico Salmo salar. Los peces fueron
aclimatados a 15 °C y, posteriormente, dos grupos fueron expuestos aguda y abruptamente,
a 20 y 25 °C durante un periodo de 3 h, un tercer grupo de peces se eXpuso a un aumento
gradual de la temperatura a partir de 15 hasta alcanzar los 20°C durante un periodo de 3 h.
Los cambios a la temperatura aguda (15 a 20°C y 15 a 25°C) causaron de inmediato un
aumento en las tasas de consumo de oxigeno disuelto. Por el contrario, cuando la
temperatura se incrementé gradualmente, las tasas de consumo de oxigeno y la excrecion

de amoniaco se alteraron sélo marginalmente.
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9. CONCLUSIONES

1. Los parametros de crecimiento evaluados indicaron que la trucha respondid
adecuadamente a las condiciones de cultivo, ya que el peso total, la longitud total, la
ganancia de peso, asi como el factor de condicidn, el factor de conversion alimenticia, la
tasa especifica de crecimiento y la sobrevivencia, se encontraron dentro de los valores
reportados en la literatura como normales en cualquier cultivo. Al suministrar los
pigmentos carotenoides del Chile Ancho y los probiéticos, ademés de la combinacion de
ambos en la dieta basal, éstos presentaron un efecto marcado sobre los factores de
desempefio, ya que permitieron alcanzar un FCA de 1.06 a 1.30; una TEC de 1.59 a 1.70

%/dia y una sobrevivencia del 90 al 100%.

2. Los parametros hematoldgicos y bioquimicos evaluados en la trucha arco iris, mostraron
niveles optimos de respuesta al suministrar en la dieta carotenoides y probidticos,
incrementando los valores del hematocrito al 27%, los eritrocitos al 44%, los leucocitos al
42% y los trombocitos al 14%. Los valores observados en los diferentes tratamientos, se
ubicaron en los niveles considerados como normales para la especie en estudio. Los
parametros bioquimicos también mostraron un incremento al suministrar carotenoides y
probiéticos, incluyendo proteinas totales (72%) y albumina (75%). Los valores de AST no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (P> 0.05) en los tratamientos.

3. Los parametros de color evaluados en el presente experimento, presentaron valores
similares a los reportados en otras investigaciones al adicionar extracto no saponificados de
chile ancho C. annuum y probidticos. Esto sugiere, que es conveniente agregar al alimento
balanceado de la trucha arco iris 1g de probidticos y 1mL de oleorresina no saponificada de
chile por kg de alimento, debido a los beneficios inmuno-nutricionales y nutraceuticos que
promueven un mejor estado de salud, funcionando como promotores del crecimiento en
aquellas zonas donde la temperatura del agua se eleva mas alla del intervalo optimo de la

especie.
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4. Al adicionar pigmentos carotenoides del chile ancho C. annuum a las dietas
experimentales, el contenido total de carotenoides en el filete de la trucha se incremento
hasta alcanzar valores de 5.33 y 5.10 mg/kg, mientras que la dieta control fue de 1.3 mg/kg.
lo que representd el 310 y 292% respectivamente. Estos valores son superiores al minimo
de 4.0 mg/kg considerado como normal para lograr un color rosado en la trucha arco iris.
Las diferencias de color con respecto a la dieta control fueron altas, alcanzando valores de

273 y 280% mas respectivamente.

5. La trucha arco iris alimentada con una dieta experimental conteniendo pigmentos
carotenoides naturales y probi6ticos presentdé un mayor tiempo de sobrevivencia ante las
pruebas de desafio por estrés térmico, superando en 96 y 84% el tiempo de sobrevivencia
con respecto a la dieta control. Lo que refuerza el papel de los aditivos utilizados en el

presente experimento.
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ANEXO A

PRUEBAS DE HOMOCEDASTICIDAD DE VARIANZA

Tabla 1. Prueba de homogeneidad de varianza de Levene para
las variables peso y longitud total a los cero dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S

Longitud Total (cm) 0.110802 ns
Peso (g) 0.699355 ns
K 0.848409 ns

S= Significancia; K= Factor de condicién.

Tabla 2. Prueba de homogeneidad de varianza de Levene para
las variables peso y longitud total a los 22 dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S

Longitud Total (cm) 0.980675 ns
Peso (g) 0.000001 **
K 0.302256 ns

S= Significancia; K= Factor de condicién.

Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianza Levene para
las variables peso y longitud total a los 45 dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S

Longitud Total (cm) 0.000122 **
Peso () 0.000000 **
K 0.060979 ns

S= Significancia; K= Factor de condicidn.
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Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianza de Levene para
las variables Hematologicas y Bioguimicas a los cero dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S

Hematocrito (%) 0.000059 **
Proteinas totales (g/dL) 0.179624 ns
AST (U/L) 0.323344 ns
ALT (U/L) 0.157282 ns
Albumina (g/dL) 0.554636 ns
Albumina (g/dL) 0.192902 ns
Leucocitos (x10” cél./uL) 0.173551 ns
Trombocitos (cél/uL); 0.166288 ns

S= Significancia.

Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianza de Levene para
las variables Hematoldgicas y Bioquimicas a los 45 dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S

Hematocrito (%) 0.000059 **
Proteinas totales (g/dL) 0.031125 *
AST (U/L) 0.220779 ns
ALT (U/L) 0.315926 ns
Albumina (g/dL) 0.433610 ns
Albdmina (g/dL) 0.178445 ns
Leucocitos (x10” cél./uL) 0.555882 ns
Trombocitos (cél/uL); 0.178838 ns

S=Significancia.
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Tabla 6. Prueba de homogeneidad de varianza de Levene para
las variables carotenoides y de color a los 45 dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S

Rojo (a*) 0.000000 **
Amarillo (b*) 0.000020 **
Croma (C*) 0.000000 **
Tono (H*) 0.000001 **
Luminosidad (L*) 0.322967 ns

Carotenoides en el filete (mg/kg)  0.000000 **
S=Significancia.

Tabla 7. Prueba de homogeneidad de varianza de Levene para
las variables de desafio a los 45 dias.
Efectos significativos (P< 0.05).

Variable S
Tiempo (min) 0.403456 ns
Temperatura Media C 0.276706 ns
S=Significancia.
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