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Resumen Ejecutivo y palabras claves

El propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto de la restriccion del alimento en P.
brachypomus con la adicion de B. subtilis en la dieta. Se aplicaron estrategias de restriccion
alimenticia durante 28 dias, cada uno con periodo de ayuno y realimentacion,
proporcionandoles el 3% de la tasa de ingesta. Se utilizd6 144 peces juveniles de P.
brachypomus con 222,29 + 38,26 g de peso y 18,33 * 1,18 de longitud, dispuestos en ocho
tratamientos con tres réplicas, T1prob (alimentacion por 6 dias y ayuno de 1 dia, con B.
subtilis); T1lsprb (alimentacion por 6 dias y ayuno de 1 dia, sin B. subtilis); T2prob
(alimentacion por 4 dias y ayuno de 3 dias, con B. subtilis); T2sprb (alimentacion por 4 dias
y ayuno de 3 dias, sin B. subtilis); T3prob (alimentacion por 2 dias y ayuno de 5 dias, con B.
subtilis); T3sprb (alimentacion por 2 dias y ayuno de 5 dias, sin B. subtilis); Cprob
(alimentacion por 7 dias, con B. subtilis) y Csprb (alimentacion por 7 dias, sin B. subtilis)
Se realiz6 mediciones zootécnicas a los dias 1 y 28, para determinar los parametros
productivos como: ganancia de peso (GP), conversion alimenticia (CA), eficiencia
alimenticia (EA), indice de condicion (K) y supervivencia (S). Al final del experimento los
animales fueron sacrificados para toma de muestras sanguineas, determinandose
hematocrito, hemoglobina, perfil leucocitario; ademas de obtener su higado y musculo, para
su indice hepatosomatico, contenido proteico y lipidico. Se utiliz6 un disefio completamente
al azar y se trabajo significativamente con Test de Tukey. Los individuos que toleraron
ayuno presentaron resultados similares estadisticamente en relacién a los grupos control en
cuanto a parametros productivos. El analisis bromatoldgico del mdsculo a nivel proteico en
el T1spb fue superior (18,74 + 9,03) mientras en el T3spb presentan los menores valores
(11,78 + 7,34). El perfil hematoldgico presentd un incremento de hematocrito (44,66 + 5,79)
y hemoglobina (14,88 £ 1,93) en el T3sprb, siendo el de mayor respuesta, y el T1prob el mas
bajo (28,61 + 2,96; 9,53 + 0,98, respectivamente). El conteo leucocitario incrementd su
respuesta con B. subtilis. Se concluye que la restriccion de alimento del T2prob (4 dias de
alimentacion y 3 dias de ayuno, con B. subtilis) present6 valores estadisticamente similares
a los controles en los indicadores productivos, hematoldgicos y bromatoldgicos,

identificandose como una estrategia de alimentacion para P. brachypomus.

Palabras claves: Piaractus brachypomus, ayuno, hepatosomatico, inmunoestimulante,

probidtico.



Abstracts and keywords

The purpose of this work was to evaluate the effect of food restriction on P. brachypomus
with the addition of B. subtilis in the diet. Food restriction strategies were applied for 28
days, each with a fasting and feedback period, providing them with 3% of the intake rate.
144 juvenile P. brachypomus fish were used with 222.29 + 38.26 g in weight and 18.33 +
1.18 in length, arranged in eight treatments with three replicates, T1prob (feeding for 6 days
and fasting for 1 day , with B. subtilis); T1sprb (feeding for 6 days and fasting for 1 day,
without B. subtilis); T2prob (feeding for 4 days and fasting for 3 days, with B. subtilis);
T2sprb (feeding for 4 days and fasting for 3 days, without B. subtilis); T3prob (feeding for
2 days and fasting for 5 days, with B. subtilis); T3sprb (feeding for 2 days and fasting for 5
days, without B. subtilis); Cprob (feed for 7 days, with B. subtilis) and Csprb (feed for 7
days, without B. subtilis). Biometrical measurements were made on days 1 and 28, to
determine the productive parameters like: weight gain (GP), food conversion (CA), food
efficiency (EA), condition index (K) and survival (S). At the end of the experiment the
animals were sacrificed for blood sampling, determining hematocrit, hemoglobin, leukocyte
profile; In addition to obtaining your liver and muscle, for its hepatosomatic index, protein
and lipid content. A completely randomized design was used and significantly worked with
Tukey Test. Individuals that tolerated fasting presented similar results statistically in relation
to the control groups, in terms of productive parameters. The protein bromatological analysis
at the protein level in T1spb was higher (18.74 + 9.03) while in T3spb they had the lowest
values (11.78 £ 7.34). The hematological profile showed an increase in hematocrit (44.66 +
5.79) and hemoglobin (14.88 * 1.93) in T3sprb, with the highest response, and T1prob the
lowest (28.61 + 2,96; 9.53 £ 0.98, respectively). The leukocyte count increased its response
with B. subtilis. It is concluded that the food restriction of T2prob (4 days of feeding and 3
days of fasting, with B. subtilis) presented statistically similar values to the controls in the
productive, hematological and bromatological indicators, being identified as a feeding

strategy for P. brachypomus

Keywords: Piaractus brachypomus, fasting, hepatosomatic, immunostimulant, probiotic.
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CAPITUPLOI

1. INTRODUCCION

El impacto social y econdmico que ha ocasionado la produccion piscicola a nivel mundial
para la obtencién de alimentos para subsistencia familiar y generacion de ingresos, se ha
convertido en una solucién para todos los que habitamos en el planeta (FAO, 2016)

Los peces son el recurso proteico que mas aporta a la dieta de la poblacion humana; y la
piscicultura contribuye con aproximadamente el 50% de los productos pesqueros globales
destinados a la alimentacion (FAO, 2018). Este gran volumen ha desencadenado la
necesidad de intercambio de informacion fiable para el mejor desarrollo de cultivos

piscicolas.

Los costos del alimento balanceado, infraestructura y provision de semilla, son los
problemas que han limitado la produccion piscicola , debido a que representan una inversion
considerable para pequefios y medianos piscicultores (Perdomo, Castellanos, Gonzélez y
Perea, 2013). Asi, el manejo alimentario y el desarrollo de estrategias de restriccion
alimenticia en especies de mayor interés, como la cachama (Piaractus brachypomus),
permitiran ser mas eficientes en la utilizacion del alimento al reducir costos de produccion
y determinar los puntos criticos de un crecimiento compensatorio en respuesta a periodos de

ayuno.

Los peces a diferencia de otros vertebrados que son producidos para alimentacién, son
animales poiquilotermos, es decir dependientes metabdlicamente de su contexto ambiental
(Garcia y Rodriguez, 2016). Y estan adaptados a periodos sin alimentacion en condiciones
naturales, principios que generan estrategias diferenciadas en cuanto a su manejo productivo,

de las cuales hay que aprovechar para hacer un cultivo mas eficiente (Suérez et al., 2010).

La restriccion alimenticia en los peces, es un periodo de no ingesta de nutrientes que genera
que los procesos vitales se sustenten debido a las reservas energéticas (lipidos, proteinas y
carbohidratos) en depdsitos hepaticos y musculares que se acumulan durante periodos de

disponibilidad de alimento, lo cual es muy comdn en los peces de habitat natural debido a

1



que usualmente son sometidos a largos periodos de ayuno por diferentes causas, motivo por
el cual, adaptaron movilizar sus componentes corporales como fuente de energia para su

supervivencia (Zamudio y Landines, 2018).
1.1. Problema de Investigacion

Ecuador busca alcanzar la seguridad alimentaria de la poblacion principalmente rural y
amazonica, por medio de la produccién piscicola que actualmente experimenta un rapido
crecimiento, pero con un limitado conocimiento sobre su manejo. En la piscicultura el
alimento balanceado representa uno de los mayores rubros del costo de produccién, en este
entorno, la restriccion de alimento en la cachama, con la incorporacion B. subtilis puede
constituir una buena alternativa para mitigar los costos. Sin embargo, se desconoce su efecto

en condiciones de la Amazonia ecuatoriana.
1.2. Formulacion del problema

Las cachamas en la categoria juvenil muestran un efecto significativo del crecimiento
compensatorio, al incluir en la dieta B. subtilis bajo distintos periodos de restriccion

alimentaria.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la restriccion de alimento en cachama (Piaractus brachypomus), con la

adicién de Bacillus subtilis en la dieta.
1.3.2. Objetivos especificos

- Determinar el crecimiento compensatorio mediante indicadores productivos ganancia de
peso (GP), conversidn alimenticia (CA), eficiencia alimenticia (EA), indice de condicion
(K) y supervivencia (S) en respuesta a distintos periodos de restriccion de alimento en la
cachama.

- Analizar la influencia de la restriccion de alimento en la movilizacion del contenido

proteico, lipidico del higado y mdsculo en cachamas juveniles.



- Determinar el efecto de Bacillus subtilis en cachamas juveniles sometidas a diferentes
periodos de restriccién de alimento mediante su perfil hematoldgico (glébulos rojos y
blancos).



CAPITULO II

2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION

2.1. Generalidades

Segun la FAO (2018) a lo largo de las ultimas décadas la produccion acuicola esté creciendo
paulatinamente, demostrando que la carne de pescado para el consumo, en el afio 1974
alcanzaba solo el 7 % de produccion, mientras que en el afio 2004 alcanz6 un 39% de carne
para satisfacer la demanda, consiguiendo superar a la captura de pesca en el afio 2014, con

una produccion de 73,8 millones de toneladas, equivalente a un 47%.

Este auge en el crecimiento de la produccion acuicola se debe mayormente por la seguridad
alimentaria en la poblacion, debido a su alto valor nutricional en proteina, aminoacidos, y su
bajo contenido caldrico (FAO, 2016).

Ecuador es un pais que cuenta con una situacion geografica y condiciones climaticas
adecuadas para desarrollar actividades acuicolas; por cuanto se han establecido cultivos de
camaron, tilapia, cachama, trucha entre las principales productos acuaticos que satisfacen
la demanda de los mercados, ademas se expanden los cultivos de peces nativos amazonicos
como el paiche, bagre, bocachico sabalo, llegando hacer alternativas viables y rentables
(Ali6, Bravo, Lucas y Mieles, 2015).

2.2. Crecimiento

El crecimiento es el incremento de peso o aumento de tamafio que un individuo adquiere
desde que inicia su etapa prenatal en la formacion del cigoto, y finaliza cuando alcanza su
peso adulto y conformacion corporal, dado por el incremento del nimero de células

(hiperplasia) o por el aumento del volumen de las células (hipertrofia) (Mommsen, 2001).

Este proceso se ve afectado por factores bidticos como su disponibilidad, la composicion de
los alimentos, el estado de salud de los peces, la edad, el sexo, entre otros y los factores
abidticos como la temperatura, la salinidad, que durante el cultivo pueden influir en el estado
fisiologico de los peces, afectar la digestion y la transformacion quimica de los nutrientes,

interrumpiendo el crecimiento (Hernandez, Hurtado y Pefia, 2019).



2.3. Regulacion de consumo

Pérez et al. (2018) definen que la regulacién de consumo se realiza a nivel del hipotalamo
en el cerebro, influenciada por hormonas y proteinas que ajustan la respuesta hormonal a
cambios ambientales y nerviosos. Entre las hormonas encargadas de la respuesta a la
regulacion de consumo o ayuno se mencionan las siguientes: GH (Hormona del
crecimiento), GHR (receptoras de GH) y las IGF’s (Inhibidores de crecimiento); y proteinas
como las: IGFBP (Proteinas de union del IGF) E IGF-1R (Receptora de IGFBP). Los cuales
generan estimulos que se mencionan a continuacion: orexigénicos que son los promotores
del consumo de alimentos, como el Neuropéptido “Y”, la orexina y la galanina; y
anoxigeénicos que son los que inhiben el consumo de alimentos como la colecistoquinina, la
expresion regulada por cocaina y anfetamina, y el factor liberador de corticotropina (Zamora
et al., 2009).

La leptina es una hormona peptidica sintetizada en el tejido adiposo y liberada al torrente
sanguineo en proporciones definidas hasta llegar al hipotalamo, encargado de inhibir la
actividad de los estimulos orexigénicos cuando el individuo ha sido alimentado y favorecer
la actividad de los estimulos anorexigénicos cuando atraviesa un periodo de restriccion

alimentaria (Pérez, 2018).
2.4. Metabolismo

Despaigne, Cobian, Cala, Bonaventure y Dominguez (2012) describen al metabolismo como
el proceso de transformacidn de energia para la conservacion y reproduccion de las células
dentro de un organismo vivo, a través de reacciones quimicas segregadas absolutamente con
precision, en todas las formas de vida desde algas unicelulares hasta mamiferos durante las

fases de crecimiento y desarrollo.
2.5. Restriccion alimentaria

La restriccion alimenticia es un evento temporal, por el cual, las posibilidades del animal de

adquirir alimento son limitadas, ya sea, en cantidad o en calidad (Rodriguez, 2012).

La restriccion alimenticia o ayuno de los peces, es un periodo de no ingesta de nutrientes

que genera que los procesos vitales se sustenten debido a las reservas energéticas (lipidos,



proteinas y carbohidratos) en depdsitos hepaticos y musculares acumuladas durante periodos
de disponibilidad, lo cual es muy comin en los peces de estado natural debido a que
usualmente son sometidos a largos periodos de ayuno por diferentes causas; asi, adaptaron
movilizar sus componentes corporales como fuente de energia para su supervivencia
(Zamudio y Landines, 2018); asi el ayuno tiene implicaciones sobre la cascada hormonal de

regulacion de la ingesta de alimentos.

Pérez (2018) describe que en su mayoria las especies redfilicas experimentan eventos
temporales de ayuno, debido a la busqueda de las condiciones ideales para su reproduccion.
Por su parte Tovar, Rabello, Zuanon y Farias (2014) explican que los machos de
Osteoglossum bicirrhosum (arawanas) protegen a sus crias, motivo por el cual restringen su
alimentacion y en compensacion movilizan sus componentes corporales como fuente de

energia para su supervivencia.

Riafo, Landines y Diaz (2011) mencionan que la aplicacion de estrategias de restriccion
alimenticia, durante dias previos al faenamiento, da impulso al proceso de degradacion de
nutrientes hasta alcanzar la extraccion energética y su disponibilidad, ademas ayuda en la
movilizacion de los lipidos, logrando mejorar la calidad de la canal tanto en dorada (Sparus

aurata) y en salmén (Salmo salar).

La aplicacion de la restriccion alimenticia como estrategia favorece el manejo productivo, al
contribuir de manera eficiente el aprovechamiento del alimento, ademas permite reducir
agresiones a causa de competencias sociales e incrementos desproporcionados de tamafio y

asegurar una alta de supervivencia (Perdomo et al., 2013).
2.6. Crecimiento compensatorio

El crecimiento compensatorio dentro del animal, es el aumento acelerado de su crecimiento
al reiniciar su disponibilidad alimenticia, luego de un periodo de ayuno, donde su respuesta
esta influenciada por la composicion de la dieta, el sexo, su estado de madurez, la severidad
de la restriccion alimentaria, la temperatura y la calidad del agua (Gomez, Vasquez y
Valencia, 2016). Como ejemplo se tiene, que en el caso de juveniles de Brycon amazonicus
se adaptaron a periodos de ayuno sin comprometer relevada mente su homedstasis, sus

cambios fisiolégicos y metabdlicos, ademas la principal fuente de energia usada fue el



glucogeno hepatico al ser expuestos por doce semanas a periodos de restriccion alimenticia
(Zamudio y Landines, 2018).

Yang y Jeong-Yeol (2012) recomiendan como una herramienta estratégica el crecimiento
compensatorio, debido a que reduce los costos de produccion, al mejorar la eficiencia en la

conversién alimenticia y al optimizar la tasa de crecimiento.
2.7. Probiotico

World Gastroenterology Organisation (2017) define a un probidtico como un suplemento
alimenticio integrado por una alta carga microbiana capaz de afectar y disminuir las bacterias
intestinales patdgenas e incrementar la poblacion bacteriana beneficiosa, por ende,

beneficiar al organismo.

Newaj, Al-Harbi y Austin (2014) mencionan que en el campo acuicola se ha establecido el

uso de los generos Vibrio, Bacillus y Pseudomonas, como probidticos.

Garcia, Gutiérrez y David (2015) describen que los probioticos actuan dentro de sus

hospedantes a través de diferentes mecanismos, descritos a continuacion:

3. Ejercen procesos antagonicos contra los microorganismos patogenos, al producir
compuestos inhibidores de su locomocion y proliferacion,

4. Protegen la mucosa intestinal al colonizar el intestino y rivalizar el espacio al
competir contra los microorganismos patdgenos,

5. Contribuyen la produccion de anticuerpos, enzimas Yy péptidos microbianos,
estimulando el sistema inmune,

6. Favorecen la degradacion del alimento y la absorcion de nutrientes en el tracto

gastrointestinal del hospedante, gracias a la produccion de suplementos enzimaticos.
2.8. Bacillus subtilis

Es una bacteria probidtica ha sido empleada en animales acuaticos, mediante la conjugacién
del alimento balanceado o vivo, no presenta toxicidad en los huéspedes mas bien emerge
como solucién al crecimiento, a las infecciones y a la tension, brindando un incremento en
los parametros productivos, reduccion de los bajos indices de supervivencia y elevados

niveles de estrés (Guidoli, Hernandez, Boehringer, Sanchez y Nader, 2016).



B. subtilis se desarrollan en ambientes aerobios y anaerobicos, presentando un corpusculo
que tiene la capacidad de resistir condiciones adversas como un pH alto, irradiacién UV,
temperaturas altas, disolventes y largos periodos de almacenamiento sin refrigeracion;
ademas, posee propiedades como la facilidad de utilizar nutrientes para su crecimiento, una
elevada produccion de enzimas y la secrecion de compuestos antimicrobianos (Olmos y
Paniagua, 2015).

2.9. Cachama

La cachama blanca Piaractus brachypomus es una especie reofilica, originaria de la cuenca
Amazonica y del Orinoco (Abad, Rincén y Poleo, 2014). Posee cualidades que le hacen
Unica, como su rusticidad que le permite tolerar condiciones medioambientales
desfavorables y adaptarse con factibilidad, posee un rapido crecimiento y tiene un habito
alimenticio omnivoro, sin olvidar su demanda en el mercado (Felipa, Blas y Alcantara,
2017).

Gomez et al., (2016) aplicaron diferentes frecuencias de alimentacion y de ayuno, para
comprender el aprovechamiento nutritivo en el crecimiento de alevinos de Piaractus
brachypomus a lo largo de 150 dias, sugiriendo la aplicacion de estrategias cortas de
restriccion alimenticia, debido, a que no hay afectaciones en su crecimiento, ni en sus

parametros nutritivos y economicos.

Otro ejemplo por parte de Rodriguez y Landines (2011) mencionan en el caso de juveniles
de P. brachypomus no limitaron su crecimiento y no ocurrieron cambios fisiologicos

notables, al ser expuestos por ocho semanas a periodos de restriccidn alimenticia.



CAPITULO 111l

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

La ejecucion del proyecto se llevé a cabo en el Programa de Recursos Acuéticos del Centro
de Investigacion, Posgrado y Conservacion Amazonica (CIPCA), ubicado en la Region
Amazonica Ecuatoriana, localizada entre las provincias de Pastaza y Napo, cantones Santa
Clara y C.J. Arosemena Tola, con una altitud promedio de 561 m.s.n.m., 01° 18' 00" de
latitud Sury 77° 52' 59,88" de longitud Oeste junto a la desembocadura de los rios Piatda y
Anzu, a una altura de 561, a temperatura oscila entre los 15 a 25 °C, pluviosidad de 4 000
mm anuales y humedad relativa entre el 80% (CIPCA, 2018).

3.2. Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental en la cual se evalué el efecto de la restriccion de
alimento y respuesta del comportamiento compensatorio en la cachama (P. brachypomus)

con la adicion de B. subtilis en la dieta.
3.3. Métodos de investigacion

3.3.1. Seleccidn de ejemplares

Para el manejo de la restriccion alimentaria se seleccioné ejemplares de cachama conforme
a la categoria juvenil, 144 peces, con un peso promedio de 222,29 + 38,26 g y 18,33 £ 1,18
cm de longitud. EI material experimental se obtuvo de la empresa Peces Tropicales del

canton Lago Agrio.
3.3.2. Manipulacién del cultivo experimental

Se utilizaron dos estanques cubiertos con geomembrana con el fin de evitar la infiltracién
del agua. El primer estanque fue utilizado por los animales con la adicién de la dieta sin B.
subtilis, mientras el segundo estanque fue utilizado por los animales con la dieta adicionada
con B. subtilis. Los animales permanecieron en jaulas flotantes de 0,80 m x 0,80 m (0,64

m?), las cuales llegaron a ser colocadas en las orillas de los estanques para facilitar la

9



administracion del alimento. Las jaulas fueron elaboradas con tubos PVC de 0,5 y red de 1

pulgada.

El experimento tuvo una duracion de 30 dias, tiempo en el cual se suministro el alimento
conforme a los tratamientos en un rango maximo del 3 % de la biomasa (segun los protocolos
de manejo usual por parte de productores piscicolas), conjuntamente con la adicion del
probiotico (B. subtilis) a una dosis de 0,5 g / 1000 g de alimento y aceite de pescado 1 g /
1000 g, se distribuyo dos veces al dia.

La dieta proporcionada tiene el siguiente analisis quimico, tabla 1.

Tabla 1. Analisis quimico de la dieta

Parametros %
Humedad (max.) 12
Proteina (min.) 28
Grasa (min.) 3
Ceniza (max.) 13
Fibra (max.) 9

Fuente: ABA Ecuador (2019)

A continuacidn, se describe los tratamientos evaluados en la tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos

Tratamientos Descripcion
Tlprob Alimentacion con probidtico durante 6 dias y ayuno de 1 dia
Tlsprb Alimentacion sin probidtico durante 6 dias y ayuno de 1 dia
T2prob Alimentacion con probidtico durante 4 dias y ayuno de 3 dias
T2sprb Alimentacion sin probiotico durante 4 dias y ayuno de 3 dias
T3prob Alimentacion con probidtico durante 2 dias y ayuno de 5 dias
T3sprb Alimentacion sin probiodtico durante 2 dias y ayuno de 5 dias
Cprob Alimentacion con probidtico durante 7 dias
Csprb Alimentacion sin probidtico durante 7 dias
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3.3.3. Toma de muestra

3.3.3.1. Indicadores productivos

Se realiz6 mediciones de la ganancia de peso, conversion alimenticia, eficiencia alimenticia,
tabla 3.

Tabla 3. Indicadores productivos

Variable Ecuacion Interpretacion
Ganancia de peso GP=Pf—Pi Pf = peso final
Pi = peso inicial
Conversion alimenticia CA=1/GP I = ingestion total de
alimento

GP = ganancia de peso
Eficiencia alimenticia EA=GP/1*100 GP = ganancia de peso
I = lingestion total de

alimento

Fuente: Fracalossi y Cyrino (2012)

3.3.3.1.1. Indice de condicion

Segun Bonilla, Mayer, Estruch y Jover (2017) describen que el indice de condicion es
utilizado para apreciar el bienestar del pez o su poblacién, en base de su longitud y peso, la

cual se ejecuté mediante la ecuacién propuesta por (Felipa et al., 2017):

K =W/L3,
Donde:
K = factor de condicion
W = el peso en gramos

L = longitud en cm

3.3.3.1.2. Supervivencia

Se ejecuto la ecuacion respectiva para determinar el porcentaje de supervivencia, descrita
por (Bru, Pertlz, Ayazo, Atencio y Pardo, 2017).
11



S = (Nf - Ni) *100,
Donde:
S = Supervivencia
Nf = Namero final de peces

Ni = Numero inicial de peces
3.3.3.2.Variables morfométricas

Al culminar el periodo de experimentacion se sacrifico los ejemplares para obtener su peso

corporal y del higado, que permitieron definir las variables morfométricas como:

3.3.3.2.1.Indice hepatosomatico

El indice hepatosomatico se realiz6 para conocer las reservas energéticas del pez, por medio
de la ecuacion descrita por (Abad et al., 2014)

IHS = (PH / PF) *100

Donde:
PH = Peso del higado en gramos,

PF = Peso final o corporal en gramos
3.3.4. Analisis de laboratorio

Al finalizar las cuatro semanas de experimentacion, fueron sacrificados 72 ejemplares con
la ayuda del analgésico (Eugenol), para reducir los niveles de estrés en el animal. Se extrajo
1 ml de sangre obtenida de la vena caudal (Ligfia et al., 2018) empleando jeringas
desechables de 3 ml impregnadas con heparina (anticoagulante).

Ademas, se extrajo tejido hepatico y muscular siendo conservadas en congelacion a — 0 °C,
por los dias siguientes, mientras que las muestras de sangre se almacenaron en refrigeracion
a 7 °C, para sus respectivos analisis bromatoldgicos y hematoldgicos, descritos a

continuacion:
3.3.4.1. Anélisis proximal

Se realiz6 el analisis proximal de acuerdo con la metodologia establecida por (AOAC, 1984).

El contenido de proteina se obtuvo por el método de Kjeldahl, descrita por (Lanza, Churidén
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y Gomez, 2016) a traves del equipo digestor el cual involucra procesos de digestion &cida
con &cido sulfurico concentrado y su posterior destilacion recogida con acido bérico al 2%,
luego Ia titulacion con &cido sulfarico al 0,2 % para conocer el contenido de nitrégeno y
determinar el nivel proteico por medio de la siguiente formula, basada en un protocolo

gravimétrico:

P=V*N*F*0.014/M * 100,

Donde:
P = Contenido de proteina en %
V = &cido sulflrico consumido en ml
N = Normalidad del acido (0,2)
F = Factor para convertir el contenido de nitrégeno a proteina (6,25), segun (Bai, Reddy y
Sivashankar, 2015).
M = Peso de muestra en gr

La determinacion de lipidos crudos se obtuvo por medio del método de Soxhelt, descrita por
(Polo, 2012), donde se trabajo con muestras previamente secas Yy encartuchadas, las cuales
fueron sometidas al equipo de Soxhelt, agregando el solvente éter de petréleo para lograr
extraer el contenido de grasa y apreciar el contenido de grasa por medio de la siguiente

formula, basada en un protocolo gravimétrico:
G=M1-M2/M*100

Donde:
G = Contenido de grasa (%)
M1 = Peso del balon + grasa extraida (g)
M2 = Peso del balon vacio (g)

M = Peso de muestra desengrasada (g)

3.3.4.2. Analisis hematoldgico

Previo a la extraccion de sangre, cada organismo fue pesado (g) y medido (cm),
seguidamente de la toma de sangre 1 ml, para el analisis hematoldgico.

El analisis hematoldgico se realizé por medio de una distribucion del analisis por series como
linea roja: todo relacionado a globulos rojos encargadas del transporte de oxigeno; linea

blanca: células blancas encargadas de la inmunidad. EIl contenido de hematocrito se
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determind al utilizar el método de microhematocrito, con una pequefia muestra de sangre en
capilar de 75 mm de longitud y didmetro interno de 1,1 mm, sellado al borde inferior con
jabon neutro y centrifugacion a 12.000 rpm por 2 minutos, la medicién fue por medio de una
regla milimétrica desde el borde superior del plasma hasta el inicio de la columna de
eritrocitos, expresando los resultados en porcentaje (%). Posteriormente se utilizo la
metodologia de calculo, para determinar los niveles de hemoglobina (Hb) en g/dl, por medio
de la siguiente ecuacidn, descrita por (Cerdn, 2014).

Hb=H/3,
Donde:
Hb = Hemoglobina
H = Hematocrito

Para determinar el diferencial leucocitario, se realizaron frotis sanguineos por duplicados,
que fueron tefiidos con Tincién Wright (Ligfa et al., 2018). Una vez tefiidos los frotis el
recuento diferencial se realizé en un microscopio optico y se contd las células hasta un total
de cien, con la ayuda del equipo de recuento celular. Los leucocitos observados fueron
clasificados en linfocitos, neutrofilos, monocitos y eosinofilos. Los resultados se expresaron

en porcentajes (%) de células segn cada poblacion leucocitaria.
3.4. Disefio de la investigacion

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) simple, con ocho tratamientos, tres

réplicas dentro de cada tratamiento, a su vez cada repeticion constd de seis peces.
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3.5. Factores de estudio

Variables dependientes

Variables independientes

Ganancia de peso
Tasa de conversion alimenticia
Eficiencia alimenticia
indice de condicion
Supervivencia
indice hepatosomatico

Perfil hematologico (células blancas,

células rojas y hemoglobina)

Contenido de proteina y grasa en el

musculo e higado

Tratamiento 1 + probidtico

Tratamiento 2 + probi6tico

Tratamiento 3 + probidtico

Control + probi6tico

Tratamiento 1 sin probiético

Tratamiento 2 sin probiético

Tratamiento 3 sin probiético

Control sin probiético

3.6. Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA, seguido de una prueba de medias de Tukey, con

(p < 0,05). Los analisis se realizaron con el programa SPSS version 25.

3.7.  Recursos humanos y materiales

3.7.1. Recursos humanos

Responsable del proyecto de peces (1)
Trabajador del area (1)

Responsables de los laboratorios de la UEA (2)
Estudiantes (2)

Tutor (1)
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3.7.2. Recursos materiales

Tabla 4. Materiales

Material Equipo de pesca Equipo de Materiales Reactivos
Bioldgico e instalaciones Laboratorio
Termometro, Libreta, Soluciones de
Juveniles de Estanques, porta y cubre esfero, conteo de células
. I objetos, marcador, .
cachama, jaulas flotantes, microscopio, adhesivos, sanguineas,
Probiético redes pipeta de papel Solventes para
(Bacillus 10001, absorbente, bromatologia:
- tubos bandeja . ,
subtilis) ) ) Eter de petroleo
capilares, ]
balanzas, Acido sulfurico
equipo
Soxhelt,

digestor




CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El ensayo experimental se realiz para evaluar el efecto de la restriccion de alimento en
cachama P. brachypomus, con la adicion de B. subtilis en la dieta, con una racion estimada
del 3% de la tasa de ingesta. Durante el experimento no hubo mortalidad y estuvo sometido

a temperaturas descritas en la tabla 5.

Tabla 5. Temperatura durante el ensayo experimental

Semana Temperatura®C
Mafiana Tarde
3 -9 junio 22,57+0,53 25,29 £ 0,49
10 — 16 junio 22,43 +£0,79 25,00 + 0,58
17 — 23 junio 18,29 + 2,93 22,71 +1,80
24 — 30 junio 20,43 £ 2,57 23,29+ 111

4.1. Indicadores productivos

Se realizaron tres mediciones, al inicio, a los 14 y 28 dias del experimento, obteniéndose los

siguientes resultados:
4.1.1. Ganancia de peso

El grafico 1 muestra que todos los animales del experimento incrementaron su peso durante
el ensayo, atribuible a la juventud de los alevinos. La dispersion de los datos que se observa
en el gréafico de barras, analizadas mediante ANOVA evidenciando diferencias estadisticas.
A los 28 dias, la mejor ganancia de peso obtuvo el T1 con B. subtilis (6 dias de alimentacion
y 1 de ayuno), en cambio el T3 con B. subtilis (2 dias de alimentacion y 5 de ayuno) obtuvo

un bajo peso.
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Wri(g (P=0475;EE=3188)
%00 WP30d (9) (p-0,056); € = 2,7130)

g

Peso individual (g)

8

Cprob Cspb Tiprob Tispb T2prob T2spb T3prob T3spb

Tratamiento
Gréfico 1. Evolucion de la ganancia de peso en P. brachypomus durante el experimento

Nota: las letras sefialan grupos estadisticos diferentes segin el Test de Tukey a los dias 1 y 30 respectivamente. Pi= peso inicial y P30d=

peso a los 30 dias.

Al considerar la biomasa, el ANOV A no detecta diferencias significativas entre tratamientos,
reflejado en el grafico 2.

Esi (g) (p = 0,467 ; EE = 14,08167)
2000 [B30d (g) (p=0,136 ; EE = 21,12114)

1.500

Biomasa (g)
e

Cprob Cspb Tilprob Ti1spb T2prob T2spb T3prob T3spb

Tratamientos
Gréfico 2. Biomasa de P. brachypomus durante el ensayo experimental

Los resultados de incremento de peso, muestran que no hubo diferencias significativas para

este pardmetro. Al comparar los valores obtenidos en P. brachypomus por Rodriguez (2012)
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que trabajoé con juveniles de 58,40 + 6,56 g con uno, dos y tres dias de ayuno y uno, dos y
tres dias de alimentacidn respectivamente, se observo que su ganancia de peso fue inferior,
aunque cabe resaltar que el tiempo de ese experimento fue el doble al de esta investigacion.
Lo que repercute B. subtilis, denotando resultados superiores a lo obtenido del experimento
de Salinas (2019), quien trabajé con peces de 156,25 g de peso con alimentacion diaria.
Ademaés Hualinga (2013) obtuvo una ganancia de peso mayor al trabajar con una dosis de 6
ml/kg del probidtico comercial EM-AGUA (mezcla de Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus casei con Saccharomyces cerevisae) en alevinos de P. brachypomus.

4.1.2. Conversion alimenticia

EI ANOVA respecto ala TCA, en el grafico 3 no detecta diferencia significativa. Se observo

que durante el periodo experimental la tasa de conversién alimenticia considerada mas
eficiente estuvo en el T3 con y sin B. subtilis. Asi, se puede mencionar que a mayor
restriccién alimenticia mayor absorcion de nutrientes como adaptacion a los periodos de
ayuno. También resalta el T2 prob en la eficacia de la conversion, debido al aprovechamiento
del alimento reflejado en su ganancia de peso, con respecto a los diferentes tratamientos.

Tasa de conversion alimentaria

500 Factor
(p=0,691; EE =0,21717)

4,00
3,00
2,0
1.0
00

Cprob Cspb Tiprob Tispb T2prob T2spb T3prob T3spb

Enormal
HEProb

TCA

(=]

(=]

Tratamientos

Grafico 3. Tasa de conversion alimenticia en P. brachypomus durante el ensayo

experimental
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Una vez calculado los indices de eficiencia alimentaria, el ANOVA realizado para estos
datos, expuestos en el grafico 4, muestra que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos, siendo el factor experimental mas importante el ayuno sobre la aplicacion del

probiotico.

4.1.3. Eficiencia alimenticia

Eficiencia Alimentaria

Factor
(b = 0,066 ; EE = 2,75055) B normal

W Prob

50,00

40,00

30,00

EA

20,00

10,00

00
Cprob Cspb Tiprob Ti1spb T2prob T2spb T3prob T3spb

Tratamientos
Grafico 4. Eficiencia alimenticia en P. brachypomus durante el ensayo experimental

El ensayo determind que juveniles de P. brachypomus exigen una mayor cantidad de
alimentacion comparado con el resultado de Contreras y Canchilla (2012). Mufioz (2018),
también reporta una mejor TCA en Oreochromis niloticus, cultivado en sistemas de bioflocs
(BFT). Asi mismo, Perdomo et al. (2013) indican una TCA mejor con Oncrohynchus mykiss.
Anastacio (2016) reporta en P. brachypomus un indice de conversion semejante al T3 cony
sin B. subtilis por su eficiencia en la conversion alimenticia. En efecto Tueros (2018) afirma
que la categoria y el peso del animal influye en el indice de conversion alimenticia, ademas

que se pudieron dar interacciones de la temperatura ambiental sobre la tasa de ingesta.
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4.1.4. Indice de condicién

Al realizar el andlisis de indice de condicidn (K) representado en el grafico 5, se observa que
al inicio y después del experimento no presentaron diferencias significativas, es decir, que
los animales llegaron a tener un bienestar homogéneo. Pero al finalizar el ensayo se observa
un descenso de K, esto puede atribuirse al cambio drastico de la temperatura que sufrieron

los animales.

Indice de condicion
Wi (p = 0,987 ; EE = 0,00213)

25 M 30d (p =0,373 ; EE =0,00241)

20

05

00

Cprob Cspb Tilprob Tispb T2prob T2spb T3prob T3spb

Tratamientos

Grafico 5. Indice de condicion en P. brachypomus durante el ensayo experimental

Rodriguez y Landines (2011) reportan en juveniles de P. brachypomus valores superiores
(1,32; 1,44; y 1,36 a uno, tres y dos dias de ayuno, respectivamente). Al igual que Salinas
(2019), obtuvo valores superiores en este parametro al trabajar con acuarios de 0,50 m de
alto y 0,47 m de ancho y con la mitad de individuos (P. brachypomus; 156,25 g) por acuario.
Tomando en cuenta este aspecto, se comprobo que el habitat no fue un factor limitante para
el indice de condicion en el pez. Asi Cifuentes et al. (2012) afirman que la temperatura es
uno de los factores que deben ser considerados para interpretar el indice de condicidn; es por
ello que este indice tuvo un leve descenso como se muestra en el grafico 5 después de los 15

dias cuando la temperatura bajo aproximadamente entre 18 a 20 ° C.
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4.2. Variables morfofisioldgicas

4.2.1. Indice Hepatosomatico

Respecto al indice hepatosomatico que se presenta en el gréafico 6, al concluir el ensayo se
observd que los tratamientos sin B. subtilis en la dieta, llegan a tener un higado levemente
mas grande en relacién a los tratamientos con B. subtilis. EI ANOVA realizado para este
parametro evidencia que no hay diferencias significativas considerando que mientras hay
mas ayuno el higado del pez ser& de menor tamafio, reflejando un proceso de translocacion

de nutrientes.

Indice hepatosomatico

30 Factor

(p=0,102; EE = 0,00892) B normal

EProb

.20

IHS

10

00

Cprob Cspb Tilprob Ti1spb T2prob T2spb T3prob T3spb

Tratamientos

Grafico 6. Indice hepatosomatico en P. brachypomus a 28 dias del ensayo experimental

Hualinga (2013) confirma que el ayuno prolongado obliga a remover fuentes de energia
disponibles en el higado del pez, para su reajuste metabolico homeostatico. Asi mismo
Rodriguez y Landines (2011) al trabajar con juveniles de P. brachypomus (212,58 + 12,07
g) en ayunos prolongados presentaron resultados similares. Pero al trabajar con juveniles de

Oreochromis niloticus Mufioz (2018) reportd resultados superiores (1.56 + 0.39).
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4.3. Andlisis bromatolégico proximal

4.3.1. Proteina y grasa en musculo

El analisis de contenido proteico y lipidico en musculo de los peces, se presenta diferencias
significativas representadas en el grafico 7; y, se denota la ayuda de B. subtilis en el
aprovechamiento del alimento, para que su organismo asimile los nutrientes requeridos y no
lo almacene en forma de grasa. Los peces al agotar las reservas hepéticas acuden a las
reservas del masculo, donde aprovechan la baja cantidad de lipidos y luego movilizan las
proteinas del mdsculo como ultimo recurso para mantener la homeostasis; asi, P.
brachypomus logra su equilibrio en ayunos prolongados. Por lo cual, el contenido proteico
en el masculo es mayor en los tratamientos que incluyen B. subtilis en la dieta. Mientras que
en el contenido lipidico los tratamientos que incluyen B. subtilis en la dieta tienden a
descender con el ayuno prolongado. De manera particular, en el contenido proteico del T1
sin B. subtilis presenta el mayor valor a pesar de estar en un mismo grupo significativo. En
el contenido lipidico del masculo se evidencia el T1 con B. subtilis presenta diferencia

significativa respecto a los demas tratamientos.
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Grafico 7. Contenido proteico y lipidico del masculo en P. brachypomus a 28 dias del
ensayo experimental

Nota: las letras sefialan grupos estadisticos diferentes segin el Test de Tukey

4.3.1.1. Contenido de proteina en el musculo

Murthy, Madhusudana, Asha y Prasad (2015) al trabajar con P. brachypomus sin probidtico
obtuvieron un nivel de proteina inferior al ensayo. Ruiz y Zumaeta (2017) también
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reportaron valores inferiores de proteina al someter a Brycon cephalus a una alimentacién
que incluye el probidtico comercial EM-CAMARON (mezcla de Lactobacillus spp., y
Rhodopsudomonas spp con Saccharomyces spp). En cambio Maldonado y Taricuarima
(2017) al incluir el probidtico comercial (EM-CAMARON) en Myleus schomburgkii,
reportan un incremento de su nivel proteico. Se observé a medida que se prolonga el ayuno,
las reservas del pez son removidas del musculo sin alcanzar a ser restablecidas. Por el
contrario, Gomez et al. (2016) presenta una restauracion de las reservas al trabajar con 14
dias de ayuno y posterior alimentacién, evidenciandose el fendmeno de alimentacién
compensatoria. Igualmente Zeng et al. (2014) mostraron una recuperacion del contenido
proteico, lipidico y carbohidratos al tener un ayuno prolongado y realimentacién en Silurus
meridionalis. Considerando que esta investigacion estd orientada a generar una posible
practica de manejo del ayuno a nivel comercial, los datos obtenidos en este estudio, de
acuerdo a su contraste permiten mencionar que es posible la aplicacion rutinaria de ayuno

por breves periodos en sistemas de cultivo.
4.3.1.2. Contenido de lipidos en el musculo

Zamudio (2014) afirma que el ayuno prolongado y alterno no afecta el contenido de lipidos
en el muasculo al igual que este ensayo. Las reservas lipidicas estan en cantidades menores
para ser utilizadas como fuente de energia, por ello tienden a aprovechar la proteina
muscular. Riafio et al. (2011) obtuvieron valores superiores de lipidos presentes en el
musculo con ayunos prolongados alternos y continuos al trabajar con P. brachypomus.
Mientras, Hualinga (2013) mostrd resultados superiores en el contenido de lipidos en P.
brachypomus, sometidos a dietas con probidtico comercial EM-AGUA. De igual manera
Maldonado y Taricuarima (2017) reportan datos superiores en el contenido de lipidos en el
musculo al trabajar con alevinos de M. schomburgkii sometidos a la inclusién de diferentes
niveles del probiotico comercial EM-CAMARON.

4.3.2. Proteina y grasa en higado

El periodo de restriccion de alimento influyo en el contenido de proteina y lipidos, ya que
los ejemplares que soportaron el ayuno prolongado movilizaron en primera instancia las
reservas energeéticas que almacena el higado, al ser el principal 6rgano fuente de reservas del
pez. Mediante el ANOVA, en el grafico 8 se observa que hubo diferencias significativas en

el contenido proteico del higado de los peces. Este parametro llega a ser mayor en los
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tratamientos que incluyen B. subtilis en la dieta. Particularmente se observé que el T1 prob
tiene el valor més elevado y el T3 sprb el menor valor.

Mientras que en el contenido lipidico los tratamientos que incluyen B. subtilis en la dieta
tienden a descender con el ayuno prolongado, mientras los tratamientos sin B. subtilis

incrementan su contenido lipidico, llegando a alcanzar el mayor valor el T3 sin B. subtilis.
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Gréfico 8. Contenido proteico y lipidico del higado en P. brachypomus a 28 dias del
ensayo experimental

Nota: las letras sefialan grupos estadisticos diferentes segun el Test de Tukey

4.3.2.1. Contenido de proteina y lipidos en el higado

Al no proporcionar B. subtilis en la dieta de P. brachypomus, se observa un incremento de
lipidos y glucogeno en el higado para ser utilizados como reserva energética para su reajuste
fisiologico y metabolico, comportamiento parecido a lo alcanzado por Wang, Chen, Wang
y Ye (2017), sin embargo, al incrementar el ayuno hay un aprovechamiento drastico de la
proteina del higado, resultado similar al obtenido por Zamudio (2014) en Brycon
amazonicus. Mientras con B. subtilis el contenido lipidico desciende, Martinez (2011) afirma
que al incluir en la dieta un probidtico, el aprovechamiento de las reservas de nutrientes en
el higado incrementan supliendo los procesos fisioldégicos (homeostasis, metabolismo) al
prolongarse los dias de ayuno. Rodriguez y Landines (2011) indican que los peces acudieron
a las reservas energéticas almacenadas principalmente en el higado a medida que el ayuno
se prolonga, resultado similar al ensayo; asi, el IHS es inferior, ocasionando que el higado

presente una menor morfometria, al trabajar con P. brachypomus.
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4.4. Andlisis hematologico
Se realizaron frotis sanguineos por duplicados, que fueron tefiidos con Tincion Wright
(Ligfa et al., 2018). Una vez tefiidos los frotis el recuento diferencial se realizd en un
microscopio éptico a 100x, y se realizé un conteo rapido de las 72 muestras, con la ayuda
del equipo de recuento celular. Donde se observd cuatro de las células leucocitarias, estas
fueron clasificadas en linfocitos, neutrofilos o heter6filos, monocitos o macréfagos, y
eosinofilos. Las células mencionadas se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de leucocitos

Tratamientos Tipos de células
Neutrofilos Linfocitos Monocitos Eosindfilos
T1prob 35 58 5 3
T2prob 39 55 3 3
T3prob 58 35 5 2
Cprob 48 41 4 3
T1sprb 52 41 3 3
T2sprb 59 33 4 2
T3sprb 54 41 3 2
Csprb 53 42 2 2

4.4.1. Analisis de linea roja

El contenido de hemoglobina y hematocrito presenté diferencias significativas entre
tratamientos, observados en la grafica 9. Duque y Loaiza (2017) y Garay (2010) establecen
el rango 6ptimo de la hemoglobina (10,4 + 1,46) y hematocrito (28,71 + 5,08) en juveniles
de cachama, que al comparar con los resultados obtenidos en este ensayo se observé que la
mayoria de los tratamientos estdn dentro de este rango. En cuanto al contenido de
hematocrito entre los tratamientos y el rango referencial, el T3 sin B. subtilis es superior,
mientras el T1 sin B. subtilis presenta inferioridad. En relacion a la hemoglobina, se presentd

un comportamiento similar debido a que ésta es la proteina de los globulos rojos.
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Gréfico 9 . Contenido de hemoglobina y hematocrito en P. brachypomus a 28 dias del
ensayo experimental

Nota: las letras sefialan grupos estadisticos diferentes segtn el Test de Tukey y el espacio de color es considerado como el rango éptimo.

La suplementacion de B. subtilis en la dieta incrementd la inmunidad, mejoro el estado de
salud del organismo y potencio su crecimiento, resultados obtenidos al igual que Vasquez,
Rondon, y Eslava (2012) en alevinos de P. brachypomus. Al finalizar el ensayo experimental
se aprecio diferencias entre tratamientos con y sin B. subtilis, asi se observa que el probidtico
utilizado es un estimulante de tejidos hematopoyéticos (rifién, bazo y timo) encargados de
regular el recambio de globulos rojos; resultados semejantes fueron obtenidos al analizar el
perfil hematolégico de Oncrohynchus mykiss, descrita por Rodriguez (2016) y en
Oreochromis sp por Mantilla (2018). Con los resultados hematoldgicos se puede mostrar
que los periodos de restriccion no afectaron la salud de los peces, y se encontraron en el
rango optimo establecido por Duque y Loaiza (2017), a pesar que hubo diferencias en los
niveles de hematoldgicos entre los tratamientos. Un resultado similar reportaron Zamudio y
Landines (2018), afirmando que los periodos de restriccidn moderada o severa no perjudican
la salud de los peces (Brycon amazonicus).

Por otra parte ejemplares de P. brachypomus fueron sometidos a tiempos de restriccion
alimenticia intermedia (un dia de ayuno y un dia de alimentacion) presentando niveles de
hematocrito (37,68 + 1,32 %) y hemoglobina (13,28 * 2,53 g/dl). Al comparar, el T2 (tres
dias de ayuno y cuatro dias de alimentacion) sin la adicion de B. subtilis de este ensayo
presentd un nivel hematoldgico similar; mientras que con la adicién de B. subtilis los valores
de su hematocrito (43,72 + 9,43) y hemoglobina (14,57 + 3,14), resultaron superiores a los
obtenidos por Rodriguez (2012). Ademas, Alaye y Morales (2013) asegura que la respuesta
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homeostética influye en los pardmetros hematoldgicos, demostrando al aplicar el ayuno

prolongado en este ensayo.
4.4.2. Andlisis de linea blanca

En el grafico 9 se observa el perfil leucocitario como indicador del estado inmunitario de los
ejemplares sometidos a tiempos de ayuno. Campos, Matos y Souto (2018) establecen el
rango optimo del perfil leucocitario en juveniles de cachama, en comparacion a este ensayo
se observd superioridad en el contenido de neutrofilos y monocitos, a diferencia del
contenido de linfocitos, mientras las células eosinéfilas estan en el rango establecido.
El contenido de neutrofilos y linfocitos presentan diferencias significativas en sus
tratamientos, Asi, el mayor nimero de neutrofilos se obtuvo en el T2 sin B. subtilis, mientras
que el T1 con B. subtilis alcanzé el menor valor. En cambio, los linfocitos obtuvieron el
mayor valor en el T1 con B. subtilis y el valor inferior fue el T2 sin B. subtilis en la dieta.
Mientras que en el contenido de monocitos y eosinofilos no presentaron diferencias
significativas, pero cabe resaltar que numéricamente las células monociticas presentaron un
mayor valor en el T1 con B. subtilis, por otra parte, las células eosindfilas presentaron el

valor mas alto en el T1 sin B. subtilis.
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Gréfico 10. Perfil leucocitario en P. brachypomus a 28 dias del ensayo experimental

Nota: las letras sefialan grupos estadisticos diferentes segun el Test de Tukey y la barra de color es considerado como el rango 6ptimo

Considerando el estado inmunitario de los peces se presenta mediante dos vias: 1) la
respuesta innata/inespecifica y 2) la respuesta combinada/especifica; asi, Vasquez et al.
(2012) afirman que los probioticos al conjugarse con la dieta, la respuesta inmunitaria
inespecifica incrementa. En el actual ensayo se refleja que al suministrar B. subtilis en la
dieta, el nimero de neutrofilos y monocitos estan sobre el rango establecido por Campos et
al. (2018), por lo gque se destaca que hay efecto inmuno-estimulante; ya que estas células
cumplen con la respuesta fagocitica y microbicida, al actuar como barrera de defensa y
depurador de agentes patdgenos de manera generalista e inespecifica. En contraste, Yulji,
Almeida y Possebon (2014) obtuvieron valores méas bajos de este conteo celular al trabajar
con el prebidtico ActiveMOS-Biorigin (oligosacaridos de manano-MOS) en juveniles de
Piaractus mesopotamicus. En el actual trabajo, se observd una leve disminucién de la
respuesta inmunitaria especifica a medida que los tiempos de ayuno fueron mas prolongados,
resultado de la diferenciacion de linfocitos en células plasmaticas secretoras de anticuerpos
especificos y células de memoria inmunoldgica (Fernandez, Blas, y Ruiz, 2002), ante la
presencia de antigenos (agentes patdgenos), ocasionando un menor namero de linfocitos, en
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comparacion con lo descrito por Campos et al.(2018). Mientras que Dotta et al. (2011)
suplement6 Lactobacillus plantarum en Oreochromis niloticus, sin mostrar influencia

significativa en el contenido de linfocitos.

Las células eosinofilas al ser sometidas a la dieta con y sin B. subtilis no presentaron
diferencias significativas, ademas se encuentran dentro del rango establecido por Campos et
al. (2018), por lo cual se descarta ataques de agentes parasitarios. Yuji et al. (2014),

describen un contenido mayor de células al someterse como defensa antiparasitaria.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. El periodo de restriccion alimenticia no influyd en la tasa de conversion alimenticia,
eficiencia alimentaria, indice de condicion y supervivencia, sin embargo, se afect6 la
ganancia de peso en los ejemplares que recibieron alimentacion por dos dias y ayuno de
cinco dias (T3), por lo cual el crecimiento compensatorio en juveniles de Piaractus

brachypomus no se evidencio en su totalidad.

2. Los ejemplares que toleraron el periodo de restriccion de alimento presentaron menor
indice proteico tanto en musculo e higado, pero presentaron mayor indice de grasa en el

higado, en especial los que no tuvieron B. subtilis.

3. El empleo de las dietas a base de Bacillus subtilis tuvieron un efecto positivo sobre el
perfil hematoldgico de Piaractus brachypomus, por lo que, la salud de los ejemplares no

se vio afectados.
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5.2. Recomendaciones

1. Se recomienda seguir realizando estudios en estrategias de alimentacién con periodos
de restriccidn mas prolongados con el fin de obtener resultados méas acordes.

2. Serecomienda tomar datos sobre las condiciones externas al pez como calidad del agua,
pH, tipos de bacterias presentes en el agua, con el fin de asegurar el efecto del

probiotico B. subtilis.

3. Se recomienda realizar un andlisis del tracto intestinal tanto al inicio como al final del

ensayo experimental con el fin de evidenciar la presencia de B. subtilis en los peces.
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CAPITULO VII

7. ANexos

Foto 3. Instalacidn de jaulas flotantes sobre los estanques con geomembrana
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Foto 5. Recambio de agua cada 7 dias durante el ensayo experimental

Foto 6. Medida de pardmetros productivos cada 15 dias durante el ensayo
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Foto 8. Muestras sanguineas extraidas de los peces P. brachypomus
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Foto 9. Anélisis hematoldgico
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Foto 10. Conteo leucocitario por medio del método de exploracion microscopica (frotis)

Nota: A). Neutréfilos; B). Linfocitos; C). Monocitos; D). Eosinofilos

Foto 11. Células leucocitarias

Foto 12. Rotulacion de muestras frescas en cajas Petri
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Foto 14. Pesaje de muestras y reactivo (pastillas Kjeldahl)
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Foto 16. Andlisis para la obtencion del contenido de grasa
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