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Resumen

Las microalgas del género Chlorella son empleados como alimentos naturales para mejorar
la eficiencia productiva en peces. La aplicaciéon de microalgas promueve la modernizacion
industrial con influencia en el desarrollo de la acuicultura ecoldgica. El presente estudio
evalué los efectos de la suplementacion de Chlorella sp. biotipo 3 sobre los parametros
morfo métricos, productivos y hematoldgicos en alevines de Oncorhynchus mykiss. Se
utilizaron cuatrocientos cincuenta alevines (40,5 g) de Oncorhynchus mykiss distribuidos

aleatoriamente en 9 estanques con una densidad de cincuenta alevines por estanque. Se
valoraron tres tratamientos con tres repeticiones: tratamiento control 0 g Kg'1 Chlorella sp. 'y

dos dosis de Chlorella sp. 5y 10 g Kg'1, durante 80 dias. Mediante un analisis de tukey se
determind que la suplementacion de Chlorella sp. biotipo 3 afecto significativamente la
ganancia de peso, tasa de crecimiento especifico, eficiencia alimenticia, indice de condicion
corporal, glébulos rojos, hematocrito, leucocitos y numero de linfocitos. La adicion de
Chlorella sp. biotipo 3 en la dieta de Oncorhynchus mykiss mejoré los parametros morfo
métricos, productivos y hematoldgicos, por lo que la suplementacion de las dietas tendria
efectos benéficos sobre el sistema inmunolégico innato. De acuerdo a los resultados

sugiere que el nivel 6ptimo de Chlorella sp. biotipo 3 en la dieta de Oncorhynchus mykiss es

de 10 g Kg™.

Palabras clave: Truchas Arcoiris, Microalgas, Inmunidad, Suplementacién Alimenticia,

Acuicultura
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Abstract
Microalgae of the genus Chlorella are used as natural foods to improve production efficiency
in fish. The application of microalgae promotes industrial modernization with influence on the
development of ecological aquaculture. The present study evaluated the effects of Chlorella
sp. biotype 3 on morpho-metric, productive and hematological parameters in Oncorhynchus
mykiss fingerlings. Four hundred and fifty fingerlings (4 £ 0.5 g) of Oncorhynchus mykiss

were used randomly distributed in 9 ponds with a density of fifty fingerlings per pond. Three
treatments with three repetitions were evaluated: control treatment 0 g Kg'1 Chlorella sp. and

two doses of Chlorella sp. 5and 10 g Kg'1 " for 80 days. Through a tukey analysis it was
determined that the supplementation of Chlorella sp. Biotype 3 significantly affected weight
gain, specific growth rate, feeding efficiency, body condition index, red blood cells,
hematocrit, leukocytes, and lymphocyte numbers. The addition of Chlorella sp. biotype 3 in
the Oncorhynchus mykiss diet improved the morphometric, productive and hematological
parameters, therefore the supplementation of the diets should have beneficial effects on the

innate immune system. According to the results, it suggests that the optimal level of

Chlorella sp. biotype 3 in the diet of Oncorhynchus mykiss is 10 g Kg'1.

Keywords: Rainbow Trout, Microalgae, Immunity, Nutritional Supplementation, Aquaculture



20
Capitulo |
Introducciéon

Antecedentes

La acuicultura es una industria de produccion de alimentos de rapido
crecimiento y contribuye de manera significativa a la seguridad alimentaria en el
mundo (Valenti et al., 2018). En Ecuador la acuicultura impulsa la economia del pais,
en donde, la pesca y la acuacultura en 2018 representé mas del 5% del PIB (Banco
Central del Ecuador, 2019). En la actualidad en la produccion de la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) existe una reduccion significativa del rendimiento y calidad
del animal (Smith, 2019). Esto se debe a la falta de conocimientos de nuevas
tecnologias acuicolas, manejo inadecuado de los peces, cambio climatico y
enfermedades que causan pérdidas econdmicas (Bouwmeester et al., 2020; Saraiva
et al., 2019). Para aumentar el crecimiento y controlar las enfermedades, los
piscicultores se han visto en la necesidad de utilizar antimicrobianos, incrementando

los costos de produccién (Ibrahim et al., 2020; Indranil & Bandyopadhyay, 2020).

El uso excesivo de antimicrobianos ocasiona efectos perjudiciales en los
ecosistemas acuaticos, medio ambientales y en la salud humana como animal
(Santos & Ramos, 2018). Ademas el uso excesivo de antimicrobianos ocasiona
deficiencia en el sistema de defensa ante el estrés. Esto se debe a que no existe la
adecuada absorcion de antioxidantes y sintesis de enzimas que destruyan a las
especies reactivas de oxigeno (ROS) ocasionando estrés oxidativo, dafo tisular y
disminucion de globulina, lo que facilita la presencia de enfermedades infecciosas
(Costa & Val, 2020). El cambio climatico modifica los sistemas de produccion
acuicola lo que representa una amenaza para la seguridad alimentaria a nivel
mundial (D’Abramo & Slater, 2019). En los océanos el cambio climatico ocasiona

modificaciones de temperatura, aumento del nivel del mar, salinidad, acidificacion de
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los océanos, estratificacion e hipoxia (Naciones Unidas, 2017), favoreciendo brotes
de patégenos o parasitos (nuevos o existentes) (Lim et al., 2017). La pandemia
COVID-19 afectd a nivel mundial con importantes repercusiones en la economia,
produccion y distribucion de alimentos (FAO, 2020). En donde las personas del
sector rural presentan mayor indice de inseguridad alimentaria y nutricional
(Galanakis, 2020). En presencia de la pandemia mundial COVID-19 el sector
alimentario debera fortalecer la seguridad alimentaria (Naciones Unidas, 2020). En el
gue deberan incluir innovaciones para ofrecer productos econdmicamente
competitivos, incrementar nuevas cadenas de suministro alimenticio, fomentar
alimentos funcionales fortificados con compuestos bioactivos y antioxidantes que
ayudan al sistema inmunoldgico y promuevan la salud del consumidor (Galanakis,

2020).

Justificacion

Las microalgas en acuicultura son empleados como alimentos naturales
(Pangestuti et al., 2020); ademas son utilizados en la dieta de peces para controlar
la contaminacion, aumento nutricional, incremento de la inmunidad, suministro de
oxigeno y equilibrio ecolégico (Yang et al., 2020). Se conoce a los carotenoides
como pigmentos producidos por las microalgas que proporciona efectos beneficiosos
en la salud, mejora la resistencia a las enfermedades e incrementa el rendimiento de
las especies acuicolas (Pérez et al., 2019); ademas por sus propiedades
antioxidantes astaxantina y - carotenos son los carotenoides de mayor demanda
en el mercado mundial (Rammuni et al., 2019). Las microalgas aumentan la
actividad plasmatica de T - SOD y contenidos de C3 e IgM el cual es utilizado como
ingredientes de piensos para mejorar la calidad de la carne y aumentar la inmunidad
de los peces (Chen et al., 2019). Estudios realizados con la inclusion de Chlorella

peruviana con 5g/kg balanceado mejoré el crecimiento, los parametros fisioldgicos y
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el sistema inmunolégico innato en alevines de Oncorhynchus mykiss (Arteaga et al.,

2020).

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es de la familia de los salménidos y
es el alimento mas apetecible por su valor nutritivo, ademas su consumo es
considerado como saludable por su alto contenido de proteinas, acidos grasos
omega-3, minerales y vitaminas (Mowi, 2020). Sin embargo, se conoce que los
salmonidos son susceptibles a factores de estrés y condiciones adversas como alta
variabilidad en flujos de agua de los arroyos y rios, reforestaciones, limitacion de
espacio, competencia inter especie, contaminacion, fluctuaciones de condiciones
climaticas afectando los parametros productivos, rendimiento y factibilidad
econdémica (Hendrickson et al., 2002; Shekh et al., 2020). Por lo tanto, el presente
estudio busca evaluar la aplicacién de Chlorella sp. biotipo 3 en los parametros
productivos y hematoldgicos en alevines de Oncorhynchus mykiss. Se cree que los
alevines de Oncorhynchus mykiss tratados con Chlorella sp. biotipo 3, presentan

mayor ganancia de peso que los alevines de Oncorhynchus mykiss no tratados.

Objetivos
Objetivos generales
Evaluar el efecto de Chlorella sp. biotipo 3 sobre los parametros productivos

y hematoldgicos de alevines de Oncorhynchus mykiss.

Objetivos especificos
Determinar el efecto de dos dosis de Chlorella sp. sobre los parametros

morfométricos y productivos de Oncorhynchus mykiss.

Evaluar el perfil hematoldgico en Oncorhynchus mykiss suplementados con

dos dosis de Chlorella sp.
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Elaborar un video divulgativo para la transferencia de tecnologia de la
suplementacion de Chlorella sp. en Oncorhynchus mykiss desarrollado en el
laboratorio de Recursos Acuaticos de la ESPE.
Hipotesis
HO: Los alevines suplementados con Chlorella sp. biotipo 3 presentan similar

peso, crecimiento especifico y hemoglobina que los alevines no suplementados.

H1: Los alevines suplementados con Chlorella sp. biotipo 3 presentan mayor

peso, crecimiento especifico y hemoglobina que los alevines no suplementados.
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La acuicultura es uno de los sectores productores de alimento de mayor
crecimiento en el mundo (Valenti et al., 2018). En 2019 el consumo mundial per
capita del pescado es de 20,6 kg con una produccion acuicola de 26 millones de
toneladas (FAO, 2020). En Ecuador la acuicultura impulsa la economia del pais, en
donde, el atun y pescado alcanzé un valor de la mercancia puesta a bordo de un
transporte maritimo (FOB) promedio de 25.4 millones de USD con una participaciéon
porcentual del 4% de enero del 2018 a enero del 2019 (Banco Central del Ecuador,
2019). En 2030 el 62% de la produccion acuicola mundial estara combinado por
especies de agua dulce como carpa, bagre pangasio, camaron, salmoén, trucha; sin
embargo se supone que en el 2030 que el consumo per capita de pescado
alcanzara 21,5 kg con alrededor de 109 millones de toneladas de produccion

acuicola (FAO, 2020).

Trucha arcoiris (Onchorhynchus mykiss)

La trucha arcoiris Onchorhynchus mykiss pertenece al grupo de los
salménidos originarios de América del Norte. Vertebrado con forma alargada,
fusiforme, ligeramente aplanada lateralmente, su piel se encuentra compuesta por
pequefas escamas. Su coloracion varia por el habitat, tamafio y condicion sexual
(Padrén & Lacruz, 2010). Los flancos poseen una banda de color iridiscente rosacea
longitudinal. En Ecuador se distribuye en casi todos los ambientes de agua dulce de
la region sierra, al haberse adaptado a los rios, lagunas y lagos de las zonas del alto
andino, aunque su movilidad en rios se ha visto afectada por su gran movilidad,
pues migran de una zona a otra dependiendo la estacién del ano, estado fisiolégico,

hora del dia, alimentacion y épocas de reproduccion (Ortiz, 2015).
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Clasificacion taxondmica de Onchorhynchus mykiss (Blanco, 1995).

Orden : Salmoniformes
Familia : Salmonidae
Subfamilia  : Salmoninae

Espécie : Oncorhynchus mykiss

Nombre comun: Trucha arco iris

Figura 1

Morfologia de Oncorhynchus mykiss

Nota. Opromar, (2017).

La trucha es un pez carnivoro, su aparato digestivo es corto y aprovecha las
proteinas animales y una variedad limitada de productos vegetales. Es una especie
ovipara su fecundacion es externa. Alcanza su madurez sexual a los dos afios en

hembras y en machos un afo y medio (Padrén & Lacruz, 2010).

Entorno ambiental
El habitat de la trucha prefiere corrientes moderadas con fondos pedregosos
y presencia de vegetacion (Choquehuayta, 2008). Las truchas son peces

poiquilotermos, lo que significa que la temperatura del pez, es la misma que tiene el
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pez. Los cambios bruscos de temperatura son mal tolerados. El grado de tolerancia

a la temperatura es de 6 - 20 °C, siendo recomendable realizar el manejo a

temperaturas de 6 — 11 °C para reproduccion, incubacion y primer alevinaje (Ortiz,

2015).

Tabla 1

Parametros fundamentales para el cultivo de trucha arcoiris

Parametros Unidades Normal
Oxigeno disuelto mg/| 5.0
Salinidad Ppt 0-35
pH pH 6.4-84
Alcalinidad mg/I 30 - 200
Dioxido de carbono mg/I -2.0
Calcio mg/I +50
Amonio no ionizado mg/I -0.03 constante
-0.05 intermitente
Nitritos (N-NO2) mg/| -0.55
Nitrogeno total mg/I -100% saturacion
Sodlidos suspendidos mg/I -80
Sdélidos disueltos mg/I 50-200
Temperatura °C 10-22
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Nota. Ppt= partes por mil; mg/l= miligramos por litro; pH= grado de

acidez o alcalinidad; °C= grado Celsius. Blanco, (1995).

El suministro de alimentos debe ser de buena calidad, de la misma manera
debe existir buena calidad de agua ya que requiere un rango de oxigeno 7,5 a 12
ppm, temperatura de 13 a 18°C, pH 6,5 a 8,5 (FAO, 2014). Las condiciones

medioambientales para el desarrollo de la trucha arcoiris se presentan en la Tabla 1.

Etapas de cultivo de trucha arcoiris (Choquehuayta, 2008):

Huevo. Una vez realizada la fertilizacion los huevos son incubados. La
eclosion a 10 °C sera en 31 dias, mientras que a una temperatura de 15,6°C en 19
dias.

Larvas. Una vez concluido el desarrollo embrionario se alimentan del saco
vitelino alrededor de 15 a 18 dias de acuerdo a la temperatura ambiental. Cuando el
80% de las larvas absorben el saco vitelino se puede suministrar balanceado en
polvo.

Dedino. Reabsorben el saco vitelino hasta alcanzar 3cm de talla.se
considera el 20% de mortalidad en el periodo larval.

Alevin. Los alevines de una talla de 3 a 10 cm, su peso oscila entre 1,5 g a
20 g. Son alimentados con balanceado inicial con rangos de 3 al 7% de la biomasa
de acuerdo a la talla y temperatura.

Juvenil. Miden de 10 cm a 23 cm con un peso de 20 a 150 g, el porcentaje
de mortalidad es del 2%.

Adulto. Talla mayores de 23 cm con un peso minimo de 250g.
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Caracteristicas de la etapa de alevinaje de Onchorhynchus mykiss
La etapa de alevinaje se encuentra comprendida entre 0,5y 10 gramos de
peso vivo. La biomasa a mantener es de 10 a 15 kg/m3 de acuerdo al tamario de los

alevines (FONDESPES, 2012).

Tabla 2

Flujo de produccion en alevinaje Oncorhynchus mykiss

Fase Talla
Alevinaje 1 3,5-50cm
Alevinaje 2 5,0-8,0cm
Alevinaje 3 8,9-12,0cm

Nota. Talla: medida; cm: centimetro; mes: periodo de

tiempo. FONDESPES, (2012)

La alimentacién debe contener entre 44 a 50% de proteina ya que estan en
formacion todos sus 6rganos, son mas voraces (Tabla 3). Deben ser alimentados
cada hora, mediante las ocho horas de jornada laboral (FAO, 2014). Se inicia con
pellet granulado < 0,6 mm. La deficiencia de los acidos grasos produce una
disminucion del crecimiento, pérdida de apetito, higado graso y aumento de

enfermedades (Beveridge & McAndrew, 2000).

Los alevines deben presentar tamanos similares para evitar el canibalismo,
no deben ser de coloracion oscuros ni negros ya que puede ser sefial de
enfermedad, no deben presentar estado de cabeza de alfiler (cabeza grande, cuerpo
delgado). La compra de alevines de trucha es ideal en un talla de 2,5 a 5 cm, es

decir, cuando se absorbe el saco vitelino (FAO, 2014).
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Tabla 3

Requerimientos nutritivos de trucha arcoiris en etapa de alevinaje

Nutrientes Composicion en alimentacion
Proteinas 45 — 50%
Carbohidratos 9-12%
Lipidos 12 - 16%
Minerales 2% (P 0.45 — 0.8%; Mg 0.05-0.07%; Zn 15-30

ppm; Mn 2.4-13 ppm; Cu 3-5 ppm; Co 0.1 ppm,

Se 0.25 ppm)

Vitaminas Vitamina A 2500-3500 U.l/kg pienso, Vitamina D
2400-3000 U.l/kg pienso; Vitamina E 30-100
U.lI/kg pienso; Vitamina C 100-300 mg/kg de

pienso

Aminoacidos  Arginina 4.0; Histidina 1.8; Isoleucina 2.8; Leucina
5.0; Lisina 6.0; Metionina+Cistina/2 3.3;
Fenilalanina+Tirosina 6.0; Treonina 4.0;

Triptéfano 0.6; Valina 3.6.

Nota. P: fosforo; Mg: magnesio; Zn: zinc; Mn: manganeso; Cu:
cobre; Co: monoxido de carbono; ppm: partes por millén; U.l/kg:
unidad internacional por kilogramo; mg/kg: miligramos por

kilogramo. Blanco, (1995).
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Las enfermedades de los peces pueden ser producidas por infecciones de
microorganismos del grupo de los virus, bacterias, hongos, protozoarios y gusanos,
también pueden deberse a fallas en los recambios de agua, acumulacion de
excretas y alimento en los estanques, a deficiencias nutricionales o traumatismos
sufridos por los peces. Ademas las causas quimicas como cambios de pH.,
presencia de contaminantes organicos o inorganicos, deficiencia de oxigeno,

incremento del CO, (SENASICA, 2003).

Se recomienda mantener una estricta condicién higiénica para prevenir la
aparicion de brotes. Se debe realizar una limpieza quincenalmente cepillando las
paredes con la finalidad de eliminar los sedimentos y sarro. Tratamiento eficaz para
combatir parasitos externos se debe utilizar bafios una solucién salina de 20 g/L,
durante 1 o 2 minutos (Choquehuayta, 2008). Conversién alimenticia es la relacion
entre el peso del alimento consumido y la ganancia de peso (Mache, 2015). Los

alevines presentan una conversion entre 0,5y 0,8 (Choquehuayta, 2008).

Estudios realizados en alevines de Oncorhynchus mykiss alimentados con
balanceado durante 84 dias y con una densidad por jaula de 2,3 Kg se obtuvo las
variables morfométricas con: peso 67.27 g, longitud total 18.65 cm, longitud parcial
15.50 cm, ancho 4.90 cm. Las variables productivas obtenidas fueron conversion
alimenticia 1.60, indice de la condicion corporal 0.57, mortalidad 5.66 %. Las
variables hematoldgicas fueron las siguientes: Hematocrito 39.13%, hemoglobina
0.57 g/dL, albumina 0.88 g/dL y gldbulos blancos 2.62 (cel x 10*/uL) (Velasquez,

2012).

La respuesta a agentes estresantes provoca la liberacién del hipotalamo
pituitario interrenal y se activa la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el
hipotalamo. Después el neuroléptico se transporta a la glandula pituitaria, en donde,

se produce la hormona adrenocorticotropa (ACTH) que por ultimo estimula la
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produccion de cortisol (Sumpter et al., 1991). El cortisol es el primordial
corticoesteroide en peces, es secretado por células interrenales mediante la
activacion del eje hipotalamo hipdfisis interrenal (HPI). El cortisol se activa en
situaciones de estrés movilizando energia (libera glucosa) e impulsa la demanda
metabdlica del organismo (Mommsen et al., 1999). La glucosa es utilizada como
fuente de energia y metabdlismo intermedio. Es el carbohidrato de mayor
consideracion en la ganancia de energia. Por esta razén la hiperglucemia es

utilizada como factor de respuesta ante el estrés (Poza, 2017).

Microalgas

Chlorella sp. son microalgas unicelulares de coloracion verde con altos
niveles de proteinas, vitaminas, acidos grasos y carotenoides como [3-caroteno,
luteina y astaxantina (Plaza et al., 2012; Rahimnejad et al., 2017). Posee un
diametro de 2 a 10 ym, su reproduccion es asexual (autospora) y con pared celular
regida que proporciona proteccidon contra invasores y entornos hostiles. Posee un
solo cloroplasto, su doble envoltura de membrana se encuentra compuesta por
fosfolipidos. El cloroplasto almacena un grupo de tilacoides fusionados, en donde, el
principal pigmento clorofila se sintetiza originando el color de diferentes pigmentos

(Safi et al., 2014).

La composicién quimica de la microalga Chlorella sp. posee alrededor de 51
a 58% de proteina, 12 a 17% de carbohidratos, del 16 al 40 % de lipidos y el 10 %
se encuentra compuesto por minerales, acidos nucleicos y pigmentos de peso seco
(Ramirez et al., 2013). Las microalgas contienen vitamina A (retinol), B1 (tiamina),
B2 (riboflavina), B3 (niacina), B6 (piridoxina), B9 (acido fdlico), C (acido ascdrbico),
D, E (tocoferol). Los carotenoides tales como astaxantina, betacarotenos y luteina de

las microalgas son precursores de la vitamina A (Bishop & Zubeck, 2012).
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Ademas, posee compuestos bioactivos con actividad antioxidante, antiviral,
antimicrobiana que incrementa la respuesta humoral y celular (Safi et al., 2014;
Vijayavel et al., 2007). Los pigmentos producidos por las microalgas son de gran
interés ya que proporcionan efectos beneficiosos en la salud, mejora la resistencia a
las enfermedades e incrementa el rendimiento de las especies acuicolas (Pérez et
al., 2019). Las principales microalgas cultivadas comercialmente son del género
Spirulina y Chlorella debido a su composicién quimica son empleados como
alimentos naturales para aumentar su valor nutricional alimenticio (Pangestuti et al.,

2020).

La microalga del género Chlorella son inmuno estimulantes naturales debido
a su composicién proteica y bioquimica (Xu et al., 2013). Las microalgas en la
acuicultura ayuda a disminuir el impacto ambiental como la contaminacion del agua,
deterioro bidtico, efectos ecoldgicos, eutrofizacion y aparicion de enfermedades
(Yarnold et al., 2019). La aplicacién de microalgas representa una manera
economicamente factible para la nutricién animal (Chen et al., 2019). Del mismo
modo la aplicacién de la biotecnologia de microalgas promueve la modernizacion
industrial con influencia en el desarrollo de la acuicultura ecoldgica (Yang et al.,

2020).

Estudios realizados con la inclusion de Chlorella peruviana con 5g/kg
balanceado mejoro6 el crecimiento, los parametros fisiolégicos y aumenté los valores
de hemoglobina, eritrocitos en alevines de Oncorhynchus mykiss (Arteaga et al.,
2020). De igual manera la suplementacién de Chlorella en Paralichthys olivaceus
mejoro la capacidad antioxidante y rendimiento del crecimiento (Rahimnejad et al.,
2017), mientras que en estudios previos en Cyprinus carpio concentraciones de 50 g
kg-1 de Chlorella en la dieta aumenté la hemoglobina y el nimero de glébulos rojos

(Khani et al., 2017).
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Chlorella sp. no posee efectos negativos acerca de los perfiles hematolégicos
de los peces, esto se debe a que poseen abundante cantidad de hierro y acido félico
que actuan sobre la eritropoyesis (Khani et al., 2017; Yeganeh et al., 2015). Ademas
favorecen a un incremento de produccion de glébulos rojos por su capacidad
antioxidante, carotenoides y ficocianina (Rahimnejad et al., 2017). En la sangre el
aumento del numero de células y concentracién de hemoglobina permite una mayor

relacion y transporte de oxigeno en la sangre (Mairbaurl & Weber, 2012).

Sistema inmune

La inmunidad innata conocida como inmunidad natural o espontanea es la
primera linea de defensa contra microbios (celulares y bioquimicos), memoria (nula).
La activacion de los linfocitos exige la accion de la primera sefial antigena, y la
segunda, componentes de las respuestas inmunitarias frente a microbios o células

lesionadas.

Componentes del sistema inmunitario innato:

Barreras. Epiteliales es la barrera fisica para los microbios, defensivas. Los

linfocitos intraepiteliales (destruccién de microbios).

Células efectoras. Neutrofilos, macréfagos, linfocitos NK. Los fagocitos
reconocen a los microbios (receptores RTT, lectinas tipo C, receptores fagocitos y N-
formil Met-Leu-Phe) y los destruye (produccion de ERO, 6xido nitrico, enzimas fago

lisosomas).

Proteinas efectoras circundantes. Sistema complemento (destruccion de
microbios, activacion de leucocitos), pentraxinas (opsonizacion de los microbios,
activacion del complemento), colectinas (activacion del complemento via de lectina)
y ficolinas (reconocimiento hidratos de carbono, se unen a diversas especies

bacterianas) Proteinas citocinas (Abbas et al., 2015).
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La inmunidad adaptativa conocida como Inmunidad especifica o adquirida
(respuestas protectoras se adquieren). Los principales componentes son los
linfocitos y productos de secrecion (anticuerpos), sustancias ajenas la respuesta es
inmunidad especifica (antigenos). La inmunidad adaptativa posee especificidad
para antigenos microbianos, esta constituida por barreras celulares y quimicas
(linfocitos y anticuerpos), células (linfocitos), proteinas sanguineas (anticuerpos),

memoria (responde con mayor energia).

Tipos de respuesta inmunitaria adaptativa:.

Inmunidad humoral. Es la principal defensa contra bacterias, virus y toxinas
invasoras. Los anticuerpos son producidos por los glébulos blancos que reconocen a
los antigenos microbianos neutralizan la infeccién y eliminan los microorganismos

extracelulares mediante diversos mecanismos efectores.

Inmunidad celular. Los linfocitos T actua como defensa contra infecciones,
provoca la destruccion de los microorganismos residentes en los fagocitos o

destruccion de células infectadas (Abbas et al., 2015).

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes a nivel celular. En este proceso existe una desmesurada generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden originar dafos a
macromoléculas biolégicas (Ma et al., 2014). El estrés oxidativo ocurre cuando se
producen radicales de oxigeno en exceso en las células sobrepasando la capacidad
antioxidante normal (Gagné, 2014). El estrés oxidativo se relaciona con la lesion
celular ocasionado por el desequilibrio nutricional, lesiones, exposicion a agentes
quimicos Yy fisicos presentes en el ambiente, intensa actividad fisica, desérdenes

hereditarios y estadios de la enfermedad (Kuang, 1991). Ademas el estrés oxidativo
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podria resultar de la presencia de xenobidticos, activacion del sistema inmunoldgico

como respuesta a microorganismos invasores (inflamacion) y radiacion (Gagnée,

2014).

Productos de peroxidacion lipidica (hidroperoxidos, aldehidos y epéxidos)
reaccionan e inactivan las proteinas esenciales, enzimas y acidos nucleicos
ocasionando dafo irreversible celular. Ademas inician o promueven la patogenia de
lesiones y fases de enfermedad (Kuang, 1991). El dafio oxidativo del estrés
ambiental inhibe el sistema inmunoldgico y conduce a una mayor susceptibilidad a
enfermedades infecciosas (Zhou et al., 2016). La defensa fagocitica depende en
gran medida de la generacion de ROS que resulta estar debilitado bajo estrés

oxidativo (Zhou et al., 2016).

Cuando no se encuentra controlado los mecanismo de defensa interno como
antioxidantes (tocoferoles, acido ascoérbico y glutation) o enzimas (catalasa,
peroxidasa y superoxido dismutasa, SOD) comprometido en la captacion de los
radicales de oxigeno ocasiona dafo oxidativo en proteinas, lipidos y ADN lo que
podria producir citotoxicidad, genotoxicidad e incluso carcinogénesis (células
mutadas) (Gagné, 2014). Es primordial que se encuentre presente varios sistemas
de defensa de antioxidantes. La célula logra proteger los componentes celulares del
estrés oxidativo por medio de la interaccién de oxidantes y agentes oxidante con
agentes reductores como acido ascérbico, glutatién reducido (GSH). Del mismo
modo la eliminacién de los radicales libres y oxigeno se produce con la vitamina E,
betacaroteno, acido ascorbico, y superoxido dismutasa. A través de las actividades

metabdlicas reemplazan o reparan el dafio producido (Kuang, 1991).
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Capitulo Il

Metodologia
Ubicacion del lugar de investigacion

El estudio se realizé en las instalaciones de la Carrera de Ciencias

Agropecuarias IASA 1 de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, hacienda El
Prado, parroquia San Fernando, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha, la cual
se encuentra localizada en las coordenadas 78° 24’ 44” LO, 0° 23’ 20” LS y altitud de
2748 m.s.n.m. Precipitacion anual de 1200 mm, temperatura de 16°C, humedad

relativa de 65% (Estacion de Meteorologia e Hidrologia - Hacienda El Prado, 2016)

Métodos
Fase de laboratorio

La fase de laboratorio fue realizada en el laboratorio de Recursos Acuaticos
de la ESPE; en donde se trabajo con cepas de Chlorella sp. biotipo 3. Las cepas

fueron recolectadas en la reserva Cayambe Coca (Villafuerte, 2016).

La siembra de la microalga se realiz6 en cajas Petri y se adicionara 1 gL™! de
fertilizante foliar Nitrofoska (3:1:1) y 15 gL~ de agar- agar. Una vez sembrada la
microalga fue incubada durante 3 dias a una temperatura de 19°C con 78,8 umol
quantum m~2s~1, luego de 3 dias se verifico la presencia de contaminantes (Auz,

2019).
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Figura 2

Conteo celular de microalga

Posteriormente en cada tubo de ensayo de 15 mL se adicioné 10 mL de agua
destilada con 2 ml Nitrofoska (3:1:1). Se efectud el escalamiento en la caja Petri
sembrada con la microalga y se coloco en cada tubo de ensayo. Los tubos llegaron
a una concentracion de 2 x 10° células mL™1. Luego en un matraz se colocarén 100
mL hasta que llego a una capacidad de 3 x 10° células mL™1. Finalmente se colocd
en matraces con 250 ml de fertilizante hasta que llegd a una concentracion de 8 x

106 células mL™t (Auz, 2019).
Figura 3

Cultivo de microalga Chlorella sp. biotipo 3

La cosecha de las microalgas de Chlorella sp. se realiz6 a los 21 dias

posterior a la siembra, se centrifugd a 2500 revoluciones por minuto durante 15
minutos. El sedimento se colocé en cajas Petri y se afadié en estufa durante 48

horas a 35°C.
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Figura 4

Biomasa de microalga de Chlorella sp. biotipo 3

Para determinar el contenido de proteinas totales de Chlorella sp. se utilizo el
método de espectrofotométrico de Lowry et al., (1951). Ademas se elabor6 una

curva de calibracion con albumina sérica bovina (BSA), con un 2= 0,9969 (Figura ).
Figura 5

Curva de calibracion de proteina BSA
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El porcentaje de proteinas se utilizo la siguiente férmula (Lowry et al., 1951)

Proteinas % =[ [(M * A750 nm) / VM ] * Ve 1/ Ps *100
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Donde:

A;50= longitud de onda de la luz visible.
m= Pendiente de curva de calibracion
Vm= Volumen de la muestra

Ve= Volumen de extracto alcalino

Ps= Peso seco

Para la extraccidon de carotenoides y clorofila las células de microalgas fueron
cosechadas y fueron molidas con un mortero. Posteriormente se afiadieron 10 ml de
metanol 99.9% (v/v) durante 24 horas. La concentracion de carotenos se determiné

con el empleo de la siguiente ecuacion (Strickland & Parsons, 1972).

m A4go*Vol Extracto
g

mg\_
Caroteno (—) Vol de la muestra

Donde:
A,g0= longitud de onda de la luz visible
Vol. Extracto= extraccién obtenida de la evaporacién de metanol.

El contenido de clorofila a y clorofila f se analiz6 mediante las siguientes

ecuaciones (Miazek & Ledakowicz, 2013)

Clorofila o (%)= 16.72 * Aggs — 9.16 * Ags;
Clorofila B (%)= 39,09 * Agsp — 15.28 * Aggs

Donde:

Ages= longitud de onda de la luz visible
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Fase de campo
Cuatrocientos cincuenta alevines (4+0,5 g) fueron utilizados y distribuidos en
9 estanques. Cada unidad experimental tuvo 80 cm de largo por 40 cm de ancho y
una profundidad de 30 cm, en donde se encontraron 50 alevines. Se evaluaron tres
tratamientos: 0 g Chlorella sp /kg dieta (T;), 5 g Chlorella sp /kg dieta (T,) y 10 g

Chlorella sp /kg dieta (T3) durante 90 dias.
Figura 6

Area de experimentacién del ensayo

El experimento se dispuso bajo un disefio por bloques completos al azar con
tres repeticiones cuyo modelo matematico es el siguiente (Vega, 2018). La

disposicion del experimento se puede apreciar en la Figura 7.

Yij = u + Ti + Bb + Eij

Donde:

M: Media poblacional

Ti: Efecto del i-ésimo dosis de Chlorella sp.

Bb: Efecto del bloque

Eij: Error experimental



Figura 7

Croquis experimental de fase campo

|_ B0 cm

Jn

40 cm

T3
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T2 T3
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3 T1

T1: 0 g Chlorella sp /kg dieta
T2: 5 g Chlorella sp /kg dieta

T3: 10 g Chlorella sp /kg dieta
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BLOQUE 1

BLOQUE 2

BLOQUE 3

Diariamente se suministraron las dietas durante seis horas 8:00; 9:00; 10:00;

11:00; 13:00 y 15:00 h. Ademas se realizé la limpieza de las piscinas cada dos dias.

De cada unidad experimental se tomaron 15 alevines para evaluar las

variables morfométricas como: Peso total (g), longitud parcial (cm), longitud total

(cm) y ancho (cm). Ademas se medieron las variables productivas como: mortalidad

(%), tasa de crecimiento especifico (T.C.E), ganancia de peso (Pn), conversion

alimenticia (F.C.A), eficiencia alimentaria (E.A), indice de condicién corporal (1.C.C).

Estas mediciones se realizaron cada 10 dias.

El peso total (g) se estableci6 con la ayuda de una balanza (INOX IP68). La

longitud parcial (cm), longitud total (cm) y ancho (cm) se calculé con una cinta

métrica (Weilifang).


https://www.amazon.es/s/ref=bl_dp_s_web_0?ie=UTF8&search-alias=aps&field-keywords=Weilifang

Figura 8

Alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con diferentes
dosis de microalga. A) 10 g Kg" de Chlorella sp., B) 59 Kg" de

Chlorella sp., C) 0 g Kg'1 de Chlorella sp.

»
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El porcentaje de mortalidad se determiné mediante la siguiente ecuacion:

Numero de peces muertos

Mortalidad (%)= * 100

Numero de peces vivos

La tasa de crecimiento especifico (T.C.E) se calcul6 con la siguiente

ecuacion:
TCE= (L,Wys-L,Wyi/t(dias))*100
Donde:
W, = peso final (g)
W,;= peso inicial (g)
t= dias de crianza

L,= logaritmo natural

42
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La ganancia de peso se determiné a través de la siguiente ecuacion:

. W r—W i
Ganancia de peso =¥

Donde:
Wy = peso final (g)
W,;= peso inicial (g)
t= dias

El factor de conversién alimenticia (F.C.A) se calculd con la siguiente

ecuacion:

Total de alimento consumido (g)
Ganancia de peso (g)

F.C.A=

El indice de condicion corporal (I.C.C) se determind mediante la siguiente

ecuacion:
ICC= (P/Lt3 )*100
Donde:
P =peso corporal (g)
Lt= longitud total (cm)

Las variables hematoldgicas que se evaluaron fueron: recuento eritrocitario,
recuento leucocitario, hematocrito, albumina, hemoglobina, proteina total, cortisol y
glucosa. Se realiz6 la extraccion de sangre de la vena caudal de los peces mediante
una jeringa de 3 mL. La jeringa estuvo estar previamente heparinizada, con 5000
Ul/mL de heparina sddica. Una vez extraida la sangre se coloco en tubos eppendorf
con su respectiva rotulacion y almacenadas a 4°C. La muestra de sangre se tomé de

15 alevines por tratamiento a los 90 dias.
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El recuento de eritrocitario y leucocitario se realizé con el método de Natt &
Herrick, (1952) en camara de Neubauer (Numak) (Campuzano, 2007). Para

determinar el numero de eritrocitos en sangre se aplico la siguiente ecuacion:

células x 10°

Numero de eritrocitos en sangre = 1

Figura 9

Recuento eritrocitario y leucocitario de Oncorhynchus mykiss

Figura 10

Identificacion leucocitaria de Oncorhynchus mykiss

a) neutrofilo
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El analisis de la morfologia leucocitaria se realizd6 mediante la tincion

Wright con peroxidasa (Buenafio, 2010).

Figura 11

Morfologia de leucocitario

Para determinar el porcentaje de hematocrito se colocé la sangre en un
capilar y se ubico en una centrifuga (MX 8624) a 3500 rpm durante 10 minutos. Los
resultados se determinaron mediante una tabla de micro hematocrito (Campuzano,

2007).

Figura 12

Microhematocrito de Oncorhynchus mykiss
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En el analisis de albumina, hemoglobina, proteina total y glucosa se utilizo6 el
método fotométrico colorimétrico, el cual se evaluo con espectrofotometro UV (Min &
Kang, 2008). El analisis de hemoglobina se realizé con el kit de Wiener, mientras
que en el analisis de proteinas totales y albumina se emplearon el kit de Human. Los
niveles de cortisol (Kits de ELISA Cortisol AccuBind) se evaluaron con analizador de

Inmunoensayo Automatizado (TOSOH AIA-360).

Analisis de la informacion

Las variables morfolégicas, productivas y hematolégicas se caracterizaron
con estadistica descriptiva (media y desviacion estandar). Para comparar las
variables morfolégicas, productivas y hematolédgicas entre tratamientos se realizaron
analisis de varianza y pruebas de tukey (@ = 0.05). Todos los andlisis se realizaron

en software INFOSTAT®.
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Capitulo IV
Resultados y Discusiones
Resultados
Contenido de pigmentos fotosintéticos y proteinas
Al realizar el analisis bromatologico de Chlorella sp. biotipo 3 se obtuvo
46,91% de proteina, 15,61 mg g™! de clorofila a, 6,99 mg g de clorofila B, 22,6

mg g”' de clorofila total y 6,05 mg g™ de carotenos (Tabla 4).
Tabla 4

Contenido de nutrientes de Chlorella sp. biotipo 3

Nutrientes Concentracion
Proteinas % 46,91 + 0,42
Clorofila a (mg/g) 15,61 £ 0,19
Clorofila  (mg/g) 6,99 + 0,54
Clorofila total (mg/g) 22,6 £ 0,7
Carotenos (mg/g) 6,05 + 0,07

Nota. mg: miligramos; g: gramos; %: porcentaje
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Variables morfométricas
Masa corporal. La masa corporal presenté un efecto significativo para la
interaccion tratamiento * tiempo (F= 60,17; p=<0,0001) (Tabla 5). Chlorella sp.

aplicado en dietas de Oncorhynchus mykiss presentaron un aumento de masa

corporal a partir del dia 30 con 10 g Kg'1 de Chlorella sp. Del mismo modo 5 g Kg'1

de Chlorella sp. presentd mayor masa corporal a partir del dia 40 (Figura 13). A los

80 dias los alevines suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron

mayor masa corporal promedio (25,64 g) que los alevines suplementados con 5 g

Kg'1 de Chlorella sp. (21,739)y0g Kg'1 de Chlorella sp. (16,62 g).

Tabla 5

Promedio * error estandar de la masa corporal de alevines de Oncorhynchus
mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80

dias.
Tiempo T1 (0 g Chlorella T2 (5 g Chlorella T3 (10 g Chlorella

(Dias) sp /Kg alimento) sp/Kg alimento) sp/Kg alimento)
10 511+0,02 m 5,32+0,03 Im 5,563+0,03 Im
20 5,68 £ 0,03 kim 5,81+ 0,04 kim 6,43 + 0,05 jkim
30 6,69 £ 0,17 ijkl 7,16 £ 0,22 hijk 8,16 £ 0,24 hi
40 7,70 £ 0,09 hij 8,54+ 0,12 gh 9,86 + 0,22 ef
50 8,70+ 0,12 gh 10,36 £ 0,11 f 12,11+0,28 e
60 10,47 +0,21 f 13,63+0,24 e 15,64 + 0,17 d
70 13,44+0,18 e 17,09+0,17 d 19,80+ 0,24 ¢
80 16,62+0,22 d 21,73+0,45 b 25,64+ 0,49 a

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).



Figura 13

Promedio % error estandar del peso a través del tiempo de alevines de

Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp.

biotipo 3.
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Figura 14

Promedio * error estandar de longitud total a través del tiempo de alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp.

biotipo 3
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Longitud parcial, longitud total y ancho total. La longitud parcial, longitud
total y ancho total mostraron un efecto significativo para la interaccién tratamiento *
tiempo (F= 9,70; p=<0,0001); (F= 5,75; p=<0,0001); (F= 6,95; p=<0,0001) (Tabla 6).

Los alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con el T3 presentaron mayor

longitud parcial, longitud total y ancho total a los 80 dias que el resto de

tratamientos.

Tabla 6

Promedio * error estandar de longitud parcial, longitud total, ancho de

alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chilorella sp. biotipo 3 en 80 dias

Longitud
Tiempo .
Tratamientos (Dias) parcial Longitud total (cm) Ancho total (cm)
(cm)
0 6,61+ 0,09 m 7,61+ 0,09 op 1,22 +0,02 n
10 6,87 £ 0,09 kim 7,71 £ 0,09 nop 1,31 £ 0,01 mn
20 7,10 £ 0,08 kI 7,81 £ 0,09 nop 1,37 £ 0,01 Imn
T1(0g 30 7,31 £ 0,05 jk 8,11 £ 0,05 Imn 1,42 + 0,03 klm
Chlorella sp./ 40 7,51 £ 0,09 i 8,51+ 0,10 jkl 1,55 + 0,03 hijk
Kg alimento) 50 7,81 0,11 hi 8,70 £ 0,12 ijk 1,71+£0,04 h
60 8,30+ 0,10 fg 921+0,10 g 1,91+0,03 g
70 9,02+0,04 de 10,50+0,09d 2,22+0,04 e
80 10,36+0,06 c 11,42+ 0,08 c 2,44 £ 0,04 cd
0 6,70+ 0,09 Im 7,64 £ 0,10 nop 1,23+0,02 n
10 7,02+ 0,09 kim 7,90 + 0,09 mnop 1,43 £ 0,02 kim
20 7,30 £ 0,10 jk 8,10 £ 0,11 Imno 1,52 + 0,01 ijkl
T2(5¢9g 30 7,49 + 0,07 i 8,30 + 0,07 kim 1,61 £ 0,04 hij
Chlorella sp./ 40 7,91 £ 0,10 ghi 8,71 £ 0,09 hijk 1,68 + 0,04 hi
Kg alimento) 50 8,18 £ 0,05 gh 9,01 £ 0,05 ghi 1,90+ 0,03 g
60 8,68 + 0,10 ef 9,37+ 0,11 fg 2,05+ 0,02 fg
70 10,04 +£0,06 c 11,26 + 0,06 ¢ 2,43+ 0,03 cd
80 10,91+0,08 bc 12,10+0,09 b 2,61+0,04 b




Tiempo Longitud Longitud total
Tratamientos Ancho total (cm)
(Dias) parcial (cm) (cm)
0 6,62+ 0,09 m 7,60+0,10 p 1,22+0,02 n
mn
10 7,20 £ 0,09 jk 8,00 £ 0,09 1,50 £ 0,01 jkl
op
20 7,51 +£0,13 ij 8,51+0,13 jkl 1,60 £ 0,02 hij
T3(10g .
30 8,00+ 0,06 gh 8,90 +£0,06 ghij 1,91+0,04 ¢
Chilorella sp./
40 8,66 £ 0,13 ef 9,20+ 0,13 gh 1,90+0,04 g
Kg alimento)
50 9,21+0,09 d 9,81+0,09 ef 2,10+ 0,04 ef
60 9,40+0,11 d 10,11+0,11 de 2,40+0,03 d
70 10,48+0,05 bc 11,67+0,08 bc 2,58%0,04 bc
80 11,50%+0,10 a 12,64 +£0,11 a 2,80+0,04 a
Figura 15

Promedio % error estandar de la variable ancho a través del tiempo de alevines

de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp.

biotipo 3

Ancho (cm )

A los 80 dias los alevines suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp.
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presentaron mayor longitud total (12,64 cm) que los alevines suplementados con 5 g

Kg'1 de Chlorella sp. (12,10 cm)y 0 g Kg'1 de Chlorella sp. (11,42 cm).

Oncorhynchus mykiss suplementados con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron un
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aumento de longitud a partir del dia 20 (Figura 14). Alevines suplementados con 5 g
Kg'1 de Chlorellasp.y0g Kg'1 de Chlorella sp. mostré un similar longitud a partir del
dia 30 al 60. Sin embargo a partir del dia 60 dietas con 5 g Kg'1 de Chlorella sp.
present6é un mayor longitud que dietas con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. A los 80 dias los
alevines suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron mayor ancho
(2,80 cm) que los alevines suplementados con 5 g Kg'1 de Chlorella sp. (2,61 cm)y

O0g Kg'1 de Chlorella sp. (2,44 cm).

Parametros productivos

Ganancia de peso. La ganancia de peso no presenté un efecto significativo
para la interaccion tratamiento * tiempo (F= 0,46; p=0,9420). Sin embargo existi6
diferencias significativas entre tratamientos y tiempo (F= 101,95; p=0,0004), (F=
45,05; p=<0,0001) (Tabla 8). Chlorella sp. aplicado en dietas de Oncorhynchus

mykiss presentaron un aumento de ganancia de peso a partir del dia 30 con 10 g

Kg'1 de Chlorella sp. Del mismo modo 5 g Kg'1 de Chlorella sp. presenté un mayor

peso a partir de los 40 dias (Figura 16). A los 80 dias los alevines suplementados
con10g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron mayor ganancia de peso (0,57 g/dia) que

los alevines suplementados con 5 g Kg'1 de Chlorella sp. (0,47 g/dia)y 0 g Kg'1 de

Chlorella sp. (0,32 g/dia).

Oncorhynchus mykiss suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp.

presentaron mayor ganancia de peso (0,57 g/dia) durante los 80 dias que los

suplementados con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. (Tabla 7).



Tabla 7

Promedio + error estandar de ganancia de peso de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80 dias

Tiempo T1(0 g Chlorella T2 (5 g Chlorella T3 (10 g Chlorella

(Dias) sp. /[Kg alimento) sp. /Kg alimento) sp./Kg alimento)
10 0,07 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,10 £ 0,01
20 0,06 + 0,003 0,06 + 0,01 0,10 £ 0,02
30 0,10 £ 0,02 0,13 £ 0,04 0,17 £ 0,03
40 0,08 + 0,01 0,14 £ 0,02 0,17 £ 0,05
50 0,13+ 0,03 0,20 £ 0,01 0,23 £ 0,09
60 0,20 £ 0,01 0,30 £ 0,01 0,37 £ 0,07
70 0,30 £ 0,01 0,37 £ 0,03 0,43 £ 0,03
80 0,32 £ 0,02 0,47 £ 0,07 0,57 + 0,07

Tabla 8

Promedio + error estandar de ganancia de peso de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80 dias

Tratamiento GP (g/dia)
T1 (0 g Chlorella sp. /Kg alimento) 0,16 + 0,03 c
T2 (5 g Chlorella sp. /Kg alimento) 0,22 + 0,03 b
T3 (10 g Chlorella sp. /Kg alimento) 0,27 £ 0,04 a

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
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Tabla 9

Promedio + error estandar de ganancia de peso de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a

base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80 dias

Tiempo
GP (g/dia)
(Dias)

10 0,09 £ 0,01 de
20 0,07+0,02 e
30 0,14+ 0,02 cd
40 0,13+ 0,03 cde
50 0,19+0,03 ¢
60 0,29+0,03 b
70 0,37 £0,02 ab

80 0,45+0,03 a
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Figura 16

Promedio + error estandar de la ganancia de peso a través del
tiempo de alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados

con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3
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. T1( 0 g Chlorella sp /Kg alimenta)
. T2 ( 5 g Chlorella sp /Kg alimento)
D T3 (10 g Chlorella sp /Kg alimenta)

Tasa de crecimiento especifico, eficiencia alimentaria y factor de
conversion alimenticia. La tasa de crecimiento especifico y eficiencia alimentaria
no presentd un efecto significativo para la interaccion tratamiento * tiempo (F= 0,46;
p=0,9420); (F= 1,44; p=0,1764) (Tabla 10). La tasa de crecimiento especifico
presento un efecto significativo entre tratamientos y tiempo (F= 171,83; p= 0,0001);
(F=6,17; p= 0,0001) (Tabla 11). Del mismo modo la eficiencia alimentaria presenté
un efecto significativo entre tratamientos y tiempo (F= 50,12; p=0,0015); (F= 8,19;

p=<0,0001) (Tabla 12).



Tabla 10

Promedio + error estandar tasa de crecimiento especifico y eficiencia

alimentaria de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a

base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80 dias

Tratamientos Tiempo TCE EA
(Dias)
10 1,54 £ 0,28 49,49 + 3,32
20 1,05 £ 0,03 50,41 + 1,66
30 1,64 + 0,26 66,60 £ 7,17
T1 (0 g Chlorella 40 1,04 £ 0,06 55,34 + 2,32
sp. /Kg alimento) 50 1,27 £ 0,36 58,36 + 16,56
60 2,18 £ 0,07 69,24 £ 1,19
70 2,51+0,07 58,48 + 1,15
80 212+0,14 62,74 £ 3,65
10 1,77 £ 0,30 36,84 + 6,08
20 1,05+ 0,17 29,02 £ 4,65
30 2,04 £ 0,54 92,70 £ 27,56
T2 (5 g Chlorella 40 1,79 £ 0,34 73,6 £9,70
sp. /Kg alimento) 50 1,94 £ 0,23 78,97 £ 7,78
60 2,67 £ 0,07 79,19+ 1,13
70 2,33+0,17 82,32+ 5,76
80 2,39+0,32 87,83 £ 12,93
10 1,94 + 0,17 39,56 + 2,97
20 1,62 + 0,21 53,27 + 6,65
30 2,36 £ 0,33 83,61 + 13,97
T3 (10 g Chlorella 40 1,90 £ 0,62 88,76 £ 18,79
sp. /Kg alimento) 50 2,06 + 0,61 124,34 + 30,45
60 2,56 £ 0,45 98,78 +17,13
70 2,36 £ 0,20 83,05+ 6,53
80 2,57 £ 0,28 98,88 + 12,49
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Tabla 11

Promedio * error estandar tasa de crecimiento especifico y eficiencia alimentaria
de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp.

biotipo 3 durante 80 dias

Tratamiento TCE EA
T1 (0 g Chlorella sp. IKg
1,67+0,12 c 58,83+242 c
alimento)
T2 (5 g Chlorella sp. /Kg
200+0,13 b 70,07+5,85 b
alimento)
T3 (10 g Chlorella sp. IKg
217+£0,13 a 83,78+ 7,01 a

alimento)

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p> 0,05). TCE= tasa de crecimiento especifico; EA=

eficiencia alimentaria.

A los 80 dias los alevines suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp.
presentaron mayor eficiencia alimentaria (83,78%) que los alevines suplementados
conb5g Kg'1 de Chlorella sp. (70,07 %)y 0 g Kg'1 de Chlorella sp. (58,83 %). Del
mismo modo Oncorhynchus mykiss suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp.

presentaron mayor tasa de crecimiento especifico (2,17 %) que los alevines

suplementados con 5 g Kg'1 de Chlorella sp. (2,00 %)y 0 g Kg'1 de Chlorella sp.

(1,67 %) (Tabla 11).
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Tabla 12

Promedio * error estandar tasa de crecimiento especifico y eficiencia alimentaria
de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp.

biotipo 3 en 80 dias

Tiempo
TCE EA

(Dias)
10 1,75+ 0,14 abc 41,96 +2,90 b
20 1,24+0,12 ¢ 4423 +451 b
30 2,01 £0,22 abc 80,97 +9,92 a
40 1,58 £ 0,24 bc 72,59+7,81 a
50 1,76 £ 0,25 abc 87,22+ 14,15 a
60 2,47+0,15 a 82,40+6,59 a
70 2,40+0,08 a 74,61+4,77 a
80 2,36 0,14 ab 83,15+ 7,52 a

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p> 0,05). TCE= tasa de crecimiento especifico; EA=

eficiencia alimentaria.

Oncorhynchus mykiss alimentados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp.

presentaron una mayor tasa de crecimiento especifico en los dias 30, 50, 60, 70. Sin

embargo Oncorhynchus mykiss suplementados con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. tuvo
una menor tasa de crecimiento especifico en los dias 40 y 50 (Figura 17). Al dia 80
el experimento obtuvo una mayor tasa de crecimiento especifico con 2,36 % y

eficiencia alimentaria de 83,15% (Tabla 12).



Figura 17

Promedio % error estandar de tasa de crecimiento especifico a
través del tiempo de alevines de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3
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Figura 18

Promedio + error estandar de eficiencia alimentaria a través del
tiempo de alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados

con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3
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Factor de conversion alimenticia. El factor de conversion alimenticia

presenté un efecto significativo para la interaccion tratamiento * tiempo (F= 2,48; p=

0,0118) (Tabla 13). A los 30 dias los alevines suplementados con 5 g Kg’1 de

Chlorella sp. presentaron mayor factor de conversion alimenticia (3,61). Sin

embargo a los 80 dias Oncorhynchus mykiss suplementados con 0 g Kg'1 de

Chlorella sp. presenté mayor factor de conversion alimenticia (1,61) que el

tratamiento con 10 g Kg'1 de Chlorella sp. (1,04) (Tabla 13).

Tabla 13

Promedio * error estandar factor de conversién alimenticia Oncorhynchus

mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80

dias
Tiempo T1 (0 g Chlorella T2 (5 g Chlorella T3 (10 g Chlorella
(Dias) sp./Kg alimento) sp./Kg alimento) sp. /Kg alimento)

10 2,04+0,13 abcd 2,90+0,57 ab 2,56 + 0,21 abc
20 1,99+0,06 abcd 3,61+0,53 a 1,94 £ 0,23 abcd
30 1,54+0,16 bcd 1,26 £ 0,31 cd 1,26 + 0,21 cd
40 1,81+0,08 bcd 1,40 + 0,17 bcd 1,23+0,25 cd
50 2,02+0,55 abcd 1,29+ 0,13 cd 0,89+0,19 d
60 1,44 +0,02 bcd 1,26 £ 0,02 cd 1,07+ 0,16 d
70 1,71+0,04 bcd 1,23 £ 0,09 cd 1,22+ 0,10 cd
80 1,61+0,09 bcd 1,19+ 0,17 cd 1,04 £0,12 d

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(p> 0,05). FCA: factor de conversion alimenticia



61

Figura 19

Promedio + error estandar del factor de conversion alimenticia a través del
tiempo de alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a

base de Chlorella sp. biotipo 3
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indice de condicion corporal. El factor de indice de condicién corporal
presenté un efecto significativo para la interaccion tratamiento * tiempo (F= 2,16; p=

0,0277) (Tabla 14). El indice de condicion corporal de Oncorhynchus mykiss

alimentados con 5 g Kg'1 de Chlorella sp. fueron mayores en los dias 40, 50 y 60 (

Figura 21). Sin embargo a los 80 dias Oncorhynchus mykiss suplementados con 10
g Kg'1 de Chlorella sp. presentd mayor indice de condicion corporal (1,28) que el

tratamiento con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. (1,12) (Tabla 14).



Tabla 14

Promedio * error estandar indice de condicion corporal Oncorhynchus mykiss

suplementados con 3 dietas a base de Chlorella sp. biotipo 3 en 80 dias.

Tiempo T1(0g Chlorella T2 (5g9g Chlorellasp. T3 (10 g Chlorella

(Dias) sp./Kg alimento) /Kg alimento) sp. /Kg alimento)
10 1,12+0,03 de 1,06 £ 0,05 e 1,07+ 0,03 e
20 1,20%0,09 cde 1,09+£0,04 e 1,07+£0,13 e
30 1,25+0,01 bcde 1,25 + 0,04 bcde 1,16 £ 0,04 cde
40 1,39+0,01 abcd 1,49+ 0,06 ab 1,41+ 0,04 abc
50 1,28 +£0,03 bcde 1,42 £ 0,05 abc 1,29 + 0,04 bcde
60 1,34 +0,04 bcde 1,65+0,09 a 1,51+ 0,04 ab
70 1,16 £ 0,03 cde 1,32+ 0,10 bcde 1,25+ 0,03 bcde
80 1,12+0,01 cd 1,23 £ 0,03 bcde 1,28 + 0,01 bcde

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>

0,05). ICC: indice de condicion corporal
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Figura 20

Promedio * error estandar del indice de condicién corporal a través del tiempo
de alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3
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Tasa de mortalidad. A los 90 dias el porcentaje de mortalidad presento

diferencias significativas entre tratamientos (F 2,4= 7,60; p= 0,0434). Los alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. presenté mayor
porcentaje de mortalidad (4,66 %) que los alevines suplementados con 5 g Kg'1 de

Chlorellasp.y 10 g Kg'1 de Chlorella sp. (2,7 %; 1,33 %) (Tabla 15).



Tabla 15

Promedio * error estandar del porcentaje de mortalidad de
alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados a los 80 dias

con 3 dietas a base de Chlorella sp.

Tratamientos % Mortalidad
T1 (0 g Chlorella sp. / Kg alimento) 4,67+ 0,67 a
T2 (5 g Chlorella sp. / Kg alimento) 2,67+ 0,67 ab
T3 (10 g Chlorella sp. / Kg alimento) 1,33+ 0,67b

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p> 0,05).

Figura 21

Promedio + error estandar del porcentaje de mortalidad de alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de Chlorella

sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Variables hematolégicas

La glucosa presento diferencias significativas entre los tratamientos (F 2,4=
14,08; p=< 0,0001). Alevines de Oncorhynchus mykiss suministrados 10 g Kg'1 de
Chlorellasp.y 5 g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron mayor glucosa (83,56 mg/dL;
78,51 mg/dL) que los alevines suministrados 0 g Kg'1 de Chilorella sp. (60,35
mg/dL). La albumina presenté diferencias significativas entre tratamientos (F2, 40=
60,61; p=< 0,0001). Como se puede evidenciar Oncorhynchus mykiss alimentados
con 10g Kg'1 de Chlorella sp. presenté mayor contenido de albimina (2,07 g/dL)
seguidode 5g Kg'1 de Chlorella sp. (1,97 g/dL)y 0 g Kg'1 de Chlorella sp. (1,63

g/dL) (Tabla 16).

Proteina total y RBC present6 diferencias significativas entre los tratamientos
(F 2,4= 17,37; p= 0,0001); (F 2,40= 7,28; p=0,020). Ademas 10 g Kg™' de Chlorella
sp. presentdé mayor contenido de proteina total (3,45 g/dL) en comparacion a los
alevines suplementados con 5 g Kg'1 de Chlorella sp. (2,62 g/dL)y 0 g Kg'1 de

Chlorella sp. (2,68 g/dL) (Figura 23).

El porcentaje de hematocrito presento diferencias significativas entre los

tratamientos (F 6,04= 14,08; p= 0,0051). Oncorhynchus mykiss suplementados con

10¢ Kg'1 de Chlorella sp. (63,27 %) presentd mayor porcentaje de hematocrito que
los alimentados con 5 g Chlorella sp. /Kg alimento (60,2 %)y 0 g Chlorella sp. /Kg

alimento (57 %).

El porcentaje de hematocrito presentd diferencias significativas entre los

tratamientos (F 6,04= 14,08; p= 0,0051). Oncorhynchus mykiss suplementados con
10g Kg'1 de Chlorella sp. (63,27 %) presentd mayor porcentaje de hematocrito que
los alimentados con 5 g Chlorella sp. /Kg alimento (60,2 %)y 0 g Chlorella sp. /Kg

alimento (57 %).
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El cortisol presenté diferencias significativas entre los tratamientos (F 2,4=

5,71; p=0,0066). Los alevines alimentados con 10 g Chlorella sp. /Kg alimento (21,71
ug/dl) presentaron mayor cortisol que los suplementados con 5 g Chlorella sp. /Kg

alimento (19,50 ug/dl) y 0 g Chlorella sp. /Kg alimento (13,17 ug/dl) (Figura 16).

Tabla 16

Promedio * error estandar de glucosa, albumina, globulina, hematocrito, proteina
total, conteo rojos, cortisol de alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados a

los 80 dias con 3 dietas a base de Chlorella sp.

T1(0 g Chlorella T2 (5g Chlorella T3 (10 g Chlorella

Variables n

sp /Kg alimento) sp /Kg alimento) sp /Kg alimento)
Glucosa (mg/dL) 15 60,35 + 2,08b 78,51+ 3,03a 83,56+ 3,29 a
Proteina total (g/dL) 15 2,68+ 0,06 b 2,62+ 0,08b 345+ 0,12a
Alblmina (g/dL) 15 1,63+ 0,02c 1,92+ 0,03b 2,07+ 0,02a
Hct (%) 15 57+ 1,28b 60,2+ 1,39 ab 63,27+ 1,29 a
RBC (cel x 1076/ul) 15 1,42 0,02b 1,54 0,03b 1,66 0,04 a
Cortisol (ug/dl) 15 13,17+ 0,22b 19,50+ 0,34 ab 21,71+ 0,40 a

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).
*= transformacion de datos a Logaritmo natural. RBC = conteo glébulos rojos; Hct:

hematocrito; dL= decilitro; g= gramos



Figura 23

Promedio % error estandar de proteina total de alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Figura 24

Promedio * error estandar de albumina de alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Figura 25

Promedio * error estandar de hematocrito de alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Figura 26

Promedio * error estandar de cortisol de alevines de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chilorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Tabla 17

Promedio * error estandar de conteo de glébulos blancos y porcentaje de linfocitos,
neutrdfilos, monocitos, basdfilos, eosindfilos de alevines de Oncorhynchus mykiss

suplementados a los 80 dias con 3 dietas a base de Chlorella sp.

T1(0g Chlorella T2 (5 g Chlorella T3 (10 g Chlorella
Variables
sp /Kg alimento) sp/Kg alimento) sp/Kg alimento)

WBC (cel x 1074/

2,38 + 0,04 c 2,51+ 0,04 b 2,66+ 0,02a

ulL)
Linfocitos (%) 93,88 + 0,33b 9521+ 0,49a 9591+ 0,62 a
Neutrofilos (%) 398+ 0,12a 2,16+ 0,20b 1,7+ 0,26 b
Monocitos (%) 1,44+ 0,05a 1,09+ 0,10 a 0,98+ 0,18 a
Basofilos (%) 0,31 £ 0,01b 0,36 £ 0,02 a 0,37+ 0,02a
Eosindfilos (%) 0,84 + 0,04ab 0,83+ 0,03b 0,93+ 0,03a

El conteo de glébulos blancos presenté diferencias significativas entre los
tratamientos (F 2,4= 33,67; p=0,0031). Los alevines de Oncorhynchus mykiss
suministrados 10 g Kg'1 de Chlorellasp.y 5 g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron
mayor WBC (2,66 cel x 1074/ uL; 2,51 cel x 1074/ uL) que los alevines
suministrados 0 g Kg'1 de Chlorella sp. (2,38 cel x 10*4/ uL). En cuanto al
porcentaje de linfocitos presenté diferencias significativas entre tratamientos (F2,
40= 17,36; p=0,0107). Como se puede evidenciar Oncorhynchus mykiss alimentados

con 10g Kg'1 de Chlorella sp. presentd mayor contenido de linfocitos con 95,91%

seguidode 5¢g Kg'1 de Chlorella sp. 95,21 %y 0 g Kg'1 de Chlorella sp. 93,88%

(Tabla 17).



Figura 27

Promedio + error estandar de conteo de glébulos blancos de alevines
de Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Figura 28

Promedio + error estandar del porcentaje de linfocitos de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias.
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Figura 29

Promedio + error estandar del porcentaje de neutréfilos de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias.
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Figura 30

Promedio * error estandar del porcentaje de monocitos de

Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chilorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Figura 31

Promedio + error estandar del porcentaje de basofilos de
Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chlorella sp. biotipo 3 a los 80 dias.
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Figura 32

Promedio * error estandar del porcentaje de eosindfilos de

Oncorhynchus mykiss suplementados con 3 dietas a base de

Chilorella sp. biotipo 3 a los 80 dias
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Los alevines suministrados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp. presenté mayor
porcentaje de basdfilos con 0,37% y eosindfilos con 0,93% en relacion al tratamiento

control que obtuvo 0,31% de basdfilos y eosindfilos con 0,84%.

Relacioén entre las variables morfo métricas, productivas y hematoldgicas.
Se encontraron correlaciones positivas entre masa corporal y longitud total
(r= 0,97 y p= <0,0001). Ademas se existié una correlacion positiva entre masa

corporal y ancho (r= 0,88 y p= <0,0001) (Tabla 18).
Tabla 18

Coeficiente de correlacion de Pearson para variables morfométricas

Masa corporal Longitud total Ancho
Masa corporal 1 0,91 0,88
Longitud total 1 0,87
Ancho 1

Se encontraron correlaciones positivas entre ganancia de peso y tasa de
crecimiento especifico (r= 0,75 y p= <0,0001). La tasa de crecimiento especifico y
factor de conversion alimenticia mostraron correlaciones negativas (r= - 0,81 y p=
<0,0001). Sin embargo se encontrd correlaciones positivas entre la tasa de
crecimiento especifico y eficiencia alimentaria (r= 0,89 y p= <0,0001), indice de

condicién corporal (r= 0,25 y p= 0,0366).

Se mostré correlaciones negativas entre el factor de conversion alimenticia y
eficiencia alimentaria (r= -0,9 y p=<0,0001). Por otro lado se encontré correlaciones
positivas entre eficiencia alimentaria e indice de condicion corporal (r=-0,9 y

p=0,0073) (Tabla 19).



Tabla 19

Coeficiente de correlacion de Pearson para variables productivas

GP TCE FCA EA ICC
GP 1 0,75 -0,68 0,84 0,24
TCE 1 -0,81 0,89 0,25
FCA 1 -0,9 ns
EA 1 0,31
ICC 1

Nota. GP= ganancia de peso; TCE= tasa de crecimiento
especifico; FCA= factor de conversién alimenticia; EA=
eficiencia alimenticia; ICC= indice de condicién corporal, ns= no

significativo.
Tabla 20

Coeficiente de correlacion de Pearson para variables hematolégicas

Glucosa Proteina Albumina Hct Cortisol RBC

total
Glucosa 1 ns 0,58 0,55 0,82 0,67
Proteina total 1 0,59 ns ns ns
Albumina 1 ns ns 0,62
Hct 1 ns 0,68
Cortisol 1 0,52
RBC 1

Nota. ns= no significativo.
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Se encontraron correlaciones positivas entre glucosa y cortisol (r= 0,82 y
p=<0,0001). Ademas existio una correlacion positiva entre glucosa y conteo de

glébulos rojos (r= 0,67 y p= 0,0018) (Tabla 20).

Se presentd una relacion positiva entre hematocrito y recuento de glébulos
rojos (r= 0,68 y p=<0,0001). Del mismo modo existié una correlacion positiva entre
cortisol y recuento de glébulos rojos (r= 0,52 y p= 0,0057) (Tabla 20).

Discusion
Contenido de pigmentos fotosintéticos y proteinas

El contenido de clorofila a, clorofila B, clorofila total y de carotenos de
Chilorella sp. biotipo 3 presentaron similares resultados a los obtenidos por Auz,
(2019) que obtuvo 43,08 % proteinas, 16,48 mg g' de clorofila a, 6,7 mg g™' de

clorofila B, 23,19 mg g™! de clorofila total y 5,23 mg g™! de carotenos.

Parametros morfométricos

Las microalgas Chlorella son empleados como alimentos naturales debido a
su valor nutricional (Pangestuti et al., 2020). Ademas son suministrados para mejorar
la eficiencia productiva y perfiles hematolégicos en peces (Arteaga et al., 2021). La
Chilorella sp. se ha reconocido como una fuente potencial para la alimentacion
animal debido al elevado contenido de proteinas, vitaminas, acidos grasos y
carotenoides como [3-caroteno, luteina y astaxantina (Plaza et al., 2012; Rahimnejad
et al., 2017). Dentro de la composicion bromatoldgica de Chlorella sp. los
aminoacidos que presentan mayor contenido son el acido aspartico y acido
glutdmico (Romero et al., 2010). Ademas contiene fitonutrientes denominado factor
de crecimiento de Chlorella (CFG) que regularmente se encuentran libres de
alérgenos y no producen biotoxinas (Han et al., 2002; Liu & Hu, 2013). Al poseer una

buena fuente de proteinas las microalgas pueden sustituir a la harina de pescado en
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las dietas (Enyidi, 2017). En consecuencia la aplicacién de micro algas representa

una manera economicamente factible para la nutricién animal (Chen et al., 2019).

La suplementacién de Chlorella sp. afecto significativamente el contenido de

masa corporal, longitud total y ancho de Oncorhynchus mykiss. Los valores mas

altos se presentaron en Oncorhynchus mykiss alimentados con 5y 10 g Kg'1 de

Chilorella sp.

Estos resultados coinciden con los realizados en peces de Paralichthys
olivaceus alimentados con 5 g Kg'1 de Chlorella vulgaris presentaron un aumento de

masa corporal del 5,09%. Mientras que los peces alimentados con 10 g Kg'1
Chlorella vulgaris obtuvieron un aumento del 14,64% en comparacién al tratamiento

control (Rahimnejad et al., 2017).

Arteaga et al., (2021) evaluaron la suplementacién de 5 g Kg'1 de Chlorella

en Oncorhynchus mykiss obteniendo un incremento de masa corporal del 20,20% y

longitud total del 6,94%. Ademas la suplementacion de 7,5 g Kg'1 de Chlorella

presentdé un aumento de 2,8% de masa corporal y 7,9 % de longitud total.

Los macronutrientes, pigmentos y bioactivos (CFG) presentes en Chlorella
sp. aumentan el rendimiento de crecimiento, respuestas inmunitarias y el apetito de
los peces (Bai et al., 2002; Luo et al., 2018; Abdelhamid et al., 2020). Chlorella
incrementa la capacidad digestiva beneficiando el rendimiento de crecimiento. Esto
se debe al aumento de las actividades de las enzimas amilasa, lipasa y tripsina
intestinales que facilitan la absorcién de nutrientes (Xu et al., 2014; Shi et al., 2017;
Luo et al., 2018). La actividad de las enzimas digestivas es empleado como
indicador de los procesos digestivos y el estado nutricional del pez (Abolfathi et al.,

2012).
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Parametros productivos
La suplementacién de Chlorella sp. afecto significativamente el contenido de

TCE, ICCy EA, sin embargo, presentdo menor FCA. Los valores mas altos se

presentaron en Oncorhynchus mykiss alimentados con 5y 10 g Kg'1 de Chlorella sp.

Estudios realizados en Oncorhynchus mykiss suministrados con 5 g Kg’1 de

Chlorella sp. mostraron 1,36% de FCA, 3,14% de TCE y 1,15 de ICC. Mientras que
los suplementados con 7,5 g Kg'1 de Chlorella sp. presentaron 3,44% de TCE,
1,21% de FCA 'y 1,11 de ICC (Arteaga et al., 2021). Sebastes schlegeli alimentado
con5g Kg'1 de Chlorella sp. obtuvo un FCA de 1,02%, mientras que los alimentados
con10g Kg'1 de Chlorella vulgaris presentaron un FCA de 1 % (Bai et al., 2002). En
Paralichthys olivaceus alimentados con 5 g Kg'1 de Chlorella vulgaris obtuvo un FCA

de 0,88%, en cambio los alimentados con 10 g Kg'1 de Chilorella sp. presentaron un

FCA de 0,96 %. En cuanto a la eficiencia alimenticia (EA) los peces de Paralichthys
olivaceus alimentados con 5 g Kg'1 de Chlorella vulgaris presentaron 111% vy los

suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella vulgaris presentaron 110% (Rahimnejad

et al., 2017).

El aumento de la eficiencia alimentaria se debe a la alta digestibilidad de
Chlorella sp., ya que la adicién de Chlorella sp. aumentan las actividades de las
enzimas digestivas como amilasa, proteasa, lipasa y tripsina (Xu et al., 2014; Shi et
al., 2017; Luo et al., 2018). Ademas incrementa la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina que participa en procesos digestivos del epitelio intestinal permitiendo una
mayor absorcidn y transporte de aminoacidos por los enterocitos (células epiteliales

del intestino) (Carneiro et al., 2020).
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El incremento de la actividad de la amilasa aumenta el empleo de
carbohidratos de las dietas (Pakravan et al., 2017). La mayor tasa de crecimiento se

atribuye a la digestibilidad y el valor nutricional de Chlorella sp. (Khani et al., 2017).

Pakravan et al., (2017) menciona que Litopenaeus vannamei alimentados
con Chlorella vulgaris mejoraron el rendimiento de crecimiento, ya que presentaron
contenidos mas altos de acidos grasos poliinsaturados como acido
eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA) y acido araquidénico
(ARA). Esto se debe a que los acidos grasos participan en los procesos de
osmorregulacion (equilibran la cantidad de sales y agua dentro de su organismo),
poseen propiedades antiinflamatorias y aceleran la resolucién de la inflamacion.
Ademas participa como un factor importante en las respuestas adaptativas de los
factores de estrés fisioldgicos en peces, ya que participan en la liberacién de

hormonas (control de la respuesta al estrés) (McKenzie et al., 1997).

Se obtuvo un menor porcentaje de mortalidad en alevines de Oncorhynchus
mykiss suplementados con 10 g Kg'1 de Chlorella sp. con el 1,33% en comparacién

a los alevines suplementados con 0 g Kg'1 de Chlorella sp. que mostraron el 4,63%.

Estos datos coinciden con (Arteaga et al., 2021), Oncorhynchus mykiss alimentados
con7,5¢g Kg'1 de Chlorella sp. que presentaron 2% de mortalidad, por el contrario

los alevines suplementados con 5 g Kg'1 de Chlorella sp. mostraron el 3% de

mortalidad.

El menor porcentaje de mortalidad en la trucha arcoiris se debe a la
capacidad de defensa antioxidante de Chlorella. Puesto que existe un incremento de
la actividad de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) que

protege el dafio de la membrana celular causado por peroxidacion lipidica. En donde
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la peroxidacién lipidica es el principal efecto del estrés oxidativo que provoca la

muerte celular (Sikiru et al., 2019).

Productos de peroxidacién lipidica (hidroperéxidos, aldehidos y epéxidos)
reaccionan e inactivan las proteinas esenciales, enzimas y acidos nucleicos
ocasionando danos irreversibles celulares. Ademas el estrés oxidativo inhibe el
sistema inmunoldgico y conduce a una mayor susceptibilidad a enfermedades
infecciosas. La defensa fagocitica depende en gran medida de la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que resulta estar debilitado bajo estrés

oxidativo (Zhou et al., 2016).

Las microalgas poseen compuestos bioactivos con actividad antioxidante,
antiviral, antimicrobiana que incrementa la respuesta humoral y celular (Vijayavel et
al., 2007; Safi et al., 2014). Los carotenoides son sistemas antioxidantes no
enzimaticos liposolubles que poseen la capacidad de secuestrar radicales toxicos de
oxigeno inactivando la peroxidacion lipidica. La peroxidacion de lipidos también se

produce en el gasto respiratorio de los fagocitos (Guedes et al., 2011).

La astaxantina incrementa la defensa contra el estrés oxidativo, ya que
posee propiedades antioxidantes. Esto se debe a que la astaxantina inhibe la per
oxidacion lipidica mediada por formas activas de oxigeno (Jorgensen & Skibsted,
1993). Ademas Khalifah, (1986) describe que la astaxantina es convertida en
vitamina A en Oncorhynchus mykiss, el cual es importante para el mantenimiento del

sistema inmunitario y sistema visual del animal.

Perfil hematologico
Los parametros sanguineos son indicadores del estado fisioldgico del animal.
La actual investigacion presenta valores hematoldgicos de Oncorhynchus mykiss

dentro de los rangos normales (McCarthy et al., 1973).
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La suplementaciéon de Chlorella sp. afecto significativamente la concentracion
de hematocrito, niumero de glébulos rojos, proteina, glucosa y cortisol. Los valores
mas altos se presentaron en Oncorhynchus mykiss alimentados con 5y 10 g Kg’1 de
Chlorella sp. En el presente estudio los alevines tratados con 5 g Kg'1 de Chlorella
sp. presentd 60,2% de hematocrito, 1,24 cel x 1076/ul de RBC, 2,62 g/dL de
proteina, 78,51 mg/dL de glucosa y 18,54 ug/dl cortisol. Mientras que la
suplementacion de 10 g Kg'1 de Chlorella sp. mostré un incremento de hematocrito
con 63,27%, RBC 1,37 cel x 10%6/ul, proteina de 3,45 g/dL, glucosa 83,56 mg/dL y

cortisol 26,32 ug/dI.

Estudios anteriores en Oncorhynchus mykiss mostraron que concentraciones
de5g Kg'1 de Chlorella sp. en la alimentacion de los alevines obtuvieron 56% de
hematocrito y el numero de glébulos rojos de 1,46 cel x 1076/ul. Mientras que
Oncorhynchus mykiss suplementados con 7,5 g Kg'1 de Chlorella sp. aumentaron el
contenido de hematocrito con 61% y el nimero de gldbulos rojos con 1,28 cel x
1076/ul. (Arteaga et al., 2021). Por otro lado la suplementacion de 50 g Kg'1 de
Chlorella sp. en Cyprinus carpio presentaron un incremento en glébulos rojos de

3,53 cel x 10*6/ul (Khani et al., 2017).

La albumina present6 diferencias significativas entre los tratamientos. Estos

resultados coinciden con los realizados en Sebastes schlegeli suplementados con 10

g Kg'1 de Chlorella obteniendo 3,12 g/dL de albumina. Mientras que el tratamiento

control obtuvo 2,74 g/dL (Bai et al., 2002).

Lates calcarifer obtuvo a los 90 dias una glucosa de 5,53 mmol L-1 (99,63
mg/dL) y cortisol de 12,09 ng/ml (Lim et al., 2019). Sin embargo los resultados

encontrados por (Bai et al., 2002) presenté mayor contenido de glucosa en Sebastes

schlegeli alimentados con 10 g Kg'1 de Chlorella con 50,3 mg/dL de glucosa,
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mientras que los suplementados con 5 g Kg'1 de Chlorella presentd 49,2 mg/dL.

Cyprinus carpio suplementado con 25 g Kg'1 de Chlorella pyrenoidosa obtuvo 163
mg/dL de glucosa, 3,18 g/dL de proteina, mientras que el tratamiento control obtuvo
140.6 mg/dL de glucosa y 2.23 g/dL de proteina total (Abdel et al., 2020). Estudios
previos mostraron la relacién del estrés con el aumento del contenido de glucosa y
cortisol en Oncorhynchus mykiss. Peces estresados por hacinamiento presentaron
un incremento de la gluconeogénesis para mantener la homeostasis (Bermejo et al.,

2015).

De tal manera la glucosa se encuentra vinculada con el consumo de
alimentos ingeridos por el organismo. Ademas es un indicador de estrés, por lo que
se encuentra relacionado con los niveles plasmaticos de cortisol (Poza, 2017). El
estrés también puede ser causado por cultivar truchas con altas densidades
provocando un aumento de glucosa y niveles plasmaticos de cortisol (Trenzado,

2004).

El cortisol es una hormona capaz de activar el proceso de glucogendlisis en
el higado, también reduce la concentracion de glucogeno e incrementa la glucosa
plasmatica, produccion de hepatocitos de piruvato y liberacion de lactato al plasma.
Ademas en el metabolismo proteico el cortisol es capaz de aumentar la protedlisis
en el musculo lo que da como resultado un aumento de aminoacidos en el plasma
que se traslada hacia el higado. En cuanto al metabolismo lipidico ocurre un
incremento de lipolisis (tejido adiposo, higado y musculo rojo) produciendo un
aumento de acidos libres en el plasma. Es necesario destacar que actua en el
intestino incrementando la liberacion de glucosa, prolina al plasma (Sumpter et al.,

1991; Mommsen et al., 1999; Poza, 2017).
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La suministracion de Chlorella sp. mejora el perfil hematologico. La Chlorella
no posee efectos negativos sobre los parametros sanguineos de los peces, esto se
debe a que poseen abundante cantidad de hierro y acido folico que actuan sobre la
eritropoyesis (Khani et al., 2017; Yeganeh et al., 2015). Del mismo modo la
microalga posee carotenoides, propiedades antioxidantes, bioactivos que favorecen
al aumento de produccién de glébulos rojos (Rahimnejad et al., 2017). El incremento
de glébulos rojos proporciona un mayor transporte de oxigeno en la sangre

(Mairbaurl & Weber, 2012).

Los alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con 5 g Kg'1y 1049

Kg'1 Chlorella sp. presentaron un incremento de leucocitos, en donde, el porcentaje

de linfocitos predominé entre los gldbulos blancos. Cyprinus carpio suplementados

con20g Kg'1 de Chlorella vulgaris que obtuvo un aumento de leucocitos del 10,02%
en relacion al tratamiento control (Khani et al., 2017). Clarias Gariepinus

suplementados con 12,5 g/100g Chlorella sp. con 5,38% (Raji et al., 2018) y en

Oncorhynchus mykiss suplementados con 5 g Kg'1 obtuvieron un incremento de

9,316% (Arteaga et al., 2021).

Los parametros inmunolégicos de los alevines suministrados con Chlorella se
determinaron mediante la actividad de lisozima y complejo sérico (componentes del
sistema inmunoldgico innato) ((Hoseini et al., 2016). Esto se debe a que la lisozima
es la enzima bacteriolitica que contribuye a los mecanismos de defensa
inespecificos y su actividad se modifica en reaccion a agentes estresantes o
infecciosos. Estudios preliminares determinaron que la suministracion de Chlorella
estimula la respuesta inmune humoral innata, incrementando la actividad de lisozima

y complejo sérico (Khani et al., 2017; Abdelhamid et al., 2020; Arteaga et al., 2021).
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El incremento de leucocitos genera una mejor respuesta inmune celular
frente a agentes infecciosos, incrementando la resistencia a enfermedades y
trastornos. Esto se debe al aumento de la capacidad de fagocitosis, de las
respuestas inmunitarias mediadas por células, niveles de IgM, lisozima y C4 (Khani

et al., 2017; Arteaga et al., 2021).
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Capitulo V
Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

La inclusion de 10 g Kg'1 de Chlorella sp. por cada Kg de alimento en dietas
para alevines de trucha arcoiris presentaron una mejora en masa corporal del

54,27%, longitud total 10,68% y ancho total del 14,75% en relacién al control.

En cuanto a los pardmetros productivos los alevines suplementados con 10 g

Kg'1 de Chlorella sp. biotipo 3 mostraron un incremento en la tasa de crecimiento
especifico de 2,17%, indice de condicion corporal de 1,28, eficiencia alimenticia de

83,78% y un factor de conversion alimenticia 6ptimo de 1,04%.

El efecto de Chlorella sp. en el estado sanitario de los peces mejora los
indicadores hematolégicos como hematocrito, concentracién de células circulantes y
contenido de proteinas en la sangre, fortaleciendo el sistema inmunitario de estos
organismos y por tanto disminuyendo la tasa de mortalidad durante el estudio
experimental. Por otro lado, el contenido de glucosa y cortisol se incrementan en el

tiempo, dado por el aumento sustancial de la carga animal que va, de 2.6 kg m™ en

todos los tratamientos, llegando a una carga de hasta 13,35 Kg m™.
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Recomendaciones
Evaluar la expresion génica del metabolismo de los lipidos y carotenoides de
los alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con Chlorella sp. biotipo 3 con

el propdsito de determinar la digestibilidad del animal.

Determinar el efecto de la adicién alimentaria de Chlorella sp. biotipo 3 sobre
las caracteristicas organolépticas de Oncorhynchus mykiss con la finalidad de

valorar la calidad de la carne.

Valorar la suplementaciéon de Chlorella sp. biotipo 3 en diferentes zonas
climaticas con la finalidad de determinar la actividad enzimatica digestiva de

Oncorhynchus mykiss.

Valorar el efecto de concentraciones superiores a 10 g Kg'1de Chilorella sp.
biotipo 3 en dietas de Oncorhynchus mykiss para determinar la eficiencia del sistema

inmune bajo condiciones de estrés.
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