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Resumen
Morinda citrifolia Linn es considerado como un fitobidtico y utilizado como un aditivo
alimentario natural que tiene como fin mejorar el sistema inmune. La aplicacion de
alimentos funcionales en la acuicultura es visionaria a futuro, debido a que reduce la
aplicacién de agroquimicos en las producciones. El presente estudio evalud la inclusiéon
del noni (Morinda citrifolia Linn) en dietas de alevines de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) sobre la calidad del sistema inmune, su fortalecimiento y evitar pérdidas de
produccion reduciendo y evitando el suministro de antibiéticos y residuos quimicos en
las piscifactorias. Durante 60 dias se utilizaron 800 alevines (3,15 + 0,10 g) distribuidos
aleatoriamente en 16 unidades experimentales, con una densidad de 50 alevines por
cada unidad experimental. Se evaluaron 3 tratamientos y un control con la inclusion de
diferentes porcentajes de Morinda citrifolia Linn (2.5, 5y 7.5%). A través de un analisis
de varianza, complementados con un andlisis de comparacion multiple de Tukey, se
establecid que la inclusion de Morinda citrifolia Linn tiene un efecto significativo en la
tasa de mortalidad del 19,5% y variables hematolégicas: proteina (2,77 g. dL™),
albumina (1,22 g. dL'!), RBC (1,90 cél x 10°. yL), WBC (5,73 cél x 10*. uLY), linfocitos
(4,95 cél x 10%. uL?), neutrdfilos (0,45 cél x 10%. uLt) y monocitos (0,30 cél x 10%. uL™?)
con respecto al control. La histologia de los alevines inducidos a estrés controlado
mostré cambios significativos como: la aparicién de edemas, fusion de laminas, necrosis
e hiperplasia severa a nivel branquial, mientras que en el perfil hepético se observé
vasodilatacion de sinusoides, deformacién globular de los hepatocitos y necrosis, sin

embargo, estos dafios disminuyen en los tratamientos con noni (Morinda citrifolia Linn).

Palabras clave: acuacultura, trucha arco iris, Morinda citrifolia Linn, sistema

inmune, histologia.
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Abstract
Morinda citrifolia Linn is considered a phytobiotic and it is used as a natural food additive
to improve the immune system. The application of functional foods in aquaculture is
visionary for the future because it reduces the application of agrochemicals in
production. The present study evaluated the inclusion of noni (Morinda citrifolia Linn) in
diets of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fry on the quality of the immune system,
strengthening it and avoiding production losses by reducing and avoiding the supply of
antibiotics and chemical residues in fish farms. For 60 days, 800 fry (3.15 £+ 0.10 g) were
randomly distributed in 16 experimental units, with a density of 50 fry per experimental
unit. Three treatments and a control with the inclusion of different percentages of
Morinda citrifolia Linn (2.5, 5 and 7.5%) were evaluated. Through an analysis of
variance, complemented with a Tukey's multiple comparison analysis, it was established
that the inclusion of Morinda citrifolia Linn has a significant effect on the mortality rate of
19.5% and hematological variables: protein (2.77 g. dL?), albumin (1.22 g. dL?), RBC
(1.90 cell x 10°. yL't), WBC (5.73 cell x 10%. uL1), lymphocytes (4.95 cell x 10%. yL?),
neutrophils (0.45 cell x 10%. uL?), and monocytes (0.30 cell x 10%. uLt) with respect to
the control. The histology of the fry induced to controlled stress showed significant
changes such as: the appearance of edema, fusion of lamellae, necrosis, and severe
hyperplasia at gill level, while in the hepatic profile, vasodilatation of sinusoids, globular
deformation of hepatocytes and necrosis were observed, however, these damages

decrease in treatments with noni (Morinda citrifolia Linn).

Keywords: aqguaculture, rainbow trout, Morinda citrifolia Linn, immune system,

histology.
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Capitulo |
Introduccién

Antecedentes

Ecuador segun la FAO (2018), presenta una produccion acuicola de 1'138.557
toneladas, entre las principales especies mas cultivadas la trucha arcoiris es de gran
importancia por su demanda, debido a que registré una produccion de 6.000 toneladas
(FAO, 2018). La acuicultura ha sido de gran aporte para la economia puesto que
pequefios productores han encontrado en esta actividad un sustento de vida, no
obstante, el sistema de produccién intensivo que emplean los piscicultores, influye a
gue los peces se encuentren expuestos a enfermedades y por ende una reduccion en la
produccién y crecimiento de animales, a razén de que el sistema inmune es vulnerable
a causa del estrés al que se hallan expuestos por ciertas labores culturales como
desinfecciones frecuentes, uso de antibidticos y productos quimicos (Penagos el al.,

2008).

El crecimiento apresurado de la produccion de trucha arco iris ha provocado un
incremento de las enfermedades infecciosas, Georgiadis el al. (2001) menciona que
generalmente son causadas por bacterias o virus. Para controlar los agentes
infecciosos, por lo regular se utilizan sustancias quimicas y antibiéticas, mismas que
provocan efectos colaterales, como la acumulacién del producto en el musculo del pez.
Furushita el al. (2003), menciona que los antibiéticos perduraron en los sedimentos
durante 18 meses después de su aplicacién, de la misma manera Igbinosa el al. (2017),
sefala que 26 especies de Aeromonas fueron resistentes a penicilina, ertapenem y
tetraciclina en un 100%. Una alternativa al uso farmacos es promover el desarrollo y

fortalecimiento del sistema inmune de los peces, con la finalidad de prevenir
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enfermedades dentro de la piscifactoria, atenuar el impacto ambiental generado por la
descarga de desechos como alimento y agua con contenido de antibiéticos que podian
convertirse en un riesgo a la salud puablica. Morinda citrifolia Linn es una planta con
amplios efectos nutracéuticos y terapéuticos, utilizada como antifungico, antibacteriano,
antiinflamatorio, anticanceroso, antiparasitario, analgésico (Mohamad Shalan el al.,
2016; Potterat & Hamburger, 2007; Ruksilp el al., 2011; Sina el al., 2021). Los
fitobioticos como Morinda citrifolia Linn se pueden emplear como aditivos alimentarios
naturales, ya que estos tienen la capacidad incrementar la produccion de los peces
debido a que estimulan el crecimiento y fortalecer la salud. Segun Cristea el al. (2012),
los fitobidticos mejoran el sistema inmunitario frente a la infeccion por diversas bacterias
en diferentes especies de peces. Cevallos el al. (2007), se evaluaron distintas dosis de
extracto de Morinda citrifolia Linn en el perfil hematolégico de Sus scrofa, desde los 15
kg hasta alcanzar 35 kg, se evidenci6 la accién fitoquimica de noni sobre el sistema
inmunoldgico, por esta razén las defensas de los individuos evaluados mejoraron, este
proceso estuvo ligado al aumento de linfocitos y disminucién de neutréfilos durante

procesos infecciosos, en este caso aparicion de abscesos.

Justificacion

El uso de fitobidticos pueden definirse como un alimento que beneficia a una o
mas funciones del organismo, incluyendo efectos nutricionales convenientes que
ayudan a mejorar la salud y reducir enfermedades; el noni se considera un fitobiético
gue contiene alcaloides, escopoletina, damnacanthal y otras moléculas, que contribuyen
en la nutricién de animales (Singh, 2012). Kristiana el al. (2020), evaluaron el
crecimiento y rendimiento de la tilapia del nilo (Oreochromis niloticus) mediante la

suplementacion con extracto de noni (Morinda citrifolia Linn) a través de la dieta,
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mostraron que la tasa de crecimiento asciende en 0,0150% por dia a diferencia del
control, mientras que para la retencion de proteinas obtuvieron un valor de 12,6246% a
diferencia del control. Este fitobiotico se considera como un supresor de crecimiento de
patdégenos y beneficia el aumento de microorganismos beneficiosos en el tracto
digestivo, lo que ayuda a la capacidad de descomponer ingredientes, especialmente de
fibra cruda (Kristiana el al., 2020). Experiencias desarrolladas por limayati el al. (2016),
mostraron mejores resultados al aplicar 9 g de noni (Morinda citrifolia Linn) por kg de
pienso, con el objetivo de valorar el sistema inmune de la tilapia del nilo (Oreochromis
niloticus), obteniendo 73.720 células.mm? total, para linfocitos 66,33%, monocitos
29,33%, neutréfilos 4,33%, la media de peso fue de 24,06 g y la tasa de supervivencia

de 91,67%, con respecto al grupo control.

Por tal motivo en este estudio se evaluo la inclusion del noni (Morinda citrifolia
Linn) en dietas de alevines de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sobre la calidad
del sistema inmune, con la finalidad de fortalecer dicho sistema y evitar las pérdidas de
produccién reduciendo o evitando el suministro de antibi6ticos y residuos quimicos en

las piscifactorias.

Objetivos
Objetivo general
e Evaluar el efecto del noni (Morinda citrifolia Linn) sobre el desarrollo del sistema

inmune de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) en la etapa de alevinaje

Objetivos especificos
e Evaluar parametros productivos y morfométricos en etapas de alevinaje de
trucha arcoiris bajo la accién de diferentes niveles de inclusién de Morinda

citrifolia Linn en dietas balanceadas.
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¢ Determinar el estado sanitario de los peces, capacidad antiinflamatoria de

Morinda citrifolia Linn mediante el comportamiento de células circulantes en el
perfil hematoldgico y la restauracion de tejidos hepaticos y respiratorios en
pruebas de estrés controlado.

Hipotesis
HO: La inclusién del noni (Morinda citrifolia Linn) en dietas balanceadas para

alevines de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) mantiene el bienestar animal, sin

cambios significativos en el sistema inmune, representado por células circulantes y de

complemento, asi como las estructuras fisiolégicas en el higado y branquias.

H1: La inclusién del noni (Morinda citrifolia Linn) en dietas balanceadas para
alevines de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) mantiene el bienestar animal, con
una evidente respuesta del sistema inmune, representado por el incremento de células
circulantes y de complemento, asi como el mantenimiento funcional de estructuras

fisiologicas en el higado y branquias.
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Capitulo 1l
Revision de literatura

Morinda citrifolia Linn
Generalidades

Es una planta subtropical y tropical que se cultiva generalmente en Asia,
Australia e Islas del Pacifico y ha sido utilizada para tratar varias enfermedades, debido
a que contiene amplios efectos nutracéuticos y terapéuticos (McClatchey, 2002). Es
usada para estimular el sistema inmune, empleada como antibacterial, antiviral,
antiparasitario, antiinflamatorio, anticanceroso, antifingico y analgésico (Mohamad
Shalan el al., 2016; Potterat & Hamburger, 2007; Ruksilp el al., 2011; Sina el al., 2021).
Morinda citrifolia Linn pertenece a la familia de las Rubiaceae, es un arbusto perenne
gue por lo regular se desarrolla en climas humedos y templados, su fruto se produce
durante todo el afio, presenta una coloracion verde y amatrilla y transpira un olor fuerte

rancio similar al &cido butirico (Chan-Blanco el al., 2006).

Composicién fisicoquimica

Chunhieng (2003), menciona que el fruto contiene un 90% de agua, mientras
gue los componentes primordiales de la materia seca son sélidos solubles, fibras
dietéticas y proteinas. El fruto tiene un alto contenido de proteinas representado el
11,3% de la materia seca del zumo y los principales aminoacidos son el acido aspartico,
glutdmico e isoleucina. De la materia seca el 8,4% es representado por los minerales,
de los que se destacan el potasio, fésforo, calcio adicionalmente se han presentado
trazas de selenio en el jugo (Tabla 1). Varios compuestos bioactivos presentes en
diferentes partes del fruto de Morinda citrifolia Linn han mostrado su actividad bioldgica,

(Tabla 2) los compuestos fendlicos, entre los principales principios bioactivos son las
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antraquinonas que son fundamentales para procesos digestivos puesto que actlia en

terminaciones nerviosas del intestino estimulando movimientos peristalticos (Chan-

Blanco et al., 2006; Wang, et al., 2002). Bussmann el al. (2013), menciona que los

procesos de fermentacion, secado vy liofilizacion para la produccion de jugo de fruta de

noni, no interfieren en el contenido de antraquinonas, lucidina, alizarina y rubidiana.

Tabla 1

Composicion fisicoquimica de la fruta de noni (Morinda citrifolia Linn)

Caracteristica o *
Valor de pH 3,95
Materia seca (% en masa) 9,8 hasta 10
Sélidos solubles totales (Brix) 8,17
Cenizas (% de masa) 0,82
Proteinas (% de masa) 4,20
Lipidos (% de masa) 0,15
Glucosa (g.L?) 11970,2
Fructosa (g.L?) 8270,2
Potasio (mg. L'?) 3900
Sodio (mg.30g?) 16,75
Fibras totales (% de masa) 2,40
Vitamina C (% de masa) 0,117
Magnesio (mg. L) 14
Calcio (mg. L?) 28

Nota. Tomado de (Chunhieng, 2003) *, (Nascimento el al., 2018) **.



Tabla 2

Resumen de los principales compuestos bioactivos de noni (Morinda citrifolia Linn)

Clasificacion Compuesto Estructura Actividad
Cantidad (mg. g™?)
bioquimica bioactivo de la planta bioldgica
Alanina 0,45
Arginina 0,32
Acido

0,80

aspartico
Cisteina 0,23

Acido

0,64

glutdmico
Glicina 0,36
Histidina <0,1
Isoleucina 0,29

Aminoacidos Fruta

Leucina 0,38
Lisina 0,25
Metionina <0,1
Fenilalanina 0,21
Prolina 0,26
Serina 0,27
Treonina 0,27
Triptéfano <0,1
Tirosina 0,25
Valina 0,36
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Clasificacion Compuesto Estructura Actividad
Cantidad (mg. g™?)
bioguimica bioactivo de la planta biol6gica
Alizarina Fruta 7,797 Citotoxico
Antitumoral y
Damnacanthal Raiz 1,42 antican-
Antraquinonas cerigeno
Lucidina Fruta 4,65
Nordamnacant
Tallo Antitumoral
hal
Rubiadina Citotoxico
Citotoxico,
Carotenoides B-caroteno Fruta 19,09 antioxidante y
antiviral
Antiinflama-
Cumarinas Escopoletina 6,87
torio
Acido
15-45
eicosanoico
Inmunoesti-
) Acido laurico 49-125 mulante,
Acidos grasos Semilla
citotoxico
) 36,6 — Antiinfla-
Acido linoleico
39,4 matorio
Acido oleico 19,58 — Anticance-
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Clasificacion Compuesto Estructura Actividad
Cantidad (mg. g™?)
bioguimica bioactivo de la planta biol6gica
21,82 rigeno
Acido Inmunoes-
3,5-10,9
palmitoleico timulante
Acido 20,1 - Inmunoes-
estearico 229 timulante
Kaempferol Hojas 1,33 Antioxidante
Antioxidante,
antiviral y
Rutina 2,75
antiinflama-
Flavonoides torio
Narcisoside Antioxidante
Antiinfla-
Fruta
Quercetina 1,59 matorio,
antioxidante
Acido
38,79
asperulosidico
Iridoides Acido
desacetilasper 137,71 Antitumoral
ulosidico
Calcio 5,462
Hojas
Minerales Cobre 0,00233
Cobalto Fruta 0,0474
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Clasificacion Compuesto Estructura Actividad
Cantidad (mg. g™?)
bioguimica bioactivo de la planta biol6gica
g.L?
Hierro Hojas 0,00447
Fo6sforo Fruta 7.0
Magnesio Hojas 0,57
1
Molibdeno
mg.100g*
Potasio 3,9
0,01
Selenio
mg.100g*
15 a 40
Sodio
mg.100g*
0,13
Zinc
mg.100g™
) Fruta
Acido 149,5
ascorbico (C) mg.100g™*
15-5
Biotina (B7)
mg.100g™*
Vitaminas Cobalamina 05-1
(B12) U.100g*
Acido folico 7-25
(B9) mg.100g™*
Niacina (B3) 0,1-05



27

Clasificacion Compuesto Estructura Actividad
Cantidad (mg. g™?)
bioquimica bioactivo de la planta biol6gica
mg.100g™
0,04 -
Piridoxina (B6) 0,13 mg.
100g*
0,003 —
Riboflavina
0,01 mg.g
(B2)
1
0,003 -
Tiamina (B1) 0,01 mg.g
1
0,1-0,3
Tocoferol (E)
mg.100g*
Acido
<0,018
pantoténico
mg.100g*
(B5)
Vitamina K <0,1 p.g*

Nota. Tomado de (Abu el al., 2018), (Ali el al., 2016), (Deng el al., 2008), (Inada el al.,
2017), (Kiathevest el al., 2009), (Peter & Peter, 2018), (Rybak & Ruzik, 2013), (Singh,
2012), (Thani el al., 2010), (West el al., 2011).
Actividad antibacteriana

Wei el al. (2008), menciona que el extracto de metanol de Morinda citrifolia Linn

mostré zonas de inhibicion en un rango de 7,7 a 26 mm contra Vibrio cholerae,
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Klebsiella, Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus thermophilus, Shigella
flexneri, Vibrio harveyi, Chromobacterium vialaceum, Aeromonas hydrophila, Salmonella
paratyphi. Tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas a través
de sustancias bioactivas como alcaloides, flavonoides ademés de que puede mejorar
las caracteristicas morfolégicas intestinales (Murdiati et al., 2000; Zhang et al., 2016).
Para aumentar la inmunidad de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) por
Streptococcus iniae se utilizé una dosis de 9 g.kg-1 de alimento con la adiccién de
harina de noni Morinda citrifolia Linn, obteniendo 73.720 células.mm?totales, linfocitos
66,33%, monacitos 29,33%, neutrofilos 4,33%, la media de peso 24,06 g y la tasa de

supervivencia 91,67% (llmayati el al., 2016)

Actividad antioxidante

Segun Singh (2012), una alimentacién basada en un elevado consumo de frutas
y verduras contiene antioxidantes fendlicos, que son capaces de inhibir la oxidacion de
las lipoproteinas de baja densidad, lo que reduce el proceso de aterosclerosis y el
riesgo de cancer y otras enfermedades. Un estudio realizado por Mohamad Shalan el al.
(2016), mostraron que la concentracion de glutation en el plasma sanguineo del grupo
suministrado con 200 mg.kg™ de las hojas de Morinda citrifolia Linn fue dos veces
mayor al grupo control, debido a que los niveles de glutation (GHS), representa a una
enzima que cataliza la reduccién de glutation oxidado a reducido debido a que cede
electrones de su estructura quimica, el cual es utilizado por la glutation peroxidasa para
la reduccion del peroxido y lipoperéxidos, jugando un papel primordial en la defensa
antioxidante y se encuentra en diferentes drganos y tejidos promoviendo que las células

no se envejezcan y presenten mayor (Cisneros, 1995).
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Actividad inmunoloégica

Palu el al. (2008), muestran que los efectos del concentrado y zumo de noni
(Morinda citrifolia Linn) si modula la respuesta inmunitaria in vitro e in vivo en ratones,
este proceso fue dado mediante la activacion de los receptores CB2 y la supresion de la
IL-4, no obstante, presenté un aumento en la produccién de citoquinas IFN-gamma.
Mientras que el jugo fermentado de noni inhibe la reproduccion celular esencialmente
de células cancerosas, Wong (2004), reporta que el jugo fermentado estimula tanto a
los esplenocitos como a las células B para producir IgG e IgM. Ademas, contiene una
fraccidn rica en polisacaridos que contienen actividad antitumoral en el modelo de
carcinoma de pulmén de Lewis en ratones mostrando una tasa de recuperacion del 25 —

45 % (Furusawa el al., 2003).

Usos industriales

Conservante natural. Zin el al. (2002), mencionan que debido a sus
propiedades antioxidantes de hojas, frutas y raices las cuales son similares a la
vitamina E, ademas de contener hidroxitolueno butilado el cual es un derivado del fenol,
contribuye como un antioxidante natural en aditivos alimenticios, pero, su sabor
desagradable restringe su uso como conservante (Tapp el al., 2012). También se ha
identificado que las peliculas del polisacéarido de la fruta de noni - NPS (Morinda citrifolia
Linn) contiene una excelente resistencia a la traccién y que se caracteriza como un
material elastico (médulo de Young) y con la adiccién de la caracterizacion de los
extractos de las hojas de arandano (Vaccinium corymbosum), su respuesta antioxidante

mejora eficazmente las peliculas de NPS (Han & Song, 2021).

Jugo. El jugo fresco se adquiere luego de comprimir los frutos tras su cosecha,

mientras que el jugo casero se obtiene dejando que los frutos se maduren de forma



30

natural, no obstante, el jugo comercial se preparara mediante la fermentacion del fruto
(Brown, 2012; Nelson, 2006; Newton, 2002). Ademas, el jugo de fruta fermentado sin
semillas, mostro que es capaz de producir probiéticos, mediante la reaccién del sustrato
crudo del jugo de Morinda citrifolia Linn con bacterias del &cido lactico (Lactobacillus
casei y Lactobacillus plantarum) o Bifidobacterias (Bifidobacterium longum), posterior a
48 horas de fermentacién todas las cepas probadas crecieron eficazmente en el jugo y
la formacion de colonias alcanzaron alrededor de 109 unidades. mL* (Wang el al.,

2009).

Fuente natural de medicamentos. Abou Assi el al. (2017), reportan que se ha
considerado al noni (Morinda citrifolia Linn) como una fuente natural para la elaboracion
de medicina, mediante el uso de tecnologia para el cultivo de biorreactores con el fin de
producir compuestos medicinales especificos a una tasa similar o superior a la del noni
cultivado de forma natural. El extracto acuoso de la raiz de Morinda citrifolia Linn fue
utilizado para la sintesis de nanoparticulas ecolégicas de metales nobles por la
presencia de antraquinonas, las nanoparticulas de plata se obtuvieron a través de la
reduccion de nitrato de plata en iones de plata, luego de agregar extracto acuoso de
raiz de noni e incubar durante una noche para producir particulas entre 30 y 55 nm con
actividad citotéxica; los cuales pueden impedir que las células cancerosas se dividan y

crezcan. (Suman el al., 2013).

Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Generalidades

Segun la FAO (2020), la produccién de trucha a nivel mundial en el 2018 fue de
848 mil toneladas, mercado que se encuentra generalmente liderado por Noruega y

Chile. El Ecuador anualmente produce 2803 toneladas de trucha, esta produccion esta
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distribuida entre 606 criaderos ubicados en provincias como Azuay, Bolivar, Cafar,
Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Loja, Napo, Pichincha, Sucumbios y
Tungurahua (Troya, 2021). Las condiciones ambientales favorables del alto andino en el
pais han provocado una excelente adaptabilidad de la trucha, adicionalmente esta
especie ha mostrado una excelente adaptacion, crecimiento rapido por lo que forma

parte de las producciones piscicolas (Batallas, 2018).

Las truchas toleran temperaturas entre 6 a 20°C, sin embargo, los cambios
bruscos de temperatura no son tolerables, por tanto, la temperatura apropiada oscila
entre 6 a 11°C para etapas de reproduccion incubacion y alevinaje, puesto que a esta
condicion se forman bien los 6rganos internos y compactaciéon de vertebras, porcentajes

de supervivencia altos y excelentes rendimientos (Ortiz, 2015).

Alevines

El alevin se alimenta de las reservas nutricionales que se encuentran contenidas
en el saco vitelino por un lapso de 2 a 4 semanas, esto depende de la temperatura a la
gue se encuentra (Torres, 2017). Posteriormente, de la absorcion del saco vitelino,
empieza la busqueda de alimento para esto son trasladados a distintos estanques
donde son alimentados con dietas iniciales especializadas para cada etapa, ademas de
contar con una proteccion contra rayos solares, utilizando techo de plastico, saran o

lamina de Zinc (FAO, 2014).

Alimentacion en la etapa de alevinaje
Las raciones que se debe dar a los alevines que empiezan a comer deben ser
pequefias, el alimento debe ser concentrado en polvo o granulado fino con un nivel de

proteina alto (44 a 50%), durante las ocho horas de trabajo se debe suministrar cada
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hora, con el fin de que los alevines lleguen a un tamafio de 5 cm de tamafio (FAO,

2014).

La FAO (2014), menciona que existen cinco componentes basicos que son
necesarios para su alimentacién, los cuales deben estar presentes. La proteina es
importante para la formacion de distintos érganos del cuerpo y debe ser de origen
animal como carne, higado o sangre; el nivel de proteina disminuye conforme el tamafio
del pez aumenta. Mientras que los carbohidratos son utilizados como fuente de energia,
generalmente se utiliza cereales como el trigo, maiz, cebada, soya, de igual forma las
grasas. Asi mismo para un buen crecimiento y reducir los riesgos de enfermedad son
importantes las vitaminas, lo mismo ocurre con los minerales los cuales son Utiles para

la formacion de huesos, dientes y sangre estos son asimilados del agua y alimento.

Sistemainmune

El sistema inmune innato es considerado como la primera linea de defensa la
gue se encuentra determinada por las barreras fisicas como superficies mucosas y piel,
asi también se encuentra dado por leucocitos como monocitos o macréfagos,
granulocitos y células citotoxicas no especificas. Ademas de contar con distintas
sustancias y 6érganos humorales como las lisozimas, complementos sanguineos,
interferones, proteina C, transferrina entre otros, los cuales tienen como funcién

principal inhibir la reproduccion de microorganismos patdgenos (Fernandez el al., 2002)

Vanya Ewart el al. (2008), mencionan que los macréfagos son un componente
celular primordial, los fagocitos secretan citoquinas pro-inflamatorias cuando ocurre una
inflamacion al presentarse una enfermedad como estreptococosis, aeromoniasis entre

otras. Mientras que los leucocitos granulares llamados neutréfilos cumplen funciones
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fagociticas, quimiotacticas, bactericidas y poseen una capacidad de degranulacién

(Pali¢ el al., 2007).

Asi también los granulocitos se caracterizan porque presentan granulos en el
citoplasma (Fernandez el al., 2002), se encuentran presentes en algunas especies de
teledsteos y se describen a continuacién: los eosindfilos granulares homogéneos se
asocian al tejido conectivo singularmente al tracto gastrointestinal y branquias, se
detecta en procesos inflamatorios ademas de destruir parasitos, en los que se libera el
contenido granular, ademas también se encuentra en piel, corazén y sistema nervioso
(Ferguson, 1989). Los basofilos constituyen menos del 1% de los leucocitos sanguineos
raramente son observados, se presentan en la fagocitosis de microorganismos y en

reacciones alérgicas.

Los neutrdéfilos tienen un nucleo segmentado en tres a cinco l6bulos conectados,
es la poblacion méas abundante y median en las primeras fases del proceso inflamatorio
(Abbas el al., 2015), se localizan en sangre circulante y tejidos inflamados, se ha
identificado 6% de estos neutréfilos en el salmén atlantico, las principales funciones que
cumple es la fagocitosis, actividad microbicida mediada por la explosion respiratoria que
consiste en la capacidad de convertir el oxigeno molecular en una serie de compuestos
0 metabolitos de oxigeno los cuales son idéneos para dafiar moléculas organicas
actuando como microbicidas (Ferguson, 1989). Los neutrdfilos circulan por la sangre por
varias horas o dias, migran a la zona de infeccidén con gran rapidez, cuando los
neutréfilos actian dentro de los tejidos lo hacen durante 1 o 2 dias y posteriormente
mueren (Abbas el al., 2015). Los monocitos poseen nicleos en forma de rifién, su
funcion es la fagocitosis de los microbios, pero, también ingieren células muertas del

anfitrién, incluidas las células que mueren en los tejidos por contusiones y los monocitos
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gue se almacenan en lugares de infeccién, es decir, forman parte fundamental de
limpieza celular, a diferencia de los neutréfilos, estos viven por mas tiempo en las zonas

de inflamacién, son células dominantes en zonas de infeccién (Abbas el al., 2015)

Los linfocitos son células diferenciadas por su capacidad de respuesta frente a
estimulos inmunoldgicos con alto potencial metabdlico, circulan por la sangre y la linfa.
Son ocupados en su totalidad por el ntcleo de cromatina muy agrupada, su funcion
primordial es la respuesta inmune especifica humoral mediada por los linfocitos B y
celular por los linfocitos T, debido a que producen anticuerpos, por la memoria
inmunoldgica y la liberacion de reguladores de la funcién inmune, en trucha arco iris se

tiene rangos de entre 89 a 98% de los leucocitos (Fernandez el al., 2002).

Organos linfoides

El timo es el primer 6rgano en convertirse en linfoide, a pesar de que el rifion
puede contener precursores hematopoyéticos, pero no linfocitos en teledsteos de agua
dulce, no obstante, en teledsteos marinos los principales 6rganos linfoides que se
desarrollan es el rifidn, bazo y finalmente el timo, pese a que el bazo larvario es mas

eritropoyético que linfoyético (Zapata el al., 2006).

Timo. La caracterizacion del timo se da por la capsula que envuelve una corteza
de tejido linfoide, se puede considerar como una agregacion encapsulada de
macréfagos, su principal funcién es la proliferacion de células T (Davis el al., 2002), el
desarrollo del timo dependera de la especie y temperatura en el crecimiento. Bowden el
al. (2005), menciona que la relacién entre el crecimiento y desarrollo es dinamica puesto
gue se expresa como la edad fisiologica en grados dia, siendo que las diferencias de las
temperaturas histdricas no representan un factor. Este érgano tiene alta capacidad

mitotica, es decir, las células se multiplican con mayor proliferacion.
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Rifidn. Zapata el al. (2006), mencionan que el rifidn en los peces equivale a la
médula ésea de los vertebrados y es uno de los lugares de mayor hematopoyesis hasta
alcanzar una edad adulta, este 6rgano en la trucha arcoiris es un drgano bien
desarrollado después de la incubacién, donde produce principalmente eritrocitos y
células granulociticas. La region anterior presenta falta de nefronas por lo que carece de
funcion renal, sin embargo, también participa en la induccion de la respuesta inmune
por ser un linfoide secundario, asi también que la region media y distal contienen ambas

funciones: la funcion hematopoyética y renal (Maguregui, 2020).

Bazo. Se encuentra compuesto por un sistema de elipsoides esplénicos los
cuales son capilares de paredes gruesas que se abren en la pulpa y son el resultado de
la division de las arteriolas esplénicas (Ferguson, 1989)., centros melanomacréfagos y
tejido linfoide. En las paredes del bazo se hallan macr6fagos que contribuyen en la
fagocitosis de antigenos, mayormente en el complejo antigeno — anticuerpo, ademas

cuentan con un papel importante en la memoria inmunoldgica.

Estrés generado por contaminantes ambientales

Los contaminantes de origen xenobiético pueden presentarse en una amplia
gamay son causantes de estrés. Estos contaminantes exdgenos estan presentes
principalmente en peces que habitan embalses naturales ya que en estos puede existir
residuos contaminantes de origen industrial, sin embargo, la acuacultura intensiva no
esta exenta de peligro, a causa de que el agua que abastece a los estanques puede
estar contaminada, debido a su proximidad al sitio de uso de contaminantes, derrames
accidentales o deriva del quimico después de una aplicacién aérea, produciendo
cambios bioquimicos y estructurales en la patologia de los peces (Torres, 2017). Estos

xenobiéticos estan dados por metales de transicién, hidrocarburos aromaticos
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policiclicos, pesticidas organoclorados y organofosforados, piretroides, policlorinados,

bifenilicos y dioxinas, etc (Valavanidis el al., 2006).

El efecto tdxico de varios xenobibticos esta dado por el estrés oxidativo, debido
al desequilibrio entre la produccién de radicales libres o0 agentes prooxidantes y los
mecanismos de defensa antioxidante de un organismo, lo que puede provocar dafios de
componentes celulares y tejidos que conducen a procesos patolédgicos (Valavanidis el
al., 2006). Los compuestos organofosforados son sustancias organicas que tienen una
estructura quimica de fosforo y carbono, ejemplar de este insecticida es el chlorpyrifos,
es muy utilizado en la agricultura por su efectividad contra una amplia gama de insectos
perjudiciales para los cultivos, debido a su potencial y efecto peligroso es un producto
de preocupacién ambiental. Es distribuido por sus nombres comerciales como Dursban,

Lorsban, entre otros.

De Anna (2019), realizé un estudio para evaluar la expresion genética por g-
PCR de 12 genes de interés del intestino e higado de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), luego de exposicion subletal a clorpirifos con una dosis de 1.4 ug.L* durante
12, 24 y 48 horas; se observo que este agroquimico induce la via del receptor nuclear
de pregnano X, su funcion principal es detectar la presencia de sustancias téxicas o
extrafias y activa la expresion de proteinas encargadas de la desintoxicacion y
eliminacién de dichas sustancias del intestino e higado. Holguin el al. (2019), evaluaron
lesiones histopatoldgicas en cachama (Piaractus brachypomus) con una dosis de 0.011
ug.L?, se evidencié degeneracion generalizada de los hepatocitos caracterizada por la
presencia de vacuolas citoplasmaticas translicidas por lo cual no se podia distinguir el
ndcleo en la mayoria de las células del higado, no obstante, a nivel branquial se hallé

hipertrofia del epitelio lamelar e hiperplasia del epitelio interlamelar moderada.
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Capitulo 1l

Metodologia
Ubicacién del area de investigacion

El estudio se realizé en las instalaciones de produccion del proyecto de

acuacultura (Pailones) y en los laboratorios de Recursos Acuéticos de la Carrera de
Ingenieria Agropecuaria — IASA | de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE
gue se encuentra en la Hacienda “El Prado”, provincia de Pichincha, cantén Rumifiahui
en la parroquia San Fernando. Geograficamente se ubica a 78°24°44"" E, 0°23'20” Sy

2 748 m.s.n.m.

El &rea de estudio corresponde a una zona de vida bosque himedo, piso
altitudinal montano bajo, generalmente presenta una temperatura de 12°C. La

precipitacién anual que presenta es de 1531 mm y una humedad relativa de 64,11%.

Figural

Vista satelital del area de campo en pailones

Nota. Obtenido de (Google Earth, 2021)
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Figura 2

Vista satelital del area de estudio en laboratorio

Laboratorio de recursos acuaticos

Nota. Obtenido de (Google Earth, 2021)
Liofilizacion del noni (Morinda citrifolia Linn)

Para obtener la pulpa de los frutos maduros de noni provenientes del cantén
Puerto Quito, se cortd en cuadros pequefios cada fruto, para ser licuados vy filtrados por
un colador muy fino con el fin de evitar el paso de las semillas, este proceso permitié
obtener el jugo. Posteriormente, para su almacenamiento debe ser congelado en

recipientes herméticos alrededor de 200 g llegando a una temperatura de -15°C.

La calibracion del liofilizador de extractos botanicos se da por temporizadores
tanto para las niquelinas y el sistema de refrigeracion, siendo asi que la temperatura de
las niquelinas debe ser de 35 °C y para la refrigeracion de — 45 °C, mientras que el
temporizador del proceso general esta dado por 17 horas y para el temporizador de las

niguelinas de 3 horas.
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Figura 3

Calibracion de las niquelinas del liofilizador

Se ubicé 200 g en la bandeja superior e inferior respectivamente, esparciéndolo

de forma homogénea a lo largo de la superficie de cada bandeja. Se situd la tapa
aislante de poliuretano dentro de la camara de liofilizacién, atravesando los cables de
alimentacion de las niquelinas y los sensores de temperatura por el orificio central para
ser colocados en las ranuras respectivas. Se colocé las bandejas en las ranuras sobre
las niquelinas para tener un contacto superficial directo entre ellas, colocar y cerrar la
tapa de la camara de liofilizacion. Transcurrido el tiempo de duracién del proceso, se
recolectd el producto en fundas herméticas para evitar el ingreso de la humedad del

ambiente.
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Figura 4

Liofilizador

Figura 5

A) Pulpa de noni congelada, B) pulpa liofilizada

Instalacion del ensayo y siembra de organismos

Se selecciond 4 piscinas para la aplicacion de los tratamientos, se limpio y

desinfectd con hipoclorito de sodio 48 h antes del ingreso de los peces, dividié cada
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piscina en 4 jaulas debidamente rotuladas. Se trabajo con alevines completamente
sanos, con un peso promedio que oscila entre 3 a 3.5 g. Los peces seleccionados
fueron colocados en cuatro piscinas las cuales estuvieron divididas en cuatro unidades
experimentales, obteniendo un total de 16 u.e. La limpieza en los estanques se realizé

de forma diaria, reduciendo los indices de mortalidad y retirando la materia organica.

Figura 6

Instalacion del proyecto

Alimentacion

Se disolvié 2g de gelatina sin sabor en agua caliente, se enfrié hasta alcanzar
una temperatura entre 15 a 20°C. Se pesé 1 kg de alimento balanceado y fue rociado
con la solucién de gelatina, para posteriormente agregar las dosis de noni liofilizado,
proceso que se debe repetir para las tres dosis 2,5, 5y 7,5 g.kg™. Finalmente se secé y
almaceno en fundas ziploc y se conservé a -4°C. Se aliment6 a los alevines con una

frecuencia de 8 veces al dia hasta alcanzar un peso promedio de 20 g.
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Figura 7

Preparacion del alimento

Figura 8

Dietas suministradas

Analisis bromatoldgico

El alimento suministrado a los alevines fue de la marca Piscis de Skretting, tipo 3
y 4 con diametro de 1.2 mmy 1.7 mm respectivamente, este producto es extrusado. El
tipo 3 fue suministrado 8 veces al dia hasta los 10 g mientras que el tipo 4 hasta el final
de la experimentacion, a continuacion, se muestra los valores obtenidos en el andlisis

bromatoldgico con la adiccién de los distintos niveles de noni, realizado en las
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instalaciones del laboratorio de quimica de la Carrera de Ingenieria en Ciencias

Agropecuarias — IASA 1.

Tabla 3

Andlisis bromatol6gico del alimento balanceado + inclusién de noni

Tratamiento Proteina % Cenizas % Humedad % Fibra % Grasa %

T1 43,47 11,46 2,84 3,62 17,46
T2 43,56 11,38 2,88 3,64 17,49
T3 44,73 11,26 3,15 3,54 14,01
T4 44,01 11,26 3,02 3,44 13,77

Induccién a estrés oxidativo

Luego de transcurrir los 60 dias de la alimentacién con la inclusion de noni en la
dieta de los alevines, se utiliz6 4 acuarios del laboratorio de recursos acuaticos, en los
cuales se dispuso a 5 alevines de cada tratamiento, para ser inducidos a estrés
mediante la utilizacién de un insecticida organofosforado. Se emple6 10 uL. L de
chlorpyrifos para cada uno de los acuarios y se expuso a los peces en esta solucién por
un periodo de 48 horas. La alimentacion fue la misma a la que fueron suministrados en
la fase de campo, este proceso se realiz6 durante 5 dias incluyendo los dias de

exposicion a chlorpyrifos.
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Figura 9

Alevines expuestos a insecticida organofosforado

Disefio experimental
Caracteristicas de las unidades experimentales

La experimentacion conté con 16 unidades experimentales, en cada una se
dispuso de 50 peces, teniendo un total de 800 peces en el ensayo y para la submuestra

15 alevines.

Factores

Porcentaje de inclusion de noni liofilizado en el balanceado

T1: Balanceado sin noni liofilizado - Control

T2: Balanceado + 2,5 % de noni liofilizado

T3: Balanceado + 5 % de noni liofilizado

T4: Balanceado + 7,5 % de noni liofilizado
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Tratamientos

Tabla 4

Descripcion de los tratamientos experimentales

Tratamiento Descripcion Noni liofilizado
T1 Alimento balanceado (control) -
T2 Alimento balanceado 2,5 9.kg?
T3 Alimento balanceado 5 g.kg?
T4 Alimento balanceado 7,5 9.kg?
Croquis
Figura 10

Distribucién de tratamientos

Piscina 1 Piscina 2

H
[y
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Modelo matematico
Se utilizoé un Disefio Completamente al Azar (DCA) y una estructura de parcelas

unifactorial con 4 repeticiones.
Yij =un+ I+ Eji

Donde:
Y;; = desempefio productivo
p = media general
I; = efecto del i-ésimo nivel de inclusién de noni (Morinda citrifolia Linn)
Ej; = error experimental asociado a la ij-€sima unidad experimental
Evaluacién de variables en campo
Variables morfométricas
Peso corporal. — esta variable fue medida cada diez dias a partir del ingreso de
los alevines obteniendo un total de siete lecturas, con la ayuda de una balanza
electronica se pes6 a 15 alevines de cada tratamiento, el peso fue tomado en gramos.
Longitud cauda y total. — fue cuantificada desde el extremo frontal hasta la
bifurcacion de la aleta caudal, mientras que la longitud total fue medida desde el
extremo frontal hasta el extremo caudal, ambos valores fueron expresados en
centimetros, estas medidas se realizaron cada diez dias a partir del ingreso de los
alevines obteniendo un total de siete lecturas por cada variable, este proceso se realizd

a 15 alevines de cada tratamiento con la ayuda de un ictibmetro.
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Figura 11

Medicién de longitud parcial, total y ancho a alevines

Variables productivas
Ganancia de peso (g.d?), con la utilizacion de la formula a continuacion fue
determinada la ganancia de peso semanal:

_ peso final (g) — peso inicial (g)
B tiempo (dias)

gp

Tasa de crecimiento especifico (%), para la evaluacion del crecimiento de los
alevines en 10 dias se utilizé la siguiente férmula:

InPeso final — InPeso inicial
TCE =

=— - - — X
tiempo final — tiempo inicial
indice de condicion corporal, la siguiente formula permitié conocer la condicion

del alevin que desarrollé durante el tiempo de experimentacion.

Peso

ICC =
Longitud total3 x

100

Mortalidad (%), para estimar el porcentaje de mortalidad se empled la siguiente

formula;
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Numero de peces vivos
M = — x 100
Numero de peces muertos

Toma de muestras y evaluacion de variables en laboratorio

Los andlisis de las muestras hematoldgicas se realizaron a 20 individuos de
cada tratamiento.
Toma de muestras

Se emplearon jeringas de 1 mL heparinizadas con agujas de calibre 26 G, las
muestras fueron recolectadas por puncién en la arteria caudal a un angulo de 45°,
tomando como referencia la linea media del pez. De cada individuo se tomd entre 0.6 a
0.8 mL de sangre, estas muestras fueron colocadas en microtubos de 1 mL que fueron
previamente rotulados y auto clavados. Para el traslado de las muestras al laboratorio,
fueron colocados en un cooler con friogel para mantener las muestras a una

temperatura de -4°C.

Figura 12

Extraccion de sangre
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En el caso del hematocrito se utilizé un capilar para cada muestra de sangre, se
absorbi6 una muestra de sangre de acuerdo con la lectura de la tabla Critocaps, para
luego ser sellados con plastilina, posteriormente fueron situados en tubos de ensayo los
cuales estaban rotulados. Las muestras fueron centrifugadas a 2400 rpm durante 10
minutos, transcurrido este tiempo se realizé la lectura de la columna de sangre, que da
como resultado un empaquetamiento maximo de los eritrocitos. Este andlisis sanguineo
se realiza para conocer el volumen de glébulos rojos con relacion al total de la sangre,

esto permite detectar enfermedades de la sangre.

Figura 13

Absorciéon de sangre para hematocrito

o — —

Para la obtencién del plasma de sangre se tomé 100 uL de sangre de cada
muestra y se colocd en microtubos previamente rotulados, a continuacién, se distribuyé

en la micro centrifugadora por 10 minutos a 3600 rpm.
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En analisis de glucosa permite medir la cantidad de azucar en sangre, este
estudio se realizé a través del kit Human Glucose, se rotul6 cada tubo de ensayo
respecto al nimero de muestras, ademas se afadio un tubo para el blanco y estandar,
en el blanco se colocd 1mL del reactivo del kit, en el estandar se depositd 1mL del
reactivo + 10 pL del estdndar, posteriormente en los tubos correspondientes a las
muestras se coloc6 1mL de reactivo + 10 uL del plasma sanguineo. Se debe incubar

por un lapso de 10 minutos a una temperatura de 20 a 25 °C.

Figura 14

Incubacion de muestras para el andlisis de glucosa

VRN SR T

Se midié la absorbancia a través de un espectrofotometro a 546 nm, el cual
deberé& estar encerado con el blanco y calibrado con el estandar. Se utilizo la siguiente

férmula para el andlisis de los datos obtenidos por el espectrofotdémetro.

A AMuestra

_1 —
Gluc (mg.dL™) 100 x A AEstandar
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El andlisis de proteinas totales mide el conjunto total de dos proteinas
encontradas en la porcion liquida del plasma, tanto albumina y globulina. Esta lectura se
realiz6 utilizando el kit Human Total Protein liquicolor, se dispuso 1 mL de reactivo en
los tubos de ensayo previamente rotulados, el primer tubo corresponde al blanco, el
segundo tubo pertenece al estdndar en el cual se adicioné 20 uL del estandar STD,
mientras que en los demas tubos se afadié 20 uL del plasma sanguineo. Las muestras
fueron incubadas por un lapso de 10 minutos a 20 a 25 °C, las lecturas fueron dadas a
través de un espectrofotometro a 546 nm, este aparato fue calibrado con el estandar y

encerado con el blanco. Se empled la siguiente ecuacion:

A AMuestra

-1y _
PT(g.dl™) = 8x A A Estandar

Figura 15

Incubacion de muestras para el analisis de proteina

La albumina es medida generalmente para la identificacion de posibles

complicaciones a nivel de higado o rifiones, adicionalmente se puede identificar déficits
nutricionales. Para la lectura de este analisis se desarroll6 mediante la utilizacion kit de

Human Albumin liquicolor, se colocd 1 mL de reactivo en cada tubo de ensayo,
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adicionalmente en los tubos se coloc6 10 pL de plasma sanguineo de cada muestra,
mientras que a un tubo se adicion6 10 pL del estandar. Deben ser incubadas a 20 — 25
°C por un lapso de 5 minutos. Estas muestran fueron leidas a través de un
espectrofotémetro a 578 nm, el cual fue previamente encerado con el blanco y calibrado
con el estandar, para el analisis se empled la siguiente formula:

A AMuestra

_1 — ———
Alb (9.dL™") = 4x ———

Figura 16

Incubacion de muestras para el analisis de albumina

La globulina es una proteina producida por el sistema inmunitario en el higado y
juegan un papel importante en su funcionamiento, participa en la coagulacién de la
sangre y batalla con las infecciones, para obtener los resultados se aplicé la siguiente
férmula debido que la suma de proteinas totales es la suma entre albimina y globulina:

Glob (g.L™Y) = PT — Alb
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El recuento de eritrocitos y leucocitos se utilizo la solucion de Natt-Herrick,
misma que fue usada como mancha y diluyente. Se dispuso una dilucion 1:200 de la
sangre, mediante la utilizacién de una micropipeta para afiadir 5 pL de sangre a 1 mL de
la solucion para después ser mezclada, la sangre diluida fue depositada 20 uL en una
camara de recuento (hemocitbmetro o cAmara de Neubauer), se dejé reposar durante 5
minutos y posteriormente se llevé al microscopio para realizar el recuento con el lente
de 40x. El conteo de eritrocitos se realizé en los cinco cuadrados, situados en las cuatro
esquinas y el cuadro central del reticulo central de la camara, mientras que el conteo
leucocitario se realiz6é en los cuadros centrales grandes.

El nimero de ertitrocitos contabilizados se multiplicé por 10000 y es expresado
en cél x 108, uL?, mientras que el nimero de leucocitos contados se multiplicé por 2000
y se expresa en cél x 10*. uyLt.

Para la morfologia leucocitaria se realizé a través de un frotis sanguineo que fue
fijado con metanol al 99.9%, se dejo6 secar y se afadié el colorante Wrigth durante 15
minutos, luego se lavo las muestras con agua destilada y se dejo secar, para poder ser

observado en el microscopio con un lente de 100x y aceite de inmersion.



Figura 17

Frotis sanguineos
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Figura 18

Frotis sanguineos tefidos con la solucién Wrigh

l
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Figura 19

Tipos de leucocitos encontrados en Oncorhynchus mykiss

Nota. A) Linfocito, B) Neutrofilo, C) Monocito, D) Eosindfilo y E) Basdfilo. Elaboracion
propia
Evaluacién de cortes histolégicos

Los peces que fueron expuestos a estrés fueron sacrificados a los 5 dias de
experimentacion en los acuarios, fueron adormecidos con eugenol para extraer los
organos internos (higados y branquias). Estas muestras fueron conservadas en tubos
Falco y formalina al 10%. Para el proceso histologico se realizé cortes de 7um y teflidos
con Hematoxilina — Eosina, finalmente las muestras fueron fijadas en los portaobjetos y
observadas al microscopio.
Analisis estadistico

Las variables morfométricas, productivas y hematolégicas fueron caracterizadas

con estadistica descriptiva (media y desviacion estandar). Se comparo las medias de
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los tratamientos para las variables morfométricas, productivas y hematoldgicas con un
analisis de varianza y pruebas de Tukey. Todo el andlisis tuvo un nivel de confianza del

95% vy se realizaron en el software estadistico Infostat.
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Capitulo IV

Resultados y discusion

Resultados
Parametros morfométricos

La inclusion de noni en la dieta balanceada de los alevines no mostro diferencias
significativas para el peso, longitud total, parcial y ancho (F=0,04; p= 0,9879), (F=0,03;
p=0,9945), (F=0,03; p=0,9918) y (F=10,31 p=0,8169) respectivamente (Tabla 5). La
media final del proceso mantuvo un rango de 19,43 + 1,19 g hasta 20,51 + 0,96 g para
el peso, mientras que para la longitud total y parcial (cm) se mantuvo en un rango de
12,00 £ 0,24; 10,84 + 0,25 hasta 12,20 £ 0,20; 11,06 + 0,17 respectivamente. Asi

también, para el ancho (cm) tuvo un rango de 2,24 + 0,02 hasta 2,29 + 0,08.

Tabla s

Promedio + desviacién estandar del peso, longitud total,

parcial y ancho de

Oncorhynchus mykiss suplementados con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn

Tiempo Largo Total Largo Parcial

% Noni Peso (9) Ancho (cm)
(dias) (cm) (cm)

0 3,12 + 0,27 6,51 +0,19 5,58 + 0,08 1,36 £ 0,06
2,5 3,31 +0,09 6,64 + 0,07 5,74 + 0,13 1,41 + 0,03
° 5 3,07 +0,16 6,46 + 0,12 5,52 +0,10 1,29+0,13
7,5 3,08 + 0,27 6,48 + 0,18 5,53+0,10 1,31+ 0,04
0 6,38 + 0,46 8,27 +0,19 7,25+0,14 1,56 £ 0,05
10 2,5 6,50 + 0,21 8,33 +0,09 7,32 +0,10 1,57 +0,01
5 6,40 + 0,35 8,28 + 0,15 7,30 + 0,15 1,62 +0,03
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Tiempo Largo Total Largo Parcial

% Noni Peso (Q) Ancho (cm)
(dias) (cm) (cm)

7,5 6,13 + 0,15 8,17 + 0,07 7,19 + 0,06 1,57 +0,01
0 8,32 + 0,09 9,04 + 0,04 8,01 + 0,03 1,73+0,02
2,5 8,07 £0,31 8,96 £ 0,11 7,94 £0,11 1,73 +£0,05
= 5 8,14 £ 0,22 8,99 £ 0,08 7,98 £ 0,08 1,99 + 0,48
7,5 8,12+0,21 8,98 £ 0,08 7,93+0,10 1,70 £ 0,03
0 9,37+0,15 9,41 £ 0,06 8,36 + 0,09 1,78 £ 0,05
2,5 9,21+0,35 9,36 £0,12 8,35+0,12 1,75+0,03
% 5 9,23+0,23 9,37 +£0,08 8,36 +£ 0,08 1,84 +0,21
7,5 9,10 £ 0,23 9,32+0,08 8,28 £ 0,06 1,74 £ 0,02
0 14,18 + 0,43 10,78 £ 0,10 9,74 £ 0,14 2,04 £ 0,07
2,5 14,03 + 0,62 10,77 £ 0,16 9,72+0,14 191+0,11
0 5 14,16 £+ 0,66 10,79+ 0,17 9,78 £0,19 2,00 £ 0,04
7,5 13,55+ 0,79 10,64 + 0,21 9,44 + 0,41 1,95+ 0,05
0 17,10 £ 0,97 11,48 + 0,23 10,24 £+ 0,24 2,14 + 0,06
2,5 16,66 + 1,09 11,39 + 0,26 10,33+ 0,20 2,08 +£ 0,02
>0 5 17,19 + 0,94 11,52 + 0,21 10,37 £ 0,22 2,12 + 0,04
7,5 15,94 + 0,64 11,24 + 0,15 10,20+ 0,13 2,08 + 0,04
0 20,51 £ 0,96 12,20 + 0,20 11,06 + 0,17 2,29 +0,08
2,5 20,08 + 1,96 12,10 + 0,40 10,95 + 0,28 2,28 + 0,05
% 5 20,06 £ 1,51 12,12 + 0,30 10,78 + 0,37 2,27 +0,04
7,5 19,43+1,19 12,00+0,24 10,84+0,25 2,24 £ 0,02
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Parametros productivos

Del mismo modo que en los pardmetros métricos, no existen diferencias
significativas entre tratamientos para la ganancia de peso, tasa de crecimiento
especifico (F=0,09; p=0,9676) y (F=0,03; p=0,9942) respectivamente; en el caso del
indice de condicion corporal se mantuvo constante, debido a que es la relacion entre el
peso Yy la longitud”®. La media a los 60 dias de experimentacién se mantuvo en un
rango de 0,35 + 0,35 hasta 0,34 + 0,04; 1,94 + 0,22 hasta 1,84 + 0,21 para la ganancia
de peso y tasa de crecimiento especifico respectivamente, de manera similar el indice

de condicién corporal se mantuvo en 1,12 + 0,00 (Tabla 6).

Tabla 6
Promedio + desviacion estandar de la ganancia del peso, tasa de crecimiento especifico
e indice de condicién corporal de Oncorhynchus mykiss suplementados con 4 dietas a

base de Morinda citrifolia Linn

Tiempo Gananciade
% Noni TCE (%) ICC

(dias) peso (g/dia)
0 0,33 +0,06 7,19+ 1,29 1,12+ 0,00
2,5 0,32 +0,12 6,80 + 0,37 1,12+ 0,00
w0 5 0,33+0,05 7,49 + 0,92 1,12+ 0,00
7,5 0,33+0,03 7,00 + 0,85 1,12+ 0,00
0 0,20 £ 0,04 2,69 + 0,60 1,12+ 0,00
2,5 0,16 + 0,02 2,21 +0,28 1,12 +0,00
0 5 0,18 + 0,03 2,47 +0,42 1,12 +0,00
7,5 0,20+ 0,02 2,85+0,35 1,12+ 0,00
30 0 0,11 +0,01 1,23+0,11 1,12 +0,00
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Tiempo Ganancia de
% Noni TCE (%) ICC
(dias) peso (g/dia)
2,5 0,11 + 0,02 1,33+0,20 1,12+ 0,00
5 0,11 + 0,00 1,26 + 0,02 1,12+ 0,00
7,5 0,10+£0,01 1,15 £ 0,07 1,12+ 0,00
0 0,48 £ 0,05 4,03 +£0,29 1,12 £ 0,00
2,5 0,48 + 0,06 4,17 £ 0,43 1,12 + 0,00
* 5 0,49 £ 0,04 4,19 + 0,26 1,12 + 0,00
7,5 0,45 + 0,09 3,95+ 0,68 1,12 + 0,00
0 0,29 +£0,12 1,88+0,70 1,12 £ 0,00
2,5 0,26 + 0,07 1,69 + 0,38 1,12 + 0,00
> 5 0,30 + 0,06 1,97 £0,38 1,12 £ 0,00
7,5 0,24 £ 0,02 1,64 £ 0,19 1,12+ 0,00
0 0,34 +£0,04 1,84 £ 0,21 1,12+ 0,00
2,5 0,34 +£ 0,08 1,78 £ 0,32 1,12+ 0,00
*0 5 0,29 + 0,07 1,51 +0,20 1,12+ 0,00
7,5 0,35+0,35 1,94 + 0,22 1,12+ 0,00

La tasa de mortalidad mostré diferencias significativas para los diferentes niveles

de inclusion de noni (F=5,68; p=0,0013), los alevines suplementados con el tratamiento

T1 present6 65% de mortalidad a diferencia de los alevines suplementados con el

tratamiento T4 que presento el 19,5% (Figura 20).
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Figura 20

Tasa de mortalidad acumulada (%) de Oncorhynchus mykiss para los distintos

tratamientos al culminar la experimentacion
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La tasa de supervivencia mostrd diferencias significativas entre tratamientos (F=5,51;
p=0,0016), los alevines suplementados con el tratamiento T4 presenté 89,67% mayor

que el tratamiento control (Figura 21).

Figura 21

Comportamiento de la tasa de supervivencia (%) de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn a través del tiempo
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Parametros hematoldgicos
El porcentaje de hematocrito no presenté diferencias significativas entre
tratamientos (F= 0,61; p= 0,6126) (Figura 22), sin embargo, los rangos de

comportamiento para esta etapa fisioldgica en trucha arco iris van desde 36,85 hasta el

39,65%.

La glucosa presente en alevines mostr6 diferencias significativas para los
distintos niveles de inclusion de noni (F=14,41; p<0,0001). El tratamiento T2 muestra
una concentracion de 41.79 mg. dL!, menor que el tratamiento control con una

concentracion de 85.85 mg. dL (Figura 23).

Figura 22

Promedio + desviacion estandar del porcentaje de hematocrito de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn

4142

40.23
= A
Q
g 3008
a
£ .
q
I

37.82 A

A
'q
36,62 1
T T2 T3 T4

Tratamiento

Nota. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, a 0,05)
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Figura 23
Promedio + desviacién estandar de la glucosa de Oncorhynchus mykiss suplementados

con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn tras 60 dias de evaluacion
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Nota. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, a 0,05)

La proteina mostro6 diferencias significativas entre los distintos niveles de
inclusion de noni (F=3,61; p=0,0171). Los alevines suplementados con el tratamiento T4
fue de 2,77 g. dL con respecto a los del tratamiento T1 que tuvieron 2,21 g. dL?!
(Figura 24). Mientras que la globulina no presenté diferencias significativas entre
tratamientos; no obstante, los rangos de comportamiento para esta etapa fisioldgica en
trucha arco iris van desde 1,26 hasta 1,56 g. dL™. (F=0,97; p=0,4135) (Figura 25). Por
otra parte, la albimina presenté diferencias significativas entre tratamientos (F=5,17;
p=0,0026). El tratamiento T2 y T4 muestra una concentracion de 1,26y 1,22 g. dL*
respectivamente, mayores que el tratamiento testigo con una concentracion 0,95 g. dL*

(Figura 26).
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Figura 24

Promedio + desviacion estandar de la proteina de Oncorhynchus mykiss suplementados

con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn
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Nota. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, a 0,05)

Figura 25

Promedio + desviacion estandar de la globulina de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn
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Nota. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, a 0,05)
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Figura 26

Promedio + desviacibn estandar de la albimina de Oncorhynchus mykiss

suplementados con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn
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Nota. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, a 0,05)

El conteo de glébulos rojos presente en los alevines mostro diferencias
significativas para los diferentes niveles de inclusién de noni (F=71,03; p<0,0001). Los
alevines alimentados con el tratamiento T4 present6 1,90 cél x 10°. pyL™* respecto al

tratamiento T1 que fue de 1,14 cél x 10°. yL* (Figura 27).
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Figura 27

Promedio * desviacion estandar del RBC de Oncorhynchus mykiss suplementados con

4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn
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Nota. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, a 0,05)

El recuento leucocitario presentd diferencias significativas entre los distintos
niveles de inclusién de noni (F=31,46; p<0,0001). El tratamiento T4 fue mayor, con un
valor de 5,73 cél x 10%. uL?, a diferencia del tratamiento control presentando un valor de
3,05 cél x 10%. yL* (Tabla 7). En cuanto al conteo celular de linfocitos presentaron
diferencias significativas entre tratamientos (F=26,12; p<0,0001). Los especimenes
suplementados con el tratamiento T4 fue de 4,95 cél x 10, uLt, mayor que el
tratamiento T1 que obtuvo un valor de 2,83 cél x 10%. uL* (Tabla 7). Asi mismo, el
recuento celular de neutréfilos mostré diferencias significativas entre tratamientos
(F=16,17; p<0,0001). Los alevines alimentados con el tratamiento T4 tuvo una
concentracion de 0,45 cél x 10%. uL* con respecto al tratamiento T1 con una
concentracion de 0,13 cél x 10%. yL* (Tabla 7). De forma similar el conteo celular de

monocitos mostro diferencias significativas entre tratamientos (F=9,00; p<0,0001). Los
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monocitos de los alevines suplementados con el tratamiento T4 presentaron una
concentracion de 0,30 cél x 10%. uL* a diferencia del tratamiento control que fue de 0,06

cél x 10%. pL2.

Mientras que el porcentaje de eosindfilos y baséfilos no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (F=0,16; p=0,9212) y (F=0,92; p=0,4355)

respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7
Promedio *+ desviacién estandar de la WBC, linfocitos, neutréfilos, monocitos, neutrofilos y basoéfilos de Oncorhynchus

mykiss suplementados con 4 dietas a base de Morinda citrifolia Linn. n=20

Variables (cél x 10% pL?)

WBC Linfocitos Neutrofilos Monocitos Eosinofilos  Basofilos
Tratamiento
0% de noni 3,05+068c 283+0,064b 013+0,08b 006+005c 0,03+0,04 0,21+0,95
2,5% de noni 480+088b 439+0,79a 0,26+0,11b 0,11+0,07bc 0,02+0,03 0,02+0,07
5% de noni 518+1,18ab 455+097a 040+0,25a 0,20+x0,25ab 0,03+0,04 0,002 +0,01
7,5% de noni 573+0,88a 495+08la 045%0,15a 0,30%+0,17a 0,03+0,03 0,01+0,01

Nota. Medias en la misma columna con letra distinta son significativamente diferentes (Tukey, a 0,05)



69
Parametros histologicos
Tejido branquial

En la Tabla 8 se muestran imagenes comparativas de los cortes histolégicos

realizados en las branquias de trucha arco iris, vistos en un lente 40x. La histologia de
las branquias de las truchas que no fueron tratadas con la inclusién de noni presentaron
cambios degenerativos a nivel lamelar, filamento y musculo estriado. De forma
semejante, pero en un menor grado el T2 presenta, cambios necroticos, edemas,
hiperplasia severa fusion laminar. No obstante, la histopatologia de las branquias de los
tratamientos que fueron administrados con el T3 y T4 presentan un menor dafio,

hiperplasia leve y un edema en el T3.

Tabla 8
Cortes histoldgicos del tejido branquial de Oncorhynchus mykiss bajo el efecto de cuatro

niveles de Morinda citrifolia Linn

T1 (40X)

Lamelas reducidas del tamarfo
normal, fusion lamelar y presencia

de edemas. Necrosis e hiperplasia

severa en el musculo estriado vy

filamentos.

Fusién lamelar, edemas e
hiperplasia severa en filamentos,

cambios necraticos.

T3 (40X
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Hiperplasia leve en filamentos y
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3 ‘«u-ﬂ.;.-‘
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g

. ¥~ presencia de edemas.

B AR SNBUNAS
T

U

Presencia de hiperplasia en

filamentos

Nota. Lamelas (L), filamentos (F), hiperplasia (h), edemas (e), necrosis (n), fusion

lamelar (f). Elaboracién propia

Tejido hepatico

La histologia del higado del tratamiento T4 muestra un higado normal con una
masa continua de grandes células hexagonales, hepatocitos de gran tamafio, con
citoplasma granular homogéneo y con una leve dilatacion del espacio sinusoidal. Sin

embargo, la histopatologia del tratamiento control presenta un mayor dafio (Tabla 9).

Tabla 9
Cortes histolégicos del tejido hepatico de Oncorhynchus mykiss bajo el efecto de cuatro

niveles de Morinda citrifolia Linn

T1 (40X) (100X)

Vacuolizacion e hipertrofia de
hepatocitos, dilatacién de
sinusoides, cambios necroticos,

hemorragia e infiltracibn de

leucocitos.
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T2 (40X)

Vacuolizacion e hipertrofia de
hepatocitos, cambios necroéticos,
hemorragia, infiltracion de
leucocitos y  dilatacion  de

sinusoides.

Hemorragia, vacuolizacion  de
hepatocitos, dilatacion en el
espacio sinusoidal, infiltracion de

leucocitos.

Vacuolizacion de hepatocitos y

dilatacion sinusoidal.

Nota. Ducto biliar (DB), ramas de la vena porta (RVP), vacuolizacion (V), dilatacion
sinusoidal (DS), cambios necroéticos (CN), infiltracion de leucocitos (IL), hipertrofia de

hepatocitos (HH), hemorragia (H). Elaboracion propia.

Discusion
Parametros morfométricos y productivos

Morinda citrifolia Linn posee propiedades organolépticas poco agradables debido
a los metabolitos que contiene como: ésteres trisacaridos de acidos grasos y
compuestos azufrados y volatiles como el &cido octanoico y hexanoico en proporciones
de 58 y 19% respectivamente; por esta raz6n es muy poco consumido y se cree que es
poco apreciado por los animales (Farine et al., 1996; Pino et al., 2010; Rivera et al.,

2012). Sin embargo, en el presente estudio se ha alimentado a los alevines por un
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periodo de 60 dias, teniendo en cuenta que hubo un crecimiento homogéneo en las
variables morfométricas y productivas de los distintos tratamientos; lo que refiere que la
inclusion de Morinda citrifolia Linn no fue rechazado por los animales.

La ganancia de peso muestra un decrecimiento a los 30 dias, puesto que los
peces presentaron lesiones cutaneas caracterizadas por despigmentacion o manchas
de color gris, en los cuales se observo estructuras algodonosas en regiones como aleta
caudal y dorso, lo que posiblemente corresponde a la acumulacion de hifas
provenientes de saprolegnia; enfermedad que es responsable del 10% de pérdidas
anuales (Sandoval el al., 2014), ademas ciertos especimenes enfermos presentaron
erosiones severas muy profundas que afectaban la piel, signos que pueden ser dados
por flabovacterium, siendo la trucha arco iris muy susceptible y responsable de los

porcentajes de mortalidad altos en etapa de alevinaje (Nilsen el al., 2011).

No se han reportado estudios del efecto de la inclusion de Morinda citrifolia Linn
sobre la dieta de Oncorhynchus mykiss, sin embargo, si se ha logrado evidenciar el
impacto del uso de diferentes plantas medicinales en dietas alimenticias. La tasa de
mortalidad con la inclusiéon de Morinda citrifolia Linn fue baja, esto se debe a los
compuestos fendlicos que posee, como: flavonoides, los cuales tienen caracteristicas
antioxidantes, antibiéticas y antiinflamatorias que asisten al sistema inmune (Hong el al.,
2019; Serafini el al., 2011). Estos compuestos presentes en el fruto de Morinda citrifolia
Linn ejercen una accién sobre el sistema inmune, fortaleciendo las defensas del
organismo durante procesos infecciosos a los que posiblemente los alevines se
encontraron expuestos. La tasa de supervivencia que obtuvo el tratamiento T4 fue de

89,67%, resultados similares presentaron Palu et al. (2008), al tener una tasa de
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supervivencia de 91.67% tras haber suministrado 9g. Kg* de Morinda citrifolia Linn en la

dieta de Oreochromis niloticus.

Parametros hematolégicos

Es importante conocer el estado fisioldgico de la biomasa con la que se trabaja,
esto se realiza a través de analisis sanguineos, el estudio realizado presenta valores
entre 36,85 a 39,65 % para hematocrito, este valor se encuentra dentro de los rangos
normales de Oncorhynchus mykiss que oscilan entre el 29 — 40% segun Nabi et al.
(2022). El porcentaje del hematocrito no fue relevante por las diferentes
concentraciones del Morinda citrifolia Linn aplicadas en las dietas suministradas por 60
dias de evaluacion. Estudios previos en Oncorhynchus mykiss mostraron que no hay
diferencias significativas con la inclusion de extractos de plantas medicinales,
manifestando valores del porcentaje de hematocrito de 38,66 en relacion con el control
con un porcentaje de 36% (Haghighi et al., 2014).

Sin embargo, el recuento de gldbulos rojos fue mas alto para los alevines
alimentados con 7,50% de Morinda citrifolia Linn, respecto a los del 0% de Morinda
citrifolia Linn. Debido a que los polifenoles, vitaminas C y E que posee el noni, tienen
actividad antioxidante fortaleciendo a los eritrocitos en situaciones de estrés oxidativo,
los glébulos rojos son muy susceptibles dado que su funcién es transportar oxigeno,
ademas de poseer un elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados, proteinas en
la membrana, elevadas concentraciones de hierro y hemoglobina intracelular, que
pueden ser precursores de procesos oxidativos (Mohamad Shalan et al., 2016; Pietta,

2000; Singh, 2012; Valencia et al., 2017).

Los alevines del tratamiento que no contenia Morinda citrifolia Linn tuvo un valor

de 85.85 mg. dL!, este valor es alto en relacion con los tratados con noni. La glucosa es
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un indicador metabdlico como respuesta secundaria del estrés, los niveles de glucosa
aumentan, liberando las reservas de glucidos en corto tiempo. Entonces a largo plazo,
el estrés contribuye al aumento de la glucosa y la disminucion de las reservas de
glucégeno, provocando el rompimiento de la glucosa desde el higado y liberandose en
la sangre. Por lo tanto, se puede afirmar que Morinda citrifolia Linn contiene
antioxidantes con la capacidad de reducir niveles de estrés oxidativo (Barandica & Tort,

2008).

La suplementacion de Morinda citrifolia Linn afecto significativamente la
concentracion total de proteinas séricas, los valores mas elevados se presentaron en
Oncorhynchus mykiss alimentados con 7,5% de Morinda citrifolia Linn (2,77 g. dL-1)
comparados con el tratamiento control (2,21 g. dL-1), valores que se encuentran dentro
de los rangos normales (Manera & Britti, 2006). Estudios anteriores coinciden con los
valores obtenidos en la investigacion, al evaluar en Oncorhynchus mykiss extractos de
plantas medicinales incrementan los valores totales de proteina sérica 4,45 g. dL-1 en

relacion con el tratamiento control (4,03 g. dL-1) (Haghighi et al., 2014)

El recuento de glébulos blancos es fundamental para el andlisis de parametros
sanguineos, puesto que los leucocitos son las células sanguineas que ayudan al
sistema inmune a combatir infecciones y enfermedades ocasionadas por agentes
patdégenos, los alevines de Oncorhynchus mykiss suplementados con 7,5 % de Morinda
citrifolia Linn, presentaron mayor recuento celular de leucocitos, donde, los linfocitos
predominaron entre los glébulos blancos, seguido de los neutréfilos y monocitos.
Estudios previos coinciden con los valores obtenidos en la investigacion, al evaluar en
Oreochromis niloticus la suplementacién de 9g. kg™ de Morinda citrifolia Linn,

mostrando el conteo de leucocitos de 73.720 células.mm? total, para linfocitos 66,33%,
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monocitos 29,33%, neutréfilos 4,33% en relacion con el tratamiento testigo (limayati el
al., 2016).

Morinda citrifolia Linn tiene la capacidad de activar el receptor cannabinoide 2
(CB2) de los alevines, este receptor se localiza principalmente en las células del
sistema inmune de los peces y se encuentra ligado en el control de la neuroinflamacion
a través de las células T y monocitos (Palazuelos el al., 2008). Morinda citrifolia Linn
activa potencialmente CB2, pero disminuye la produccién del IL-4, no obstante,
aumenta la produccién del interferon (Palu el al., 2008); los cuales constituyen una serie
de moléculas importantes como agentes antivirales (Olabuenaga, 2000). Varios
compuestos fendlicos que posee Morinda citrifolia Linn como la quercetina, rutina,
cafeina, el acido elagico, galico, rosmarinico, y clorogénico, son antioxidantes NOX, es
decir, altamente potentes (Jeyaprakash el al., 2020). Los antioxidantes mantienen
radicales libres en equilibrio, por consecuente se reduce el riesgo de estrés oxidativo y
previenen el dafio de células normales (Palu el al., 2008). Debido a que los radicales
libres son sustancias toxicas que dafian las células, el ADN e intervienen en el
envejecimiento celular, ademas los antioxidantes elevan la produccién de leucocitos
(Hong el al., 2019). Adicionalmente el jugo fermentado de Morinda citrifolia Linn tiene la
capacidad de estimular la produccion de esplenocitos y linfocitos B, los cuales
contribuyen a la produccién de inmunoglobulinas IgG e IgM, no obstante, inhibe la
reproduccion celular esencialmente de células cancerosas (Wong, 2004).
Parametros histologicos

Los peces podrian ser usados como bioindicadores de la exposicion a la
contaminacién del agua, lo que resulta util para tener una vision general del grado de
contaminacion para insecticidas que se usan comunmente en la agricultura (de Anna,

2019). Los cambios histologicos del presente estudio tienen concordancia con los
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registrados en branquias e higado de peces Piaractus brachypomus expuestos a
chlorpyrifos, en branquias se evidencio hipertrofia del epitelio lamelar e hiperplasia del
epitelio interlamelar moderada, mientras que el higado presenté degeneracion de
hepatocitos caracterizada por la aparicion de vacuolas citoplasmaticas translucidas lo
cual no permitia observar el nucleo (Holguin el al., 2019). El andlisis histopatolégico de
las branquias que no recibieron la dieta con Morinda citrifolia Linn indica lamelas
reducidas del tamafio normal, fusién lamelar y presencia de edemas; ademas de
necrosis e hiperplasia severa en el musculo estriado y filamentos. La presencia de
edema se da cuando existe una acumulacién de liquido en tejidos, es decir,
acumulacion del agroquimico a causa de que existe un desequilibrio electrolitico en el
medio (Mukti et al., 2019). La funcién de las branquias es actuar como osmoregulador,
lo que provocd que este drgano se encuentre influenciado directamente por las
condiciones ambientales, la hiperplasia se da por la reduccion de la difusién de los
principios activos del quimico a través del epitelio branquial y esto desencadena la
fusion de las laminas cuando las células basales del epitelio se expanden (Rennika el
al., 2013; Roberts, 2001). Mientras que el higado presentd vacuolizacién e hipertrofia de
hepatocitos, dilatacion de sinusoides, cambios necroticos, hemorragia e infiltracion de
leucocitos; estos cambios se dan principalmente a consecuencia de que el higado es un
organo transcendental en los procesos de desintoxicacién; los cambios necroéticos se da
por la participacion de las células hepéticas en la transformacion metabdlica del
insecticida, consecuencia de esto cambios funcionales y estructurales, la vacuolizacion
es provocada por la acumulacién de agua ocasionado por la incapacidad de las células

de mantener la homeostasis de los iones y fluidos (de Melo el al., 2008).
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El efecto protector que posee Morinda citrifolia Linn contra el estrés oxidativo se
encuentra inducido por los compuestos bioquimicos como flavonoides y vitaminas, las
cuales son de gran importancia para contrarrestar los radicales libres que provocan
diversas alteraciones, para ello es necesario la accién de las enzimas antioxidantes,
como la catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX), glutatién S transferasa (GST),
glutation reductasa (GR) y superoxido dismutasa (SOD) (Jeyaprakash el al., 2020). Asi
también, se evidencia un efecto antiinflamatorio puesto que Morinda citrifolia Linn posee
cumarinas y flavonoides como rutina y quercetina (Singh, 2012), que intervienen en la
expresion de citoquinas antiinflamatorias en los tejidos del higado, debido a que son
capaces de regular la inflamacion y de proteger el tejido afectado, sin embargo, se
evidencia que componentes como triterpenoides y alcaloides desempefian papeles
importantes en la curacién de heridas, debido a la propiedad astringente y
antimicrobiana que posee, lo que incrementa la tasa de epitelizacion (Nayak el al.,

2009).
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

No existe diferencias significativas en los parametros morfométricos y
productivos tratados con los distintos niveles de inclusion de Morinda citrifolia Linn en
etapas de alevinaje de Oncorhynchus mykiss teniendo un peso corporal promedio de
20,02 g y una ganancia de peso promedio de 0.33 g. dia?, sin embargo, la tasa de
supervivencia de los alevines tratados con 7,5 % de Morinda citrifolia Linn fue de

89,67%.

Morinda citrifolia Linn tienen un efecto positivo en el estado sanitario de
Oncorhynchus mykiss mejora la concentracion de células circulantes y contenido de
proteinas séricas, fortaleciendo el sistema inmune de los peces, de tal modo que reduce
la tasa de mortalidad durante la fase experimental. La concentracion de células
circulantes presentd una mejora con la inclusiéon de 7,5 % de Morinda citrifolia Linn de

42,83% de linfocitos, 71,11% de neutrdéfilos y 80% baséfilos en relacion con el control.

El efecto protector que posee Morinda citrifolia Linn, esta dado por los
compuestos bioquimicos como: polifenoles, flavonoides, fenoles y vitaminas que posee,
debido a que tiene la capacidad de restaurar tejidos hepaticos y respiratorios en
condiciones de estrés oxidativo, asi también, la expresion de citoquinas

antiinflamatorias en tejidos, regulando la inflamacion y protegiendo al tejido afectado.
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Recomendaciones
Evaluar otro método de conservacion para Morinda citrifolia Linn, con el

propdsito de evitar el aglutinamiento acelerado de las muestras.

Valorar la suplementacion de Morinda citrifolia Linn en especimenes
reproductores de Oncorhynchus mykiss con la finalidad de elevar la inmunidad y reducir

la transmision vertical de enfermedades.

Evaluar el efecto de concentraciones superiores a 7,5 % de Morinda citrifolia
Linn en dietas de Oncorhynchus mykiss para determinar la calidad del sistema inmune

bajo condiciones de estrés controlado.

Realizar ensayos sobre la actividad de las enzimas digestivas y antioxidantes de
Oncorhynchus mykiss, suplementados con la inclusiéon de Morinda citrifolia Linn en

dietas de alevines.

Realizar estudios especializados de inmunologia como la deteccién de
citoquininas, inmunoglobulinas, etc., presentes en alevines de Oncorhynchus mykiss,

tras la inclusion de Morinda citrifolia Linn en las dietas alimenticias.
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