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Evaluacion del crecimiento y respuesta inmune de juveniles de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con fuentes de proteina de soya bajo

condiciones practicas de cultivo

Introduccion

La acuicultura es una de las actividades productoras de alimento que méas ha
crecido a nivel global y en los dltimos 50 afios el suministro de productos
pesqueros destinados al consumo humano ha superado el crecimiento de la
poblacibn mundial. Actualmente el pescado constituye una fuente esencial de
alimentos nutritivos y proteinas animales para gran parte de la poblacién. Ademas,
el sector proporciona medios de vida e ingresos, tanto directa como
indirectamente (FAO, 2012), a tal grado que la producciéon por esta actividad se
presenta como una alternativa al incremento neto de los volimenes de produccién
pesquera a nivel mundial y nacional, contribuyendo a compensar la disminucion de

las capturas reportadas por las flotas pesqueras en algunos paises.

En el caso de México, las ultimas estadisticas de CONAPESCA (CONAPESCA,
2011) indican que por su volumen, la trucha se encuentra posicionada en el lugar
17 de la producciéon pesquera en el pais; sin embargo, por su valor se encuentra
en el lugar 7. La tasa media de crecimiento anual de la produccion de esta especie

en los ultimos 10 afios es positiva (3.98%) (Figura 1).
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Figura 1.- Serie historica de la produccion de trucha a nivel nacional y en el estado
de México (CONAPESCA, 2011).

Este crecimiento e intensificacion de la acuicultura en el mundo, y particularmente
en México, han sido acompafados por un aumento en la demanda de alimentos
balanceados (Gatlin et al., 2007), que de acuerdo con la FAO (2006), genera los

siguientes efectos en la industria y el ambiente:

- Un aumento en las capturas en el medio natural de especies pelagicas
que sirven como materia prima de harina y aceite de pescado y que son
los ingredientes principales de las dietas comerciales de especies
carnivoras y omnivoras.

- Enriguecimiento de productos organicos de las aguas de los estanques
de cultivo, creando sedimentos andxicos.

- Cambios en las comunidades del bentos.

- Eutrofizacién de lagos y zonas costeras cercanas a la ubicacion de las

granjas.



Asi, la acuicultura se enfrenta al reto de identificar nuevos ingredientes para
sustituir harina y aceite de pescado en las dietas balanceadas comerciales.
Particularmente, en el caso de la harina de pescado, se considera que los
sustitutos deben de ser abundantes, baratos y que su demanda no compita con el
uso humano, siendo las proteinas de origen vegetal (entre los cuales, se
encuentra la harina de soya) candidatos para poder suplir a la harina de pescado

en las dietas para organismos acuaticos de importancia comercial.

La harina de pescado es el ingrediente principal que brinda proteinas en el
alimento para peces, pero es escaso y muy caro, particularmente en paises en
desarrollo, por lo cual existe una creciente demanda de fuentes alternativas de
proteinas. Las leguminosas estan consideradas como las fuentes de proteina
vegetal mas importantes, con caracteristicas nutrimentales ventajosas para
sustituir a la harina de pescado en dietas, a diferencia de las pesquerias, el cultivo
de leguminosas practicamente no tiene restricciones ya que su unico limite seria la
disponibilidad de tierray agua en un medio ambiente propicio, elementos que se
encuentran en abundancia en los tropicos, donde el clima es favorable para la

agricultura casi todo el afio (Olvera y Olivera, 2000).

Las semillas de cereales y leguminosas son alimentos completos; contienen
simultdneamente carbohidratos, proteinas, lipidos, y algunos micronutrientes como
vitaminas y minerales, disponibles para la alimentacion directa e indirecta para
humanos y animales, sin embargo algunas semillas, especialmente las
leguminosas presentan en su composicion sustancias antinutricionales. El término
antinutrientes se utiliza para calificar a aquellos compuestos que afectan el valor
nutricional de algunos alimentos, especialmente semillas, pues dificultan o inhiben
la asimilacién de nutrientes que provienen de alimentos generalmente de origen
vegetal; los factores antinutricionales son sustancias naturales no fibrosas,
generadas por el metabolismo secundario de las plantas como mecanismo de
defensa a situaciones estresantes, llegando a generar diferentes efectos

negativos, entre ellos, disminucién en asimilacion de alimentos y bajo crecimiento



en los organismos; entre estos factores se encuentra el fitato, particularmente
presente en la harina de soya, el fitato es la forma principal de almacenamiento de
fésforo en muchas plantas (por ejemplo en la soya), el cual no es asimilable para
animales no rumiantes, es por ésta situacion que las dietas se suplementan con
fitasa, la cual es una enzima usada especificamente para hidrolizar fitato y
aumentar la digestibilidad de las proteinas, ésta suplementacién ha sido cada vez
mas utilizada en la alimentacion de los peces durante las Ultimas dos décadas,
principalmente en respuesta a la creciente preocupacion por la contaminacion por
fésforo en el medio acuatico (Cao, et al., 2007), ademas de fungir como probidtico,

el cual estimula las defensas organicas en el organismo (Sajjadi y Carter, 2004).



Antecedentes

Olivia-Teles et al. (1994) obtuvieron un resultado favorable en el crecimiento vy
tasa de conversion alimenticia en crias de trucha arcoiris sustituyendo el 20% de

harina de pescado por harina de soya.

Gomes et al. (1995) efectuaron un estudio, en donde se reemplaz6 hasta un 65%
de la harina de pescado por harina de soya, sin observar efectos adversos en la
trucha arcoiris. Sin embargo, Adelizi et al. (1998) observaron que aunque la tasa
de ingestiéon fue igual a la observada con un alimento comercial, cuando
sustituyeron completamente la harina de pescado por harina de soya el
crecimiento se redujo, lo cual coincide con lo reportado por Pereira et al. (1998),
que observaron un menor crecimiento de la trucha arcoiris causado por el

reemplazo total de la proteina de origen animal por proteina de origen vegetal.

MCallum et al. (2000), realizaron un trabajo en el cual reportaron que una buena
fuente de proteina para dietas de salmonidos es la harina de arvejon; asimismo
Storebakken et al. (2000) reportaron que no hubo efecto negativo en el
crecimiento al sustituir el 75% de la harina de pescado por concentrado de
proteina de soya, aunado a la reduccion de la excrecion de fésforo, y Burrells
(2001) afirma que la soya tiene un potencial indudable como fuente alternativa de

proteinas en alimentos para peces.

Sajjadi y Carter (2004) encontraron que al adicionar fitasa a la dieta del salmon del
Atlantico, la digestibilidad de proteina fue mejor, mientras que la adicion de

proteasa mejoré la digestion de proteina de harinas de alverjén y canola.

Hemre et al. (2005) observaron que el uso de harina de soya genéticamente
modificada y sin modificar en la dieta de salmon del Atlantico, no modificé su

crecimiento, en comparacion con una dieta control con harina de pescado.



En el Laboratorio de Produccion Acuicola de la FES lztacala, se han realizado
diversos trabajos relacionados con sustituciones parciales de la harina de pescado
con harina de soya y harina de linaza (Cruz et al. 2008), polvo de Spirulina (Flores
et al. 2009), sustituciones totales con combinaciones de harina de soya y polvo de
Spirulina (Herndndez et al. 2009) y sustituciones del 75 % de harina de soya
suplementadas con fitasa y/o levadura (Sanchez-Avila, 2012). En estos trabajos se
reporté que el uso de las harinas de origen vegetal no afectd el crecimiento de los

organismaos, asi mismo se redujo la excrecion de fésforo y nitrégeno.

No existe informacion disponible sobre el efecto de las dietas en la actividad
enzimatica del sistema digestivo cuando se utilizan estas dietas y existen pocos
reportes con respecto a la respuesta inmune: Dimes et al., en 1994 aislaron y
purificaron distintas enzimas digestivas de los ciegos piléricos de truchas
alimentadas con alimento comercial, y mediante la técnica de electroforesis
identificaron dos bandas correspondientes a tripsina y quimiotripsina. Rumsey et.
al, en 1994, probaron diferentes dietas con alto contenido de proteina de soya, y
sus resultados indicaron que en la trucha arco iris los componentes antigénicos de
la proteina de soya afecta a los mecanismos no especificos de defensa inmune, el
crecimiento y la utilizacién de proteinas. Burrells et al. (1999) reportaron que la
sustitucion de mas del 30% de harina de soya causO un efecto negativo en la
respuesta inmune de juveniles de trucha arco iris. Por otro lado, Escaffre et al.
reportaron en 2007 que el uso de concentrado de proteina de harina de soya
como sustituto total de la harina de pescado en las dietas de juveniles de trucha
arcoiris no es causa de reaccion inflamatoria del intestino y no afecta su

morfologia.

Hidalgo et al. en 2007 reportaron que los peces omnivoros presentan una
actividad mas alta de la enzima alfa- amilasa con respecto a los peces carnivoros,

encontrandose la menor actividad de esta enzima en trucha arcoiris.



Kim y Austin en 2005 encontraron que el uso de probioticos en dietas de trucha
arcoiris promueve el incremento en la actividad fagocitica de los macrofagos
presentes en el riidn, asi como un aumento en la concentraciéon de lisozima en
plasma sanguineo, coincidiendo con Sealey et al. (2009) los cuales reportaron que
cuando se utilizan altos niveles de inclusion de harina de soya en la dieta de
juveniles de trucha arcoiris, el uso de probidticos puede ayudar a mejorar la

respuesta inmune.

Objetivo general

Determinar el crecimiento, las respuestas inmunoldgicas y la excreciéon de P y N
de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con una dieta con alto
contenido de proteina de harina de soya condiciones practicas de cultivo.

Objetivos particulares

Determinar el efecto de la dieta con alto contenido de proteina de harina de soya

(75 %) sobre el crecimiento de trucha arco iris.

Determinar el efecto de la dieta con alto contenido de proteina de harina de soya

(75 %) sobre la excrecion de P y N de trucha arco iris.

Determinar el efecto de la dieta con alto contenido de proteina de harina de soya

(75 %) sobre algunas respuestas inmunoldgicas no especificas.

Determinar la eficacia de las dietas experimentales en el crecimiento de trucha

arco iris, comparado con la dieta comercial bajo condiciones practicas de cultivo.



Material y métodos

Se realiz6 una prueba de alimentacion con las dietas experimentales por 175 dias
en una granja truticola ubicada en el Estado de México, donde se registraron los
patrones de crecimiento y algunos parametros inmunologicos, posteriormente se
realiz6 una prueba para determinar la excrecion de fésforo y nitrégeno en
condiciones de laboratorio al alimentar los organismos con las dietas
experimentales por 60 dias, y finalmente se procedi6 a realizar una
inmunodeteccion de tres enzimas digestivas (Tripsina, Quimiotripsina y a-amilasa)
en el tracto intestinal de juveniles de trucha que fueron alimentados por 60 dias
con dietas con alto contenido de harina vegetal.

Preparacion de la dietas

Para la preparacion de las dietas, ademas de las harinas de pescado y de soya,
se utilizaron aceite de higado de bacalao, lecitina de soya (fuente de lipidos), una
mezcla de vitaminas y minerales, dextrina (fuente de carbohidratos), gluten
(aglutinante) y a-celulosa (para llevar la dieta a 100%). Todos estos ingredientes
se agregaron en las cantidades necesarias para cumplir con los requerimientos
nutricionales, siendo preparadas tres dietas de acuerdo a Hernandez-Hernandez
et al. (2004), la primera fue suplementada con fitasa y levadura, la segunda con
levadura y la tercera con fitasa, con la finalidad de observar las diferencias entre
estas dietas sobre el crecimiento y sobre algunas respuestas inmunoldgicas no

especificas.



Tabla 1. Formulaciones con sustituciones parciales de la harina de pescado con

harina de soya y adicién de fitasa y/o levadura (como probiotico).

g/kg Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Control
(E1) (E2) (E3)

Harina de 400 400 400

soya

Harina de 200 200 200 _

pescado f_!'__i

Fitasa 0.4 0 0.4 \-__7

Levadura 15 15 0 5

viva ‘E

Aceite 50 50 50 0

higado de O

bacalao Q
S

Lecitina de 50 50 50 -

soya {'i}

Vitaminas y 40 40 40 E

minerales =

Dextrina 50 50 50 (

Gluten 50 50 50

Alfa- 144.6 145 159.6

celulosa

Proteina 82.22 % 77.71 % 64.32 % 65.45 %

total

Lipido total 6.83 % 10.01 % 11.83 % 7.67 %

Fosforo 103.8 104.4 108.1 137.9

total (mg/qg)




Experimento 1:

Los juveniles de trucha arcoirirs fueron obtenidos de la granja acuicola EL Zarco,

ubicada en el municipio de Ocoyoacac, Estado de México.

Trabajo de campo

La prueba de alimentacion con las dietas de la Tabla 1 bajo condiciones practicas
de cultivo se realiz6 en la granja “los Alevines” ubicada en el municipio de
Amanalco de Becerra, Estado de México, el cual se ubica entre las coordenadas
geograficas: 19°18" y 19°10° de latitud norte, y 99°54" y 100°05" de longitud

oeste a una altitud de 2,320 m.s.n.m,

Se usaron 12 tinas de fibra de vidrio de 1,000 L (tres tanques por dieta) por un
periodo de 75 dias (primera etapa), y posteriormente, los peces se transfirieron a 3
estanques circulares de concreto de aproximadamente 5,000 L por un periodo de
90 dias (segunda etapa). En los primeros 75 dias, las dietas se suministraron a
tres grupos de 65 juveniles de trucha arco iris por tina, con peso medio de 2.8
0.1 gramos, los cuales fueron alimentados con una racién diaria al 7 % de la
biomasa total dividida en dos porciones, (mafiana y tarde). Al finalizar este primer
periodo de 75 dias, se decidié alimentar a los organismos solamente con las
dietas 1y 2 (Tabla 2) debido a que fueron las que arrojaron mejores resultados en
cuanto a crecimiento; 200 peces de cada tratamiento, aunado el control, se
desdoblaron a estanques de concreto de 10 metros de diametro, con un peso
promedio de 12.78 £ 1.6 gramos. La racion diaria fue equivalente al 5% de la

biomasa total suministrada en dos porciones, en la mafiana y tarde.

Cada 15 dias se realizaron biometrias, con un muestro aleatorio de 30 organismos
por tina con el fin de determinar su longitud total, longitud patrén, ancho y peso
(Figura A) y recalcular la racion de alimento de acuerdo al nuevo peso promedio

durante los primeros 75 dias, posteriormente se realizé el mismo procedimiento
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(biometria), usando 75 organismos de cada tratamiento durante los dias en que se

mantuvieron los organismos en estanques circulares de concreto.

A lo largo de los primeros 75 dias, después de 30 minutos del suministro, se
colecté el alimento remanente y las heces de cada tina de fibra de vidrio,
posteriormente se determiné la cantidad de fosforo y de proteina por medio de los
métodos de fosforo total (Method 10127, molybdovanadato con digestion con
persulfato acido. Adaptado de Standard Method for the Examination of Water and
Wastewater) y el método de Lowry respectivamente, contenidas en las heces, este
procedimiento no pudo realizarse en la segunda etapa, debido a la estructura de
los estanques de concreto.

Al término de los primeros 75 dias se tomaron tres individuos de cada tratamiento
y se sacrificaron para la obtencion de muestras para la determinacion de la

respuesta inmune.

Los parametros de crecimiento que se consideraron son (Hernandez-Hérnandez
et al., 2004):

Peso final (g)

Ganancia en peso [GP = ((peso final — peso inicial) /peso inicial) x 100]

Tasa de crecimiento especifico [TCE = ((In peso final — In peso inicial)/tiempo de

alimentacion) x 100]

Tasa de eficiencia de la dieta [TED = ganancia en peso (g)/total de dieta ingerida

en base seca (g)]

Tasa de eficiencia de la proteina [TEP = ganancia en peso (g)/total de proteina

ingerida en base seca (g)]

11



Factor de condicién o indice de Fulton [F = 100 W / L?]

F = Factor de condicion

W = Peso del pez (g)

L = Longitud del pez (cm). El cubo de la longitud es usado porque el crecimiento
en longitud de los salménidos es proporcional al crecimiento en volumen
(Barnham y Baxter, 1998)

Cada quince dias se tomaron muestras de agua de los efluentes de los tanques y
estanques para determinar la concentracion de fésforo (Method 10127,
molybdovanadato con digestibn con persulfato &cido. Adaptado de Standard
Method for the Examination of Water and Wastewater)) y nitrégeno amoniacal
(Método 8038. Método Nessler. Adaptacion de Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater) respectivamente en las aguas de desecho.

|

LT

Figura A.- Parametros considerados durante las biometrias a lo largo del trabajo
de campo, longitud total (LT), longitud patrén (LP), ancho(A) y peso.
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Respuesta inmunologica.

Las muestras de moco de la piel y de sangre se sometieron a un andlisis de
contenido de proteina, asi como a una prueba de actividad de lisozima. Las
muestras de moco se tomaron de acuerdo a Yokoyama et al. (2006) con un hisopo
estéril, considerando un &rea de 1 cm? delimitada con un plastico en la superficie
del cuerpo. Justo después de tomarla, la muestra se suspendié en 1 mL de
solucion buffer salina fosfatada (PSB, pH= 7.2). Las muestras se centrifugaron
(7,000 rpm, 10 min, temperatura ambiental) y se colectdé el sobrenadante. Las
muestras de sangre se colectaron de la vena caudal con una jeringa y se dejaron
coagular a 4 T por tres horas. Transcurrido este periodo, las muestras se
centrifugaron a 7000 rpm por 10 min y se colecté el sobrenadante (suero). En
ambos casos, el contenido de proteina se determind por la técnica de Lowry con

un kit comercial (Sigma Diagnostics, MO, EUA).

Para la determinacion de actividad de la lisozima, se utilizé la técnica descrita por
Taoka et al. (2006), las muestras de suero, se mezclaron con una suspension
acuosa de Micrococcus lysodeikticus (células liofilizadas, Sigma-Aldrich Chemical,
MO, EUA) y se incubaron a 25 <C, la absorbancia se midié a 530 nm después de
0.5, 45 y 20 min. La actividad de la lisozima se expres6 como unidades de
actividad de la lisozima (U), una unidad es definida como la cantidad de enzima
que causa un decremento en la absorbancia de 0.001 por mg de proteina por

minuto.

Para determinar la actividad respiratoria “explosiva” de los macrofagos del rifion,
los riflones disectados se colocaron en medio Leibovitz L-15 suplementado con
0.1% de suero fetal bovino (Burrells et al. 1999). Los macréfagos fueron aislados y
cultivados por 3 dias y su actividad se determind con la reduccion del colorante
azul nitrotetrazolium (NBT) como lo describen Chung y Secombes (1988), en el
cual los macrofagos fueron cubiertos con 100ul de 1 mg/ml NBT (Sigma) en en

medio Leibovitz L-15 por 24 horas a una temperatura de 18-20T.

13



Experimento 2: Fluctuaciones en la excrecién de fosforo y en suero sanguineo

Se alimentaron por triplicado durante 60 dias grupos de 20 juveniles con un peso
inicial de 1.8 £ 0.5 g con las dietas experimentales descritas anteriormente (Tabla
1), que se suministraron a las 8:00 am y 4:00 pm. Este experimento se realizé en
tanques de plastico de 100 L de capacidad, utilizando alimento comercial como
control. Al dia 30 se determind la concentracion de fésforo en el agua (Method
10127, molybdovanadato con digestion con persulfato acido. Adaptado de
Standard Method for the Examination of Water and Wastewater) cada 2 horas
durante 18 horas y al dia 60 cada 2 horas por 8 horas, asi mismo se midi6 el

contenido de fésforo en el suero sanguineo de los peces en el dia 60.
Analisis estadisticos
Los resultados obtenidos fueron evaluados con una ANOVA de una sola variable.

Las diferencias entre los tratamientos se identificaron con una prueba de Tukey
(Steel y Torrie, 1980), con un nivel de P < 0.05.

14



Experimento 3: Inmunodeteccion de enzimas digestivas en trucha arcoiris (iris

(Oncorhynchus mykiss)

Los juveniles, se dividieron en grupos de 20 organismos y con un peso inicial de
21.63 £ 1.8 g y fueron alimentados dos veces al dia con horarios de alimentacion
de 8:00 y 16:00 horas 16:00 horas. El experimento duré 60 dias y se realiz6 en
tanques de plastico de 100 L de capacidad, con las formulaciones descritas

anteriormente y alimento comercial para el grupo control.

Al dia cero y cada 30 dias se realizd la diseccion del tracto digestivo de diez
organismos de cada tratamiento. Los ciegos pil6ricos y la primera parte del
intestino se maceraron y solubilizaron con amortiguador de lisis (HClI 50 mM, NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, Tritdbn), se incubaron por 30 minutos en hielo, se
centrifugaron (10 minutos a 10000 rpm) y se recuperd el sobrenadante que se
almaceno a -70<C hasta su uso.

Electroforesis

Con las muestras obtenidas se procedié a realizar la electroforesis utilizando un
gel de poliacrilamida al 12 %, el cual se coloc6 en una camara para electroforesis,
conectada a una fuente de poder a 120 Volts por un tiempo aproximado de 120
minutos, utilizandose un marcador de peso molecular marca Fermentas y otro de
la marca Bio-Rad, el gel se dejo en tincibn con azul de Coomassie por 40
minutos aproximadamente, una vez tefido, se coloco en solucion destefidora por

60 minutos.

Transferencia de geles

Para la transferencia de geles a membrana de PVDF, se utilizé una camara de
transferencia, conectada a una fuente de poder a 100 Volts por una hora,

manteniéndose en amortiguador de transferencia a 4° C, una vez terminado el
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proceso, el papel fue tefildo con rojo Ponceau con la finalidad de observar las
bandas transferidas y destefiido posteriormente con agua destilada para la

realizacion de la inmunodeteccion.

Inmunoblot

Se bloque6 la membrana de PVDF con leche descremada al 6% en PBS-Tween
(0.05%) por 60 minutos a temperatura ambiente y se lavé con PBS-Tween (5
veces por 5 minutos cada lavado), posteriormente se adicionaron los anticuerpos
anti tripsina de conejo (Abcam, USA ) y el anticuerpo anti Alfa-amilasa de conejo
(Abcam, USA), ambos en una concentracion de 1:500 diluidos en PBS-Tween,
por 24 horas a 4°C. después de su lavado se adicioné el anticuerpo secundario
anti conejo peroxidado (Santa Cruz Ca, USA) en concentracion 1:1000 diluido en
PBS-Tween, dejandolo incubar por 60 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente fue lavado y se revel6 con Western blotting luminol Reagent (sc-
2048 Santa Cruz Biotech. USA) en pelicula radiografica.

Este mismo procedimiento se realizé para la deteccion de la Quimiotripsina,

utilizandose anti Quimiotripsina de conejo (Abcam, USA), en una concentracion
de 1:1000 diluido en PBS-Tween.
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Resultados

En la Figura 2 se observa el crecimiento de los organismos en la etapa que abarco
un periodo de 75 dias mostrando un ligero incremento en crecimiento los juveniles
alimentados con la dieta E2 (levadura), posteriormente en la etapa de alimentacion
en gue los organismos se mantuvieron estanques de concreto, que duré un
periodo de 95 dias (Figura 3), los organismos de la dieta control fueron los que

alcanzaron un mayor crecimiento.

=—+==F1] (fitasa+levadura) ====E2 (Levadura) E3 (Fitasa) === Control

Crecimiento g / pez
(@)}

dias

Figura 2.- Crecimiento de los organismos durante 75 dias (primera etapa)
alimentados en tinas de fibra de vidrio.
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Figura 3.- Crecimiento de los organismos durante 90 dias (segunda etapa)

alimentados en estanques de concreto.

Durante la etapa de alimentacion en las tinas de fibra de vidrio (Tabla 2), los
valores de ganancia en peso, tasa especifica de crecimiento, tasa de conversion
de alimento, tasa de eficiencia de la dieta y de la proteina no presentan
diferencias significativas entre tratamientos, mientras que en la etapa de
alimentacion en los estanques de concreto, la dieta control presento valores mas
altos en los parametros de crecimiento mencionados anteriormente, (Tabla 3)

existiendo diferencias significativas con las dietas experimentales.
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Tabla 2.- Ganancia en peso (GP), Tasa especifica de crecimiento (TEC), Tasa de

Conversion de Alimento (TCA), Tasa de Eficiencia de la Dieta (TED) y Tasa de

Eficiencia de la Proteina (TEP) en organismos alimentados por 75 dias en tinas de

fibra de vidrio, mostrandose los datos promedio + desviacion estandar.

Tratamiento GP (%) TEC (% / dia) | TCA TED TEP

El(fitasatlevadura) | 480.71+28.96 | 2.34+0.06 1.01+0.09 | 1.07+0.36 2.05+£0.12
E2 (Levadura) 513.17+35.04 | 2.41+0.07 1.07+0.01 | 1.02+0.43 1.54+0.05
E3 (Fitasa) 446.19+84.43 | 2.23+0.20 1.05+0.33 | 1.10+0.42 1.71+0.15
Control 396.82+38.01 | 2.12+0.10 0.98+0.18 | 0.81+0.71 1.88+0.49

Tabla 3.- Ganancia en peso (GP), Tasa especifica de crecimiento (TEC), Tasa de

Conversion de Alimento (TCA), Tasa de Eficiencia de la Dieta (TED) y Tasa de

Eficiencia de la Proteina (TEP) en organismos alimentados por 90 dias en

estanques de concreto, mostrandose los datos promedio + desviacion estandar.

Tratamiento GP (%) TEC (% /dia) | TCA TED TEP

El(fitasa+levadura) | 627.22+47.25° 2.199+0.08% | 0.92+0.14% | 0.66+0.11° 1.2740.63 °
E2 (Levadura) 701.84+69.21° 2.303+0.09% [ 0.98+0.17% | 0.74+0.16° 1.09+0.60 *
Control 1039.75+115.19 ° | 4.898+0.12°" 0.62+0.75° | 1.39+0.96 " 1.79+0.85 "
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Existen diferencias significativas entre los organismos alimentados con las dietas
experimentales E1 (fitasa+levaura) y E2 (levadura) en el porcentaje de proteina en
moco (Figura 8); para el suero sanguineo, existen diferencias significativas entre la
dieta control y los alimentos con sustituciones de 75% de harina de soya en la
primera etapa de alimentacion (Figura 9) y en los noventa dias restantes (segunda

etapa, Figura 10).
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Figura 8.-. Proteina en moco de los organismos alimentados en estanques de

concreto durante 90 dias (segunda etapa).
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Figura 9.- Proteina en suero sanguineo de los organismos alimentados en tinas de
fibra de vidrio (primera etapa).
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Figura 10.- Proteina en suero sanguineo de los organismos alimentados en
estanques de concreto (segunda etapa).

Para la actividad de los macréfagos no se presentaron diferencias significativas

entre tratamientos durante la primera y segunda etapa (Figura 11y 12).
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Figura 11.- Actividad de los macréfagos en los organismos alimentados en tinas
de fibra de vidrio (primera etapa). Los valores, indicados por puntos, por encima

del bigote superior se consideran valores atipicos.
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Figura 12.- Actividad de los macréfagos en los organismos alimentados en
estanques de concreto (segunda etapa). Los valores, indicados por puntos, por

encima del bigote superior se consideran valores atipicos.
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No existen diferencias significativas (Figura 13) entre tratamientos en la carga de

Fosforo en las heces durante la primera etapa en las tinas de fibra de vidrio.
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Figura 13.- Fosforo contenido en heces de los organismos alimentados en tinas

de fibra de vidrio (primera etapa).
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Durante la primera etapa de alimentacion (Figura 14) se puede observar en los
tratamientos un factor de condicion (K) que se mantiene entre 1 y 1.1, mientras
qgue en la segunda etapa (Figura 15) el factor de condicion (K) de todos los
tratamientos es mayor a 1, alcanzando valores cercanos a 1.4 durante los ultimos

dias de alimentacion.

18 g E1 (fitasa+levadura) e=fil==E2 (Levadura) E3 (fitasa) et CONtrol
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Figura 14.- Factor de condicién (K) de los organismos alimentados en tinas de

fibra de vidrio (primera etapa).
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Figura 15.- Factor de condicion (K) de los organismos alimentados en estanques

de concreto (segunda etapa).
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En la Figura 16 se observan bajos valores de nitrégeno contenido en las aguas de
desecho hasta el dia 45, existiendo un incremento en los valores a partir del dia
60, no presentdndose diferencias significativas entre tratamientos, al igual que la

cantidad de fésforo contenido en agua de desecho en la primera etapa (Figura 17).
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Figura 16.- Amonio (NH4) contenido en agua residual en tinas de fibra de vidrio

Amonio (mg /L)

(primera etapa).

=g E1 (fitasa+levadura) e=fl==E2 (Levadura) l

0.25

0.20
=
Y 0.15 A
wo 0.
E
2
S o.10
£
<<

0.05

v
\ > 4

Figura 17.- Amonio (NH4) contenido en agua residual en estanques de concreto

(segunda etapa).
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En la etapa de alimentacién en los estanques de concreto no se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos en la cantidad de nitrogeno y fésforo
contenido en agua de desecho sin embargo se observa una disminucién en los
valores de nitrogeno y fosforo contenido en agua de desecho a partir del dia 95,
cabe mencionar que a partir de esta fecha inici6 la temporada de lluvias en la zona
de trabajo, en la cual los organismos se encontraban a la intemperie en los
estanques de concreto, por lo cual es probable que la lluvia haya contribuido a la

disminucién de estos valores.
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Figura 18.- Fosforo contenido en agua residual en tinas de fibra de vidrio (primera

etapa).
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Figura 19.- Fdésforo contenido en agua residual en estanques de concreto

(segunda etapa)
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Los valores de lisozima presentaron diferencias significativas entre el control y las

dietas experimentales en la primera y segunda etapa (Figura 20).
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Figura 20.- Lisozima en suero sanguineo en organismos alimentados en tinas de

fibra de vidrio.

=200 00—

175 00—

. T
1 = L

L) T
1.00 EZ (Levadura) Control

Dietas

Lisozima (U/mg de proteina)

Figura 21.- Lisozima en suero sanguineo en organismos alimentados en

estanques de concreto.
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El porcentaje de supervivencia se basé en la mortandad por depredadores

existentes a los alrededores de la zona (Tabla 4).

Tabla 4.- Supervivencia de los organismos durante las etapas de alimentacion en

tinas de fibra de vidrio y estanques de concreto.

Supervivencia (%)

E1l (fitasa+levadura) E2 (Levadura) E3 (Fitasa) Control
Etapa de
alimentacion en 80£5.56 79£3.05 86+5.58 78+4.05
tinas de fibra
de vidrio.
Etapa de
alimentacion en 80 82 . 50
estanques de
concreto.

28



Resultados experimento 2: Fluctuaciones en la excrecion de fésforo y en suero
sanguineo

En la Figura 22 se puede observar un incremento del fésforo excedente en la dieta
gque es excretado por los organismos en el dia 30 a las dos horas posteriores a los
periodos de alimentacion (8:00 am y 16:00 pm), presentandose diferencias

significativas entre tratamientos experimentales y el control.

1.2
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Figura 22.- Fésforo excedente en dieta y excretado al dia 30 medido cada 2 horas

con un inicio de 6:00 am a 20:00 pm, con horarios de alimentacion a las 8:00 am y
a 16:00 pm.
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Al dia 60 se puede observar un incremento del fésforo excedente en dieta y
excretado a las dos y cuatro horas posteriores al periodo de alimentacion (8:00

am) no presentandose diferencias significativas entre tratamientos (Figura 23).
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Figura 23.- Fésforo excedente en dieta y excretado al dia 60 medido cada 2 horas

con un inicio de 6:00 am a 12:00 pm, con horario de alimentacion a las 8:00 am.
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En la Figura 24 se pueden observar altos valores del fosforo contenido en suero
sanguineo durante el periodo de alimentacion (8:00 am), a las dos horas después
de ser alimentados, los valores disminuyen considerablemente con una tendencia
a aumentar ligeramente transcurridas dos horas mas, se presentaron diferencias
significativas en el contenido de fosforo en suero de los organismos alimentados

con las dietas experimentales con respecto al grupo control.
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Figura 24 - Fosforo en suero sanguineo al dia 60 medido cada 2 horas con un

inicio de 6:00 am a 12:00 pm, con horario de alimentacion a las 8:00 am.

31




Resultados experimento 3: Inmunodeteccion de enzimas digestivas en trucha
arcoiris (iris (Oncorhynchus mykiss)

La separacion proteica de los lisados intestinales indica la probable presencia de
las enzimas digestivas que participan en la digestion y al parecer se present6 una
modificacion de su presencia con la variacion de las dietas. En la Figura 25 se
puede observar la presencia de bandas correspondientes a distintas proteinas
con diferente peso molecular del tracto digestivo, dentro de las cuales podemos
inferir la presencia de la banda correspondiente a la tripsina con un peso
molecular de 25 kDa en todos los tratamientos, tanto en el tiempo cero, como a los
30 y 60 dias de alimentacion, este mismo caso se presenta para la banda de 55
kDa, la cual corresponde a la Alfa-amilasa, siendo mas notorias las bandas en los

tratamientos a los 60 dias de alimentacion.

Es importante destacar que la presencia de las bandas con diferente peso
molecular en el gel de poliacrilamida al 12% nos indica que el extracto de los
tractos digestivos de los organismos de los distintos tratamientos se realizo

correctamente.
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Figura 25.- Electroforesis del tracto digestivo (ciegos piléricos y primera parte del
intestino) de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con diferentes dietas
experimentales. MPM.- Marcador de Peso Molecular marca Fermentas, L1.-
Alimentacion en tiempo cero, L2.- Dieta experimental E1 (fitasa+levadura) a los 30
dias de alimentacion, L3.- Dieta experimental E2 (levadura) a los 30 dias de
alimentacién, L4.- Dieta experimental E3 (fitasa) a los 30 dias de alimentacion,
L5.- Alimento comercial a los 30 dias de alimentacion, L6.- Dieta experimental E1
(fitasa+levadura) a los 60 dias de alimentacion, L7.- Dieta experimental E2
(levadura) a los 60 dias de alimentacion, L8.- Dieta experimental E3 (fitasa) a los
60 dias de alimentacion, L9.- Alimento comercial a los 60 dias de alimentacion.
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La inmunodeteccion de tripsina fue positiva para todos los tratamientos en los
distintos tiempos de alimentacion, la cual corresponde a la banda con peso
molecular de 25 kDa, mientras que para los tratamientos experimentales y el
control dieron positivos para Alfa-amilasa a los 60 dias de alimentacion (Figura

26) correspondiente a la banda de 35 kDa. Se obtuvieron resultados negativos en

la inmunodeteccién de quimiotripsina para todos los tratamientos.

Figura 26.- Inmunodeteccién de Tripsina (25 kD) y Alfa-Amilasa (~37 kD) del
tracto digestivo (ciegos piloricos y primera parte del intestino) de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) con diferentes dietas experimentales. MPM.- Marcador de
Peso Molecular marca Bio-Rad, L1.- Alimentacion en tiempo cero, L2.- Dieta
experimental E1 (fitasa+levadura) a los 30 dias de alimentacion, L3.- Dieta
experimental E2 (levadura) a los 30 dias de alimentacion, L4.- Dieta experimental
E3 (fitasa) a los 30 dias de alimentacion, L5.- Alimento comerc’al a los 30 dias de
alimentacion, L6.- Dieta experimental E1 (fitasatlevadura) a los 60 dias de
alimentacion, L7.- Dieta experimental E2 (levadura) a los 60 dias de alimentacion,
L8.- Dieta experimental E3 (fitasa) a los 60 dias de alimentacién, L9.- Alimento

comercial a los 60 dias de alimentacion.



Discusioén

En el presente trabajo se pudo observar durante todo el periodo de alimentacion,
que los organismos no presentaron sintomas de enfermedad, ni fue afectada la
sobrevivencia por efecto de las dietas, (cabe aclarar que la mortalidad que se
presentd, se debié a factores externos, como depredadores, tales como, aves,
mamiferos y reptiles).

La falta de diferencias significativas en la ganancia de peso y en la tasa de
crecimiento especifico indica que es factible proporcionar alimento a base de
harina de soya durante los primeros tres meses de cultivo, que coincide con lo
reportado por Sanchez-Avila (2012), y confirma que el uso de harina de soya
como sustituto de la harina de pescado (materia prima de los alimentos
comerciales) tiene un potencial indudable como fuente alternativa de proteinas en

alimentos para peces (Burrels, 2001).

Las diferencias encontradas en la segunda fase del primer experimento pueden
ser debidas a la palatabilidad, al tamafio de los estanques de concreto aunado a la
baja poblacion y al mejor aprovechamiento de la dieta comercial debido a la
proteina de origen animal (pescado) encontrada en la materia prima de este tipo

de dietas.

En cuanto al factor de condicién (K), en la etapa de alimentacion en las tinas de
fibra de vidrio (Figura 14), se presentan valores entre 1 y 1.1, lo cual es indicador
que los peces presentaron un cuerpo delgado y alargado (Barnham vy
Baxter,1998), esto es atribuido a la alta poblacién y al tamafio de las tinas de fibra
de vidrio, ya que al ser de un metro de diametro por un metro de profundidad, no
presentaban el espacio suficiente para el 6ptimo desarrollo de los organismos,
mientras que en la etapa de alimentacion en los estanques de concreto, el factor
de condicion (K) de todos los tratamientos es mayor a 1, alcanzando valores

cercanos a 1.4, lo cual segun Barnham y Baxter (1998) son peces que presentan
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un ancho y largo proporcional en el cuerpo, esto es atribuido al desdoble de 200
organismos de cada tratamiento a estanques de concreto de 10 metros de
diametro por 1.20 metros de profundidad, los cuales brindaron el espacio 6ptimo
para un desarrollo adecuado de la poblacion presente en cada uno de los

estanques.

Los valores de eficiencia de las dietas experimentales son mayores que los
reportados por Sanchez-Avila en el 2012, siendo similares las tasas de eficiencia
de la proteina, esto puede ser debido a la infraestructura de los estanques donde
se encontraban los peces, asi como a las caracteristicas del agua y del ambiente,
ya gue este proyecto se realizé bajo condiciones practicas de cultivo en una granja
truticola en una zona de clima templado subhtiimedo, mientras que Sanchez-Avila
en el 2012 realiz6 su trabajo en condiciones de laboratorio. Por otra parte, la falta
de diferencia entre dietas experimentales y control indica la factibilidad de

utilizarlas para cultivos comerciales de trucha durante los primeros 75 dias.

Las diferencias encontradas en la segunda etapa de alimentacion en los valores
de la tasa de eficiencia de la dieta y de proteina pueden ser debidas al desdoble
de los organismos, aunado a la palatabilidad y al aprovechamiento de la dieta con

alto contenido de proteina de origen animal.

Los resultados obtenidos durante la primera etapa de alimentacion permiten inferir
gue habra una disminucién en el gasto que el productor realice por la compra de
alimento durante los primeros dos meses y medio de cultivo. Para los siguientes
90 dias de cultivo en los estanques de concreto, se presentaron diferencias
significativas entre la dieta control y las dietas experimentales, lo cual indica que el
periodo de alimentacion con alto contenido de proteina vegetal (harina de soya),
sera mayor para alcanzar la talla de los organismos alimentados con dietas
comerciales, por lo cual dependiendo del costo de esta materia prima, podra ser

igual o mayor el gasto por la compra del alimento experimental.
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Los valores de nitrégeno y fosforo contenido en el agua residual de los tres
tratamientos experimentales y el control no presentaron diferencias significativas
en ambos casos, por lo que el uso de estos tratamientos con sustituciones del 75
% de harina de soya tienen un efecto similar a las dietas comerciales en la

cantidad de fésforo y nitrégeno desechado al medio.

No se presentaron diferencias significativas en la cantidad de fésforo contenido en
heces, asi mismo es posible decir que la asimilacion del fosforo en los
organismos es similar entre los organismos alimentados con la dieta control y

aguellos alimentados con las dietas experimentales.

La piel de los peces, asi como las membranas mucosas que recubren las
branquias y el tracto gastrointestinal, constituyen la primera linea defensiva contra
los patégenos, el moco que recubre la piel es un importante mecanismo defensivo,
pues presenta una variedad de compuestos antimicrobianos vy antiparasiticos,
ademas de proteinas y carbohidratos con funcion protectora que bloquea la
colonizacion por organismos extrafios a través de un mecanismo de pérdida y
remplazo (Ourth, 1980). Se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos experimentales E1 (fitasatlevadura) y E2 (levadura) siendo esta
tltima, la dieta con mayor concentracion de proteina en moco, esto puede ser
debido a la adicion de levadura como probiotico, coincidiendo con lo reportado por
Sealey et al. (2009) los cuales reportaron que al utilizar altos niveles de inclusién
de harina de soya, el uso de probidticos puede ayudar a mejorar algunas
respuestas inmunes, siendo la dieta con levadura la mejor opcion para ser usada
en condiciones practicas de cultivo, ya que los organismos presentaran la misma
capacidad de resistencia a patdgenos externos que aquellos alimentados con
dietas con alto contenido de proteina de harina de pescado.
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Las diferencias significativas en la concentracion de proteina en el suero
sanguineo asi como de la lisozima de los organismos control y de los tratamientos
experimentales en las tinas de fibra de vidrio y en estanques de concreto pueden
ser debidas a las macromoléculas de la soya llamadas componentes antigénicos,
estas moléculas, luego de ser absorbidas, son reconocidas por el sistema
inmunoldégico como extrafias; éste responde produciendo anticuerpos para
eliminarlas, reflejandose en la cantidad de proteina presente en el suero

sanguineo (Elizalde et al. 2009).

Los valores de lisozima en los organismos de este trabajo son menores con
respecto al trabajo de Sanchez-Avila 2012, esto pudo ser debido a la poblacién e
infraestructura de los estanques (100 L de capacidad) utilizados por dicho autor,
ya que entre mayor poblacion tenga un estanque, y este sea de menor tamafio,
tendra una relacion en la concentracion de lisozima en el suero sanguineo
generado por el factor estrés, debido a la competencia por alimento y espacio,
(Grinde et al., 1988).

Rumsley en 1994 vy Burrells et al. en 1999 indican que las sustituciones altas de
harina de soya (mayores al 80 %) afectan el sistema inmune no especifico
(actividad de los macréfagos) de la trucha arcoiris, pero en este trabajo se utilizé
una sustitucion del 75 % de harina soya en las dos etapas de alimentacion y se
encontraron diferencias significativas, coincidiendo por lo reportado por Burrells et
al. en 1999, el cual indica que el uso moderado en la sustitucién de harina de
soya, no tiene efectos negativos en la actividad de los macréfagos, lo cual nos
indica que es factible la sustituciéon con el 75 % de harina de soya sin afectar el

sistema inmune no especifico (actividad de los macrofagos) de la trucha arcoiris.
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Experimento 2: Fluctuaciones en la excrecién de fésforo y en suero sanguineo

Se observaron diferencias significativas en el fosforo excretado en organismos
alimentados con las dietas experimentales y el control al dia 30, esto es debido a
la alta concentracion de proteina de soya y probablemente a la baja asimilacion de
esta proteina vegetal en el organismo de los juveniles de trucha en el primer mes
de alimentacion, ya que al dia 60 se puede observar que no existen diferencias
significativas entre tratamientos, por lo que el uso de la harina de soya sustituida
en un 75 % suplementada con fitasa y/o levadura como alimento en trucha arcoiris
no incrementa la excreciéon de fosforo en el ambiente a partir del segundo mes de

alimentacion.

Respecto al contenido de fésforo en suero de los organismos alimentados con
harina de soya, se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
experimentales y el grupo control, por lo que se infiere que la asimilacion de
foésforo en suero es menor en las dietas E2 y E3 suplementadas con levadura y
fitasa respectivamente, por el contrario, la asimilacion de fosforo es mayor en
organismos alimentados con la dieta E1 suplementada con levadura y fitasa, esto
indica que esta suplementacién en dietas con alto contenido de harina de soya
contribuye a una mejor asimilacion del fésforo contenido en forma de fitato, lo cual
es confirmado con el reporte de Vielma et al. (1998), los cuales encontraron que la
fitasa mejora la disponibilidad de fésforo contenido en dietas con sustituciones de
harina de soya, confirmandolo con la alta cantidad de fésforo contenido en plasma
sanguineo en organismos alimentados con dietas suplementados con fitasa y

levadura.
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Experimento 3: Inmunodeteccion de enzimas digestivas en trucha arcoiris (iris

(Oncorhynchus mykiss)

El mismo patron en los tratamientos experimentales y el control a los 30 y 60 dias
de alimentacion, indica que la soya contenida en las experimentales no provoca
cambios notorios en la produccién de enzimas y permite inferir que la fitasa y/o
levadura no permiten que los inhibidores de proteasas de la harina de soya
inactive la enzima tripsina, y ayudan a la reduccion de los efectos negativos de los
los inhibidores de proteasas, especialmente lectinas inhibidoras de tripsina,
quimiotripsina y alfa amilasa. Ademas se ha reportado que la fitasa y/o levadura
contienen en su estructura elementos que estimulan el sistema inmune de los
peces y son usados como control biolégico en la prevencidon de ataques
bacterianos representando una opcion para mejorar la salud y el crecimiento de
los organismos contra patégenos potenciales en el cultivo de peces (Gatesoupe,
1999; Irinato y Austin, 2002).

Diferentes estudios postulan que la secrecién y actividad de la alfa amilasa
depende de la dieta natural de cada especie, siendo los peces herbivoros y
omnivoros aquellos con mayor actividad de esta enzima (Papoutsoglou y Lyndon,
2003; Fernandez et al., 2001; Hidalgo et al., 1999), esto puede ser debido a los
hidratos de carbono contenido en el alimento natural de los peces, aqunque se ha
reportado que existe una adaptacion de la secrecion de amilasa al nivel de
hidratos de carbono contenidos en la dieta en peces con estrategias de
alimentacion completamente diferentes (Papoutsoglou y Lyndon, 2003). Los
carbohidratos son generalmente mal digeridos en carnivoros como la trucha,
(Brauge et al., 1994; Storebakken et al., 1998), al aumentar en nivel de hidratos de
carbono en la dieta existe una reduccién de la actividad de amilasa, esto parece
ser debido a la inhabilitacion de la enzima por la presencia de las moléculas de
almidon, ya que se ha reportado que el almidén incluido en la dieta reduce la
actividad de la amilasa en los jugos digestivos (Hofer y Sturmbauer, 1985), asi

como a los inhibidores de proteasas en la soya y en otros granos, esto puede ser
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la explicacion a que en los primeros 30 dias de alimentacion exista poca o nula
presencia de alfa amilasa al realizarse la inmunodeteccion, por el contrario, a los
60 dias de alimentacién el resultado es positivo tanto en los tratamientos
experimentales como en el control, lo cual puede deberse al crecimiento y
maduracion de los organismos, ya que estos probablemente toleren mejor el
alimento con sustituciones parciales de harina de soya aunado a la
suplementacién de fitasa y/o levadura y por tanto exista una mayor produccion de
Alfa-amilasa. Esta enzima se ha reportado en mamiferos y en peces con un peso
molecular de 50 kDa, esto difiere con los resultados obtenidos en este trabajo,
donde se puede observar que la alfa amilasa corresponde a la banda con un peso
molecular de 35 kDa, esto puede deberse al uso del anticuerpo comercial que fue
hecho y probado en mamiferos, muy probablemente el sitio de reconocimiento de
la enzima Alfa-amilasa de pez coincida con el de mamifero, pero la molécula de
Alfa-amilasa en peces sea mas corta y por lo tanto de menor peso molecular, por
lo que la banda de deteccidén se encuentre en un peso molecular mas bajo que lo

reportado.

No se obtuvieron resultados positivos a la presencia de quimiotripsina, por lo cual
se puede inferir que durante los primeros 60 dias de alimentacién con las dietas
experimentales y el alimento comercial, no hay una produccién notable de esta

enzima en los juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

A pesar de esto, es necesario un andlisis histolégico con inmunodeteccion de las
enzimas que se usaron en este trabajo, del sistema digestivo de los organismos
para observar si se presenta algun cambio como lo mencionan varios autores
(Hendriks et al., 1990; Baeverfjord and Krogdahl, 1996; y Krogdahl et al., 1999),
los cuales han reportado que en salmoénidos estos factores pueden conducir a
cambios histolégicos en el intestino, ya que el sistema digestivo de los peces
carnivoros no ha evolucionado para hacer frente a la gran variedad de factores
antinutricionales presentes en las plantas (Francis et al., 2001; Gatlin et al., 2007;
Hardy, 2010; Krogdahl et al., 2010).
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Conclusiones

El uso de la harina de soya en sustituciones del 75 % suplementada con levadura
y/o fitasa no afecta el crecimiento en trucha arcoirirs en los primeros 75 dias de

alimentacion.

Las dietas experimentales presentan una asimilacion de fésforo similar a aquellos

organismos alimentados con la dieta comercial.

No existe una disminucion en la excreciéon de fésforo al medio por los organismos,
al utilizar harina de soya en las dietas con sustituciones del 75 % suplementadas

con levadura y/o fitasa.

Algunas respuestas inmunes no se observaron afectadas por el uso de los
tratamientos experimentales al ser comparadas con aquellos alimentados con la
dieta comercial, por lo cual los organismos presentaran la misma capacidad de
resistencia a patdgenos externos, haciendo factible el uso de estas dietas en

condiciones practicas de cultivo.

Las dietas con sustituciones del 75 % de harina de soya suplementadas con
levadura y/o fitasa no afecta la presencia de tripsina en el tracto digestivo de los

organismos durante los dos primeros meses de alimentacion.

La alfa-amilasa es probable que se presente a partir de los 60 dias de
alimentacion tanto en organismos alimentados con dietas comerciales como en
aquellos alimentados con dietas a base harina de soya en sustituciones del 75 %
suplementada con levadura y/o fitasa.

No se detecto presencia de Quimiotripsina en el tracto digestivo en los juveniles de
trucha arcoirirs (Oncorhynchus mykiss) alimentados con alimento comercial y en

aguellos alimentados con las dietas experimentales durante 60 dias.
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Es necesario un andlisis histoldgico junto con la inmunodeteccion de las enzimas
usadas en este trabajo para observar si se presenta algin cambio aparente en la

morfologia del sistema digestivo de los organismos.

El uso de dietas con sustituciones del 75 % de harina de soya suplementada con
levadura y/o fitasa tiene un efecto similar en el crecimiento de los organismos al
ser comparado con aquellos alimentados con una dieta comercial en los primeros
75 dias de cultivo, por lo que esto presenta una reduccion de costos por
alimentacion durante los primeros dos meses de cultivo, al ser la harina de soya

comparativamente mas barata que la harina de pescado
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