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RESUMEN

El manejo de altas densidades en el cultivo de tilapia roja (Oreochromis sp.) reduce
el crecimiento, provoca enfermedades y limita la calidad del agua, esto conlleva a
altas tasas de mortalidad y con ello a considerables pérdidas econdémicas, para
combatir estos problemas se ha optado por el uso indiscriminado de productos
guimicos procesados que pueden llegar a afectar el medio ambiente y la salud
humana. Es por esto que ha cobrado importancia la busqueda de alternativas que
sustituyan estos productos, como es la incorporacion de probioticos, dado que, al
ser un producto natural, resulta siendo menos agresivo para el pez y podria
optimizar los indicadores productivos.

Por lo anteriormente expuesto, la presente investigacién tuvo como obijetivo evaluar
el efecto de bacterias autoctonas con posible potencial probidtico (Bacillus sp. y
Lactobacillus sp.) y un probiotico comercial sobre los parametros de crecimiento,
supervivencia, conversion alimenticia en alevinos de tilapia roja (Oreochromis sp.)
y la determinacion de la relacion Beneficio/Costo. Las cepas objeto de estudio,
fueron aisladas del tracto gastrointestinal de juveniles de tilapia (Oreochromis sp.);
para su seleccion, se tuvo en cuenta criterios como tipificacion morfoldgica, algunas
pruebas bioquimicas, motilidad, abundancia y cinética de crecimiento.
Posteriormente se incorporaron al alimento y se suministré6 durante un periodo de
60 dias en la dieta a razon de 200.000 UFC/g de alimento para todos los
tratamientos evaluados a excepcion del testigo; ademas, con el fin de establecer el
Incremento de pesoy para efectuar ajustes ala racion, se llevaron a cabo muestreos
semanales.

Se utilizo6 un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA) con
submuestreo; en el que se aplicé cinco tratamientos cada uno con cuatro réplicas;
cadaunidad experimental contd con 32 peces con un peso inicial promedio de 0,573
+ 0,093 g. Los tratamientos planteados fueron: To= alimento sin probidtico o
tratamiento testigo; Ti= alimento mas probidtico comercial; T2= alimento mas
aislado de Bacilus sp.; T3= alimento mas aislado de Lactobacillus sp. y T4= alimento
mas consorcio microbiano de Bacillus sp. + Lactobacillus sp.

De acuerdo con el analisis estadistico, se establecié que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos a los que se les incorpord el probidtico con
relacion al tratamiento control en ninguna de las variables zootécnicas evaluadas
(p>0,05), demostrando que en condiciones de acuario se dificulté determinar mayor
o menor eficiencia de las bacterias tanto comerciales como autdctonas; en cuanto
a la relacion Beneficio/Costo, a pesar de observarse ligeras diferencias numéricas
entre los tratamientos evaluados, estas no se consideran como un efecto de las
variables independientes.

Palabras clave: Oreochromis sp., probiético, Bacillus sp., Lactobacilus sp.,
crecimiento.



ABSTRACT

The management of high densities in the cultivation of red tilapia (Oreochromis sp.)
reduces growth, causes diseases and limits the quality of the water, this leads to
high mortality rates and with it considerable economic losses, to combat these
problems has chosen the indiscriminate use of processed chemicals that can affect
the environment and human health. This is why the search for alternatives to replace
these products has become important, such as the incorporation of probiotics, since,
being a natural product, it is less aggressive for the fish and could optimize the
productive indicators.

Due to the above, the objective ofthe present investigation was to evaluate the effect
of native bacteria with possible probiotic potential (Bacillus sp. and Lactobacillussp.)
and a commercial probiotic on growth parameters, survival, feed conversion in red
tilapia (Oreochromis sp.) fingerlings and the determination of the Benefit / Cost ratio.
The strains under study were isolated from the gastrointestinal tract of juvenile tilapia
(Oreochromis sp.); for its selection, criteria such as morphological typing, motility,
abundance and growth Kkinetics were taken into account. Later they were
incorporated into the food and it was supplied during a period of 60 days in the diet
at a rate of 200,000 CFU/g of food; In order to establish the weight increase and to
make adjustments to the ration, weekly samplings were carried out.

A completely randomized experimental design (DCA) with subsampling was used,;
in which five treatments were applied each with four replications; each experimental
unit had 32 fish with an average initial weight of 0.573 £ 0.093 g. The proposed
treatments were: To= food without probiotic or control treatment; Ti= food plus
commercial probiotic; T2= food more isolated from Bacillus sp.; Ts= food more
isolated from Lactobacillus sp. and T4= food plus microbial consortium of Bacillus
sp. + Lactobacillus sp.

According to the statistical analysis, it was established that there are no significant
differences between the treatments to which the probiotic was incorporated in
relation to the control treatment in any of the zootechnical variables evaluated (p>
0.05), showing that under aquarium conditions it was difficult to determine greater or
lesser efficiency of both commercial and native bacteria; regarding the Benefit/ Cost
ratio, despite observing slight numerical differences between the evaluated
treatments, these are not considered as an effect of the independent variables.

Key words: Oreochromis sp., probiotic, Bacillus sp., Lactobacillus sp., growth.
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GLOSARIO

ACUICULTURA: conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de crianza de
especies acuaticas vegetales y animales.

AISLAMIENTO BACTERIANO: separacion de un determinado microorganismo del
resto de microorganismos que le acompafian.

ALEVINO: estado larval de peces desde la eclosion hasta el final de la dependencia
del vitelo como fuente de nutricion.

ALIMENTO PROBIOTICO: organismos vivos adicionados que permanecen activos
en el intestino en cantidad suficiente como para alterar la microbiota intestinal del
huésped.

ANTIBIOTICO: sustancia que tiene la capacidad de eliminar o de interrumpir el
crecimiento y la proliferacion de diversos microorganismos patégenos.

BACTERIA: organismo microscopico unicelular, carente de nicleo, que se
multiplica por division celular sencilla o por esporas.

CEPA: poblacién de microorganismos de una sola especie descendientes de una
Unica célula o que provienen de una determinada muestra en particular

CINETICA MICROBIANA: se encarga de entender todas las manifestaciones y
reacciones de la vida microbiana: crecimiento, supervivencia, muerte, adaptaciones,
formacion de producto, ciclos celulares e interacciones con el medio ambiente.
COLONIA: agrupacion de un conjunto de microorganismos de un mismo tipo.
DIETA: conjunto de sustancias alimenticias que un ser vivo toma habitualmente.

EFICACIA: capacidad de lograr el efecto que se desea o se espera’.

EFICIENCIA: capacidad de disponer de algo para conseguir el cumplimiento
adecuado de una funcion.

ESPORAS: cuerpo microscopico unicelular o pluricelular que se forma con fines de
dispersiony supervivencia.

HOSPEDERO: organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre si.

MICROBIOTA INTESTINAL: comunidad de microorganismos vivos residentes en
el intestino.


https://www.ecured.cu/Peces
https://www.ecured.cu/Nutrici%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Intestino
https://es.wikipedia.org/wiki/Microbiota_intestinal

MICROORGANISMO: ser vivo o sistema biolégico que solo puede visualizarse con
el microscopio.

PARAMETRO FISICO-QUIMICO: informacién extensa de la naturaleza quimica del
agua y sus propiedades fisicas.

PROTEINA: molécula compuesta de aminoacidos que el cuerpo necesita para
funcionar de forma adecuada.

TINCION: técnica utilizada en microscopia para mejorar el contraste en la imagen
vista al microscopio.


https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio

1. INTRODUCCION

La Autoridad Nacional de Acuicultura y Pesca — AUNAPY, menciona que La pesca
y la acuicultura en Colombia representan dos grandes sectores que contribuyen a
la economia local, ya que de acuerdo con Blanco de la Hoz y Estévez?, el pais
cuenta con un importante potencial que facilita el desarrollo sostenible de estas
practicas, debido a su riqueza hidrica y sus condiciones topograficas vy
climatolégicas relativamente estables. Segun el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural®, la piscicultura a nivel nacional, se desarrolla en diez
departamentos, destacandose el Huila con un aporte del 43% y el Meta con 14,6%,
como los principales productores.

Por su lado, Procolombia* manifiesta que el departamento de Narifio concentra mas
del 50% de las compafiias camaroneras, convirtiéndose en pionero y especialista
en esa industria, sin embargo, segun el Ministerio de Agricultura®, desde el 2018 se
ha venido adelantando planes de ordenacidon pesquera incluyente y participativa
gue promueven el crecimiento del sector piscicola, pero requiere de estrategias y
medidas que lo faciliten y que permita la expansion de cultivos de especies que
conforme con lo mencionado por Blanco de la Hoz y Estévez® son consideradas
econdmicamente promisorias como la Tilapia roja, producto que de acuerdo con el
Ministerio de Agricultura’ se ha posicionado como uno de los principales servicios
acuicolas a nivel nacional (65,3%) siendo éste el mas exitoso, ya que en los Ultimos
afios ha aumentado su exportacién hasta un 34% debido, probablemente, a que el
pais esta libre de vetos sanitarios a nivel internacional y segun Castillo por la
"aparente facilidad de cultivo de la especie"é.

Cabe mencionar, que la FAO® y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rurall9,
indican que los principales proveedores de Tilapia (Oreochromis sp.) a nivel mundial

1 AUNAP. Autoridad Nacional de Acuiculturay Pesca. Plan Nacional para el Desarrollo de la Acuicultura Sos
tenible en Colombia —PlaNDAS. Introduccion. Bogota D.C.: Imprenta Nacional de Colombia, 2014. 6 p. ISBN:
978-958-57974-3-7

2 BLANCO DE LA HOZ, Jesus y ESTEVEZ, David. Proyecto empresarial “Empresa productora de tilapia y
servicios para la produccion piscicola. Suteki innovation SAS”. Trabajo de grado Zootecnista. Bogota:
Universidad de ciencias aplicadasy ambientales. Facultad de ciencias pecuarias, 2019.16 p.

3 Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Estrategia de politica para el sector de pescay acuicultura. El
sectorde lapescay la acuiculturaen Colombia.BogotaD.C.,2019. 2-6 p.

4 PROCOLOMBIA. Inversion en el sector de la acuicultura. ¢Por qué invertir en el sector de la acuicultura en
Colombia?.Bogota D.C., 2016. 5 p.

5 Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Estrategia de politica para el sector de pesca y acuicultura. Op.
cit, p. 12.

6 BLRNCO DE LAHOZ y ESTEVEZ. Op. cit., p. 16.

7 Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Estrategia de politica para el sector de pesca y acuicultura. Op.
cit.,, p. 6.

8 CASTILLO CAMPO, Luis Fernando. Tilapia roja. Una evolucién de 25 afios, de la incertidumbre al éxito. Cali,
Colombia.2006.p. 4.

9 FAO. 2014. El estado mundial de lapescay la acuicultura. Comercioy productos del pescado. Roma, 2014.
p. 66. Disponible eninternet: <http://www.fao.org/3/a-i3720s.pdf.>

10 Ministerio de Agriculturay Desarrollo Rural. Agenda productiva de investigacion ydesarrollo tecnolégico para
la cadena productiva de latilapia. Andlisis de la cadena productiva de la tilapia. Bogot4 D.C.: Giro Editores Ltda,
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son paises asiaticos; sin embargo, Castillo!! afirma que hay un acelerado
crecimiento en el comercio de la especie en paises suramericanos sin tradicion
acuicola como Colombia, donde acorde con lo sefialado por Garcia, et al*?y Vela,
et all3, se satisface sus requerimientos nutricionales mediante dietas artificiales
completas, no obstante, debido a las condiciones de cultivo, como la alta densidad
de siembra o la limitada calidad de agua, los peces estan sujetos a estrés constante
que conlleva al desarrollo de enfermedades, bajas tasas de crecimiento y de
eficiencia alimenticia traduciéndose en graves pérdidas econémicas.

Para evitar estos problemas se ha generado la busqueda de alternativas que
mejoren la eficiencia y eficacia de la produccidon acuicola, una de dichas opciones,
de acuerdo con Vela et al'4, es el uso de microorganismos benéficos a los que se
les ha denominado probidticos, los cuales representan, una opcion para mejorar la
salud y el crecimiento de los organismos y cuyo efecto segun Garcia et al'®, esta
relacionado con la elaboracion de metabolitos que generan antagonismo contra
patdgenos, estimulan el sistema inmune, protegen la mucosa intestinal, mejoran la
calidad del agua y a su vez mejoran la alimentacion de las especies por medio de
la produccion de enzimas que ayudan a la digestion y absorcion de nutrientes en el
tracto gastrointestinal.

En este sentido Vela et al'®, indican que el conocimiento del uso de probidticos
puede sustituir el uso de productos comerciales al ser un tratamiento menos
agresivo y posiblemente permita innovar en biotecnologia enfocada en el
aislamiento del probidtico de ecosistemas especificos o0 de la flora microbiana
autéctona de la especie de interés, pasando por su caracterizacion, procesamiento
para poder incorporarla nuevamente mediante la dieta del animal, hasta optimizar
indicadores productivos como el incremento de peso y talla; lo anterior permite
proponer alternativas viables que mejoren la efectividad de cultivo y la produccion
de especies de alta demanda, en este caso de la Tilapia roja (Oreochromis sp.),
manteniendo el concepto de sostenibilidad sin afectar la salud humana, contrario a
lo que puede estar generando el uso de sustancias antibiéticas.

Es por ello, que en el presente estudio se pretendio determinar el efecto de la
utilizacion de consorcios microbianos autoctonos especificamente de los géneros
Bacillus sp. v Lactobacillus sp., como potenciales probidticos aislados a partir de
juveniles silvestres de Tilapia (Oreochromis sp.), comparando los resultados en
cuanto a ganancia de peso, conversién alimenticia aparente y supervivencia con los

2007. 21 p. ISBN: 978-958-97128-4-9. Disponible en internet:
<http://bibliotecadigital.agronet.gov.co/bitstream/11348/4999/1/2008313115612_Tilapia.pdf>

1 CASTILLO CAMPO, Luis Fernando. Op. cit., p. 8.

12 GARCIA, R.; GUTIERREZ, L.y DAVID, C. El uso de los probiéticos en la industria acuicola. En: Alimentos
hoy. Diciembre, 2015.vol. 23, no. 36, p. 165 - 166.

13 VELA, Y.; CONTRERAS, M. y SUAREZ, L. Effect of probiotic microorganisms isolated from Hypostomus
plecostomusin Oreochromis sp juveniles. En: Revista MVZ Coérdoba. Enero, 2017.vol. 22, no. 1, p. 5695.

4 1bid., p. 5695.

15 GARCIA, GUTIERREZ y DAVID. Op. cit, p. 171.

16 VELA, CONTRERAS y SUAREZ. Op. cit., p. 5695-5696.
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obtenidos frente a un probidtico comercial, a pesar de no presentarse diferencias
estadisticas entre las variables evaluadas, estos resultados llevan a considerar que
en el departamento de Narifio se debe continuar en la investigacion de la busqueda
de alternativas biotecnologicas, que permitan el mejoramiento de la eficiencia y
eficacia de los sistemas de produccién acuicola.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar bacterias autdctonas Bacillussp.y Lactobacillus sp con potencial probidtico,
en el alimento suministrado a alevinos de tilapia roja (Oreochromis sp.) bajo
condiciones de laboratorio en la Universidad de Narifio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Aislar, identificar y masificar el cultivo de bacterias Bacillus sp. y Lactobacillus sp.
de un consorcio microbiano con posible potencial probidtico a partir de la microbiota
del tracto digestivo de alevinos (Oreochromis sp.).

e Evaluar los parametros: incremento de peso, conversén alimenticia aparente y
porcentaje de supervivencia, mediante el uso de un probidticocomercial y un posible
consorcio microbiano aislado del tracto digestivo de alevinos de tilapia roja.

e Determinar la relacion beneficio-costo parcial en base a la alimentaciéon de los
diferentes tratamientos.
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3. MARCO TEORICO

3.1. LA ACUICULTURAEN COLOMBIA

La OCDE?' al igual que Blanco de la Hoz y Estévez!® mencionan que la pescay la
acuicultura en Colombia, a lo largo del tiempo se han practicado en diferentes zonas
costeras tanto del Pacifico como del atlantico, asi como también en aguas interiores,
dado que el pais cuenta con un importante potencial para el desarrollo sostenible
de dichos sectores por su ubicacidon geografica, pues cuenta con una gran rigueza
hidrica tanto continental como marina que consta de 3.000 Km de costa, mas de 20
millones de hectareas de ecosistemas acuaticos tales como lagos, estanques,
embalses y canales, y mas de 700.000 microcuencas, ademas cuenta con
condiciones topogréaficas vy climatologicas relativamente estables que facilitan el
desarrollo de estas practicas.

La OCDE senala que “Dichos sectores son muy importantes en Colombia, ya que
contribuyen a la economia local por generar empleo, reduccion de pobreza,
seguridad alimentaria gracias al aporte nutricional y ademas, por generar divisas;
sin embargo en los Ultimos diez afos, la pescay la acuicultura han seqguido caminos
opuestos de crecimiento: la primera ha disminuido significativamente debido
principalmente ala sobreexplotacion de especies marinas para las que se facilitaron
datos, por el contrario, la acuicultura esta creciendo rapidamente reflejando las
tendencias mundiales™®.

En cuanto a la acuicultura, el Ministerio de Agricultura, 2018, citado por Blanco de
la Hoz vy Estévez?, indica que la politica agropecuaria colombiana y el marco del
Programa de Cadenas Productivas PROAGRO, han identificado dos lineas en el
pais, que son el cultivo de camardn y la Piscicultura de agua dulce continental, no
obstante, es en esta Ultima donde se registra mayor nimero de empleos debido
probablemente al incremento en su produccion global del 8,54% desde el 2007
hasta el 2017, en comparacion con la camaronicultura que ha decrecido en un
11,20% en el mismo periodo.

Seqgun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural?l, la piscicultura a nivel
nacional, se desarrolla en diez departamentos, destacandose el Huila y el Meta
como los principales productores aportando el 43% y 14,6% respectivamente,
seguido de Antioquia, Tolima, Cundinamarca y Boyaca que aportan, cada uno el 5%

17 OCDE. 2016. Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos. Colombia. En: Pesca y
acuicultura en Colombia. Disponible en internet;
<https:/iwww.oecd.org/colombia/Fisheries_Colombia_SPA rev.pdf>

18 BLANCO DE LA HOZ y ESTEVEZ, Op. cit,, p. 12.

19 OCDE. Op. cit., p. 6-10.

20 Ministerio de Agricultura, 2018, Citado por BLANCO DE LA HOZ y ESTEVEZ, Op. cit,, p. 16-17.

ZMinisterio de AgriculturayDesarrollo Rural. Estrategia de politica para el sector de pescayacuicultura. Bogota,
Colombia., Op.cit., p. 3-16.
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de la produccion total. Los principales productos piscicolas, son la Tilapia (roja o
nilética) (65,3%), sequido de Cachama (21,5%) vy la Trucha (7,6%), siendo la Tilapia
el principal representante de la piscicultura continental desde que fue introducida al
pais en 1982 de acuerdo con NUfiez?,. El mismo autor también menciona que
Colombia y Costa Rica abrieron las puertas para el desarrollo de esta industria en
América Latina exportando el producto a Estados Unidos.

Cabe mencionarse, que la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion vy la Agricultura?® y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural??,
indican, que los principales proveedores de Tilapia a nivel mundial, son paises
asiaticos como China, Tailandia, Filipinas y Taiwan, sin embargo, hay un acelerado
crecimiento en la piscicultura comercial de la especie, en paises suramericanos sin
tradicion acuicola como en Colombia; donde su exportacion ha incrementado
aceleradamente en los Ultimos afios, por ejemplo durante el 2018 se elevo un 34%
en comparacion con el 2017, dicho aumento se debe probablemente, a que el pais
esta libre de vetos sanitarios a nivel internacional y a la "aparente facilidad de cultivo
de la especie".

Por su parte, Procolombia?® afirma que el departamento de Narifio concentra mas
del 50% de las compafiias camaroneras, convirtiéndose en pionero y especialista
en esa industria, principalmente en la zona de Tumaco donde fueron construidas
las primeras camaroneras experimentales del cominmente llamado camardn
blanco de cultivo (Litopenaeus vannameiy L. Stylirostris); sin embargo, desde el
2018 se han venido adelantando planes de ordenacién acuicola incluyente vy
participativa que promueven el crecimiento del sector piscicola en el departamento,
teniendo gran potencial, pues segin Fedeacua, 2018 citado por Blanco de la Hoz y
Estévez?%, se ha interesado por extender principalmente, cultivos de Trucha, pero,
se requiere de estrategias y medidas que faciliten esta practica y que ademas,
permitan la expansion de cultivos de especies consideradas econdmicamente
promisorias v exitosas por su alta productividad como la Tilapia roia (Oreochromis
sp.), debido a lo anterior es necesario adelantar investigaciones enfocadas en
promover alternativas que permitan el cultivo sostenible de dicha especie.

2 NUNEZDE LA ROSA, Melisa Giset. Evaluacion preliminar de las poblaciones bacterianas asociadas al tracto
intestinal de la tilapia (Oreochromis niloticus) expuesta a aceites esenciales de orégano en la dieta. Tesis de
Magister en Ciencias-Microbiologia. Bogota: Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias,2011.5

5)3FAO. Op. cit., p. 66.

2 Ministerio de Agriculturay Desarrollo Rural. Op.cit., p. 8-21.

25 PROCOLOMBIA. Op. cit., p. 5-26

% Fedeacua, 2018, Citado por Blanco de la Hoz y Estévez, Op. cit., p. 16-17.
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3.2 BIOLOGIA DE LA ESPECIE

Segln Lim & Webster, 2006, citado por Nufiez, 201127, “Tilapia” es un término
genérico utilizado para denominar a un grupo de mas de 100 especies de peces de
valor comercial que pertenecen a la familia Cichlidae e incluye los géneros Tilapia,
Oreochromis, Sarotherodon, entre otros; las Tilapias son peces endémicos
originarios de Africa y el Cercano Oriente y como menciona Nufiez?® y Peterson?®,
se destacan por la rusticidad para su manejo dadas las caracteristicas zootécnicas
como ser de rapido crecimiento, de facil reproduccién durante todo el afio con
cuidado parental y su talla minima de maduracion sexual que les confiere gran
habilidad para invadir y establecerse en casi cualquier tipo de ecosistemas
acuaticos, ademas, por su adaptabilidad a condiciones en ocasiones extremas
como alta salinidad o baja concentraciéon de oxigeno y por su alta resistencia a
enfermedades.

La Tilapia se clasifica taxondmicamente de la siguiente manera:

Phylum: Chordata

Subphylum: Vertebreata

Clase: Teleostomi

Superclase: Actinopterygii

Superorden: Acanthopterygii

Orden: Perciformes

Suborden: Percoidei

Familia: Cichlidae

Género: Oreochromis

Especie: Oreochromis sp (Trewavas, 1983)
Nombre cientifico: Oreochromis sp

Nombre comun: Tilapia roja, mojarra roja, pargo de agua dulce, red snapper°

Le6n3! sefiala que las etapas del ciclo de vida de las Tilapias han sido bien definidos
iniciando como huevo, alevin, cria, juvenil y adulto, reproduciéndose entre 6 y 8

27 IM, C.y WEBSTER, C. Tilapia: biology, culture and nutrition, 2006, Citado por NUNEZ DE LA ROSA, Melisa
Giset. Op. cit,, p. 5.

28 NUNEZ DE LA ROSA. Op. cit,, p. 5.

2 PETERSON, Mark; SLACK, William; BROWN-PETERSON, Nancy y McDONALD, Jennifer. Reproduction in
Nonnative Environments: Establishment of Nile Tilapia, Oreochromis niloticus, in Coastal Mississippi
Watersheds. En: Copeia. Diciembre, 2004. Vol. 2004, N° 4. Department of Coastal Sciences. Jackson,
Mississippi. p. 845.

30 ENRIQUEZ, Julioy ORDONEZ, Gabriela. Evaluacién del efecto de la hormona 17 alfa-metiltestosterona, en
la induccidn al sexo de embriones de tilapiaroja (Oreochromis sp). Trabajo de grado Ingeniero en produccién
acuicola. Pasto: Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Pecuarias. Departamento de Recursos
hidrobiologicos, 2010. 27 p.

31 LEON SANCHEZ, Rafael. Caracterizacion bioldgica y productiva de cinco lineas de tilapia del género
Oreochromis spp (Pisces: Cichlidae), que se cultivan en México. Trabajo de grado de Doctor en Ciencias
Bioldgicas. Guadalajara: Universidad de Guadalajara México. Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias,2001.6 p.
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veces al afio en temperaturas mayores a los 24°C, alcanza la talla comercial en un
lapso de 6 a 12 meses con 250 — 500g, dependiendo de la temperatura,
alimentacién, densidad de siembra, calidad genética y manejo.

Ademas, Arredondo3? asegura que los representantes de la familia Cichlidae, se
caracterizan por presentar coloracion atractiva, el cuerpo comprimido y
generalmente discidal, raramente alargado; el macho mas grande que la hembra.
La boca es protractil, generalmente ancha y a menudo con labios gruesos.
Presentan dientes conicos y en algunas ocasiones incisivos. Pueden o no presentar
freno en el maxilar inferior en la parte media debajo del labio. Las membranas
branquiales estan unidas por 5 60 6 radios branquidstegos y se presentan
branquiespinas en nimero variable segun la especie. La parte anterior de las aletas
dorsal y anal siempre es corta y consta de varias espinas y la parte terminal posee
radios suaves los que en los machos estan fuertemente pigmentados. La aleta
caudal esta redondeada, trunca o raramente escotada. La linea lateral esta
interrumpida presentandola en dos partes, la porcidén superior se extiende desde el
opérculo hasta los Ultimos radios de la aleta dorsal, mientras que en la porcion
inferior aparecen varias por debajo de donde termina la linea lateral superior y se
continla hasta el final de la aleta caudal. Presentan escamas de tipo cicloideo; el
nimero de vértebras puede ser de 8 a 40.

En cuanto a la alimentacion, Saavedra, menciona que “El género Oreochromis se
clasifica como Omnivoro, por presentar alta diversidad en los alimentos que ingiere,
desde vegetacion macroscopica hasta algas unicelulares y bacterias tendiendo
hacia el consumo de zooplancton™3, Gamez et al3* aseguran que entre su comida
también se encuentran insectos, peces y plantas, este tipo de dieta es la que
posiblemente sea la base de su éxito colonizador; ademas, Saavedra®® manifiesta
gque presenta branqui-espinas con las que puede filtrar el agua para obtener su
alimentacién, ya que ésta contiene algas y otros organismos acuaticos
microscopicos. Los alimentos ingeridos pasan a la faringe donde son
mecénicamente desintegrados por los dientes faringeos, ayudando en el proceso
de digestion y absorcion en el intestino, el cual mide de 7 a 10 veces mas que la
longitud del cuerpo del pez.

Por otra parte, Martinez y Mendoza3¢ afirman que en estanques con una carga
considerable de alimento complementario, la produccién natural aporta de un 30%

32 ARREDONDO, José Luis yGUZMAN, Manuel. Actual situacion taxonémicade las especies de la tribu tilapiini
(Pisces: Cichlidae) introducidas en México. En: Ser. Zool. Enero, 1986.Vol. 56, N°. 2, p. 555-572.

3 SAAVEDRA MARTINEZ, Maria Auxiliadora. 2006. Manejo del cultivo de Tilapia. Managua, 2006. p. 6.
Disponible en internet: <http://www.crc.uri.edu/download/MANEJO-DEL-CULTIVO-DE-TILAPIA-CIDEA.pdf>

3 GAMEZ, Daninso; MORON, Elianay FUENTES, Juan. Descripcién del habito alimentario de doce especies
de peces asociados ala ciénaga arande de Santa Marta, Colombia. En: Boletin de Investigaciones Marinas y

Costeras — INVEMAR. Junio,2014.vol. 43, no. 1, p. 37.

35 SAAVEDRA. Op. cit., p. 6.

% MARTINEZ, Victor y MENDOZA, Wilber. Comportamiento del crecimiento de juveniles de tilapia Oreochromis
niloticus, utilizando alimento comercial: para tilapiaal 28% vs para camaron al 30%. Trabajod e grado Ingenieros
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a 50% al crecimiento de la tilapia, ademas puede llegar a aceptar otros tipos de
alimentos de origen natural como el polvillo de arroz, harina de soya, trigo, maiz,
plantas acuéaticas y en general todo resto de productos naturales, asi como también
acepta sin problemas los alimentos artificiales o balanceados.

Respecto a la forma de cultivo, Ledn®” menciona que es muy variable ya que se
puede cultivar en estanques rusticos, jaulas, estanques circulares y “raceways”; a
una temperatura que segun Brito38, fluctia entre 28°C y 32°C, aunque puede estar
5°C por debajo del rango 6ptimo; otros autores como Borja3?, indican que las tilapias
al ser peces de origen tropical, tienen mejor crecimiento entre los 24°C y los 30°C.
En cuanto al Oxigeno disuelto, Saavedra®, ha determinado que la tilapia soporta
bajas concentraciones, aproximadamente 1 ma/l e incluso en periodos cortos
soporta rangos inferiores, sin embargo a menor concentracion de oxigeno, el
consumo de alimento se reduce, por consiguiente el crecimiento de los peces
también, por lo tanto, lo mas conveniente son valores mayores de 2 6 3 mgl/l,
particularmente en ausencia de luz. Finalmente, para Carvajal*l, el valor minimo de
pH puede encontrarse en 4.5, pero los valores deseados para el cultivo de tilapia
roja se encuentran entre 6.0 y 8.5, aunque tolera hasta un limite de 10.5.

Ademas de todas las caracteristicas mencionadas anteriormente, Nufiez*? asegura
gue el sabor ylas caracteristicas nutricionales de su carne, han hecho que la Tilapia
se posicione en el sequndo lugar de los peces dulceacuicolas mas cultivados en el
mundo y en Colombia es el principal producto acuicola de tipo continental ya que
aporta aproximadamente el 75% de la produccion total. Sin embargo, las Tilapias al
igual gque otras especies de peces de cultivo se han visto altamente afectadas por
microorganismos, especialmente bacterias, que provocan enfermedades y elevadas
tasas de mortalidad, dichos problemas han sido solucionados mediante el uso de
antibidticos o estimulantes de crecimiento, pero esto acarrea otros problemas como
generar resistencia y/o el costo econdmico gue representa su utilizacion, ademas
de la transferencia de resistencia a los humanos mediante la cadena alimenticia.

acuicolas. Leon: Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua. Facultad de Ciencias y Tecnologia, 2015. 12
p.

37 LEON SANCHEZ. Op. cit.,, p. 7.

38 BRITO, Fredy. Efecto de la reutilizacion del agua enla crianza y produccion de tilapiaroja. Trabajo de grado
Ingeniero agropecuario. Cuenca: Universidad de Azuay. Facultad de Cienciay Tecnologia, 2009.6 p.

39 BORJA, Francisco; GONZALES, Luis y QUINTERO, Victoria. Evaluacién de alternativas para climatizacion
de estanques con energia solar para cultivo de tilapia roja (Oreochromis sp), localizados en la zona fria del Valle
del Cauca, Colombia. En: Revista Facultad Nacional de Agronomia. Mayo, 2006. vol. 59, no.1, p. 3296.

40 SAAVEDRA. Op. cit,, p. 7.

41 CARVAJAL ECHEVERRI, Juan Pablo. Comparacién de Parametros zootécnicos yde calidad de agua de tres
sistemas de precria de tilapia roja (Oreochromis spp.) en el Municipio de Puerto Triunfo. Trabajo de grado
Zootecnista. Caldas: Corporacién Universitaria Lasallista, Facultad de Ciencias Administrativas y
Agropecuarias,2014.17 p.

42 NUNEZ DE LA ROSA. Op. cit., p. 1-2.
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Vela et al*3, sefialan que actualmente las investigaciones se estan orientando a
buscar alternativas a dichos productos, siendo el uso de microorganismos
benéficos a los que se les ha denominado probidticos, aislados de ecosistemas
especificos o de la flora microbiana autoctona de las especies, tal es el caso de
la microbiota intestinal, una de las opciones mas viables y menos agresivas con
el medio ambiente y con el hombre debido a que en cantidades adecuadas, a
nivel in vitro han demostrado claramente ser promotores de crecimiento.

3.3 MICROBIOTA INTESTINAL EN ORGANISMOS ACUATICOS

Estudios microbiol6gicos realizados por Cahill** al igual que Al-Harbi y Uddin,*> en
el afio 2004; y mas adelante, los Ultimos autores en otra investigacion llevada a cabo
en el afio 200546 sobre el tracto gastrointestinal (TI) de peces, evidenciaron la
presencia de poblaciones bacterianas asociadas a este érgano, revelando una alta
variedad de microorganismos; que comunmente se les ha denominado “microbiota
intestinal’, haciendo referencia, de acuerdo con Monroy et al*’, al ecosistema
microbiano que coloniza el tracto digestivo y constituye la principal superficie de
intercambio entre el medio externo y el medio interno de cualquier organismo.

Luis*® menciona que la microbiota intestinal de los organismos acuaticos es
importante en el mantenimiento de la salud de los mismos, ya sea previenen la
colonizacion de patégenos, contribuyen en la degradacion de alimentos, produccion
de compuestos antimicrobianos, produccion de nutrientes y mantenimiento de la
mucosa normal inmunitaria. Ademas, segin Dorman y Deans*?, el sitio de acciéon
de estos microorganismos aparentemente es la capa fosfolipidica y mediante
mecanismos bioquimicos que incluyen la inhibicion del transporte de electrones,
translocacion proteinica, pasos de fosforilizacion y otras reacciones dependientes
de enzimas

Ademas, Escobar et al, afirman:

“VELA, CONTRERAS y SUAREZ. Op. cit., p. 5695.

4 CAHILL, Marian. Bacterial Flora of Fishes: A Review. En: Microbial Ecology. Enero, 1990.vol. 19, no. 21-41,
p. 38.

4 AL- HARBI, Ahmed y UDDIN, Naim. Seasonal variation in the intestinal bacterial flora of hybrid tilapia
(Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) cultured in earthen ponds in Saudi Arabia. En: Aquaculture.
Mayo, 2004.vol. 229, no. 1, p. 42.

4 AL- HARBI, Ahmed y UDDIN, Naim.Bacterial diversity of tilapia (Oreochromis niloticus) cultured in brackish
water in Saudi Arabia. En: Aquaculture 250. Diciembre, 2005. vol. 250, no. 3-4, p. 571.

4 MONROQY, Maria, etal. Beneficios del uso de probidticos en la flora bacteriana intestinal de los organismos
acuaticos. En: ContactoS.2012. vol. 85, p. 45.

48 LUIS VILLASENOR, Irasema Elizabeth. Efecto de probiéticos en la modulacién de la microbiota intestinal y
respuestainmunedel camaron blanco Litopenaeus vannamei. Trabajo de grado de Doctor en ciencias. La Paz:
Centro de investigaciones bioldgicas del Norte, S.C. Programa de Estudios de Posgrado, 2012. 5 p.

“ DORMAN, Hy DEANS, S. Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of plant volatile oils. En:
Journal of Applied Microbiology. Febrero, 2000, vol. 88, no. 2, p 314.
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El tracto gastrointestinal de peces dulceacuicolas y marinos, se caracteriza por
ser un nicho ecolégico favorable para el desarrollo de una gran cantidad de
microorganismos ya que la poblacién de bacterias benéficas y patdégenas
observada en el intestino de los animales es normalmente mas abundante
comparada con la que se encuentra en el medio exterior, sin embargo, los
microorganismos de este Ultimo y sus variaciones estacionales, influyen de
manera determinante en los géneros y las especies que se puedan encontrar
en la microflora de los animales®°.

Los mismos autores, mencionan que “En la actualidad es aceptado que los peces
tienen una microflora intestinal especifica que se vuelve estable al llegar la etapa
adulta. En los peces de agua dulce los grupos dominantes presentes en el tracto
gastrointestinal pertenecen a los géneros Aeromonas, Pleisomonas, Pseudomonas
mientras que en los peces marinos la flora estd dominada por los géneros Vibrioy
Pseudomonas™!. Del mismo modo, Betancourt® menciona a los géneros Bacillus
sp. y Lactobacillus sp., como otros géneros dominantes ademas de los
mencionados anteriormente. Sin embargo estos microorganismos tienen la opcion
de vivir en asociacion o bien de manera independiente®3 .

3.4 PROBIOTICOS
Segun Rodriguez:

“Los probidticos son microorganismos vivos que al ser ingeridos en la dieta pueden
mejorar las condiciones sanitarias y favorecen las condiciones fisioldgicas activando
el sistema inmunolégico del hospedero, ayudan a balancear la microbiota intestinal,
disminuyen la tasa de mortalidad y funcionan como complemento nutricional”>4,

Se debe agregar que la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura®, también afirma que es un suplemento bacteriano vivo que
beneficia al huésped mejorando su balance intestinal.

%0 ESCOBAR, Laura; OLVERA, Miguel y PUERTO, César. Avances Sobre la Ecologia Microbiana del Tracto
Digestivo de la Tilapia y Sus Potenciales Implicaciones. Mérida: Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados del IPN, Unidad Mérida. 2006.p. 111-112.

5 bid., p. 111.

52 BETANCOURT, Diana. Efecto de Lactobacillus plantarum Lab 9 sobre el crecimiento y sobrevivencia de
alevinos y juveniles de tilapia roja (Oreocgromis sp.). Trabajo de grado Bidlogo. Pasto: Universidad de Narifio.
Facultad de ciencias exactas y naturales. Departamento de Biologia, 2014.36 p.

% bid., p. 8.

% RODRIGUEZ ORTIGOZA, Angélica. Probidticos en la produccién piscicola. Trabajo de grado de Especialista
en Biotecnologia Agraria. Neiva: Universidad Nacional Abiertay a Distancia — UNAD. Facultad de Ciencias
Agrarias, Pecuarias y del Ambiente — ECAPMA, 2017.13p.

5% FAO. 2006. Probidticos en los alimentos, propiedades saludables y nutricionales y directrices para la
evaluacién.Roma, 2006.p. 3.

27



Por otra parte Ringo et al®¢, sefialan que en cuanto a la biodiversidad microbiana
intestinal de las especies acuicolas se conoce muy poco, la evaluacion del potencial
de bacterias con actividad probidtica en peces como Tilapia roja, constituye un punto
de partida para la nutricion funcional de ellos mismos, con especies probidticas
nativas, las cuales pueden llegar a reemplazar o reducir el uso de antibiéticos
promotores de crecimiento, generando produccion limpiay el aumento de absorcién
alimentaria.

De acuerdo con Gutiérrez®’, la mayoria de los probiéticos propuestos como agentes
de control bioldgico pertenecen a los géneros de Lactobacillussp., Lactococcus sp.,
Carnobacterium sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus sp., Vibrio
(Vibrio alginolyticus) y Bacillus sp. entre otros.

Espinoza®® indica que la microbiota autéctona es reconocida por su importante
modo de actuar dentro de los organismos acuaticos sobre la estructura, funcién y
metabolismo del tracto digestivo debido a que se encuentran adaptados a las
condiciones ambientales, poseen un excelente potencial y mejor exclusion
competitiva; la competencia por nutrientes y espacio, gracias a la capacidad de
adherirse y colonizar las zonas mucosas, todos estos son probables métodos de
proteccion frente a patégenos.

Ademas Escobar et al®® afirman que actualmente se realizan estudios con la
finalidad de seleccionar y caracterizar bacterias aisladas del tracto gastrointestinal
de la tilapia, que pudieran tener potencial como probiéticos de acuerdo a sus modos
de accién, para que generen efectos benéficos en el uso del alimento, en el
crecimiento, en la supervivencia y en el sistema inmune de la tilapia. Para cumplir
con dicho objetivo, en un estudio citado por el autor mencionado anteriormente, se
aislaron e identificaron bacterias acido lacticas del tracto gastrointestinal de la tilapia
nilotica, las cuales se utilizaron para la evaluacion de antagonismos bacteriano in
vitro contra 10 cepas de bacterias patégenas, en el que se observo que las bacterias
acido lacticas autoctonas aisladas del tracto digestivo de la tilapia presentaron
habilidad para inhibir el crecimiento de los diferentes patégenos.

3.4.1 Importancia de los probiéticos. Gutiérrez et al, 2013, afirman:

% RINGO, Einar, et al. Lactic acid bacteria vs. pathogens in the gastrointestinal tract of fish: a review. En:
Aquaculture Research. Marzo, 2010. vol 41, p. 451.

5 GUTIERREZ RAMIREZ, Luz Adriana. Caracterizacion de cepas de Bacillus sp y Bacterias acido lacticas con
actividad probidtica en el tracto digestivo de Tilapia roja (Oreochromis sp.) como potencial consorcio para
procesos de microencapsulaciéon. Trabajo de grado de Doctora en Biotecnologia. Medellin: Universidad
Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias, 2016.7-8 p.

%8 ESPINOZA, Italo. Usos yaplicaciones de probioticos en el cultivo de camardny sus mecanismos de accion.
Trabajo de grado Ingeniero acuicola. Machala: Universidad técnica de Machala. Facultad de Ciencias
Agropecuarias,2017.9-10p.

59 ESCOBAR, OLVERA y PUERTO, Op. cit., p. 122-123.
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Algunos de los problemas mas recurrentes en las practicas de manejo intensivo
en los animales de granja son los desbalances causados por la presencia de
bacterias entéricas, las cuales provocan disminucion en la digestiony absorcion
de nutrientes vy, por lo tanto, el retardo en la produccién, sin contar con otros
factores exdgenos que pueden provocar la ruptura del equilibrio intestinal, que
disminuyen considerablemente la barrera inmune, al posibilitar a los patégenos,
la implantacion, la adhesion y la proliferacion en las células epiteliales del
intestino®0.

Es por esto que Noguera®! indica que una caracteristica de gran importancia de las
bacterias probidticas es la eliminacién de bacterias patégenas y oportunistas, la cual
es llevada a cabo por diferentes vias, como lo son: por exclusion competitiva que
es la competencia por espacio que se establece entre la biota benéfica del intestino
y las bacterias patégenas y por la inhibicién del crecimiento que se presenta debido
a la reduccion de substancias esenciales o nutrientes.

Cabe sefialar que segin Tovar et al,®2, se ha puesto especial atencién en aquellos
microorganismos que contrarrestan la invasion de patdgenos y aumentan la salud
del hospedero al incrementar su resistencia contra éstos, y en aquellos también que
aporten moléculas de importancia fisiolégica para el hospedero.

Mahecha®3, reporta un experimento basado en la comparacion del efecto de un
promotor de crecimiento convencional (terramicina) y un probiético comercial (a
base de Lactobacillus acidophillus y Streptococcus faecium) en Oreochromis
niloticus; donde la mejor ganancia en peso fue observada en los individuos
alimentados con el probiético, con lo cual se deduce que ésta es una opcion viable
como promotor de crecimiento.

3.4.2 Probidticos en acuiculturay suimportancia. Versechuere et al, citados por
Ortega y Fuertes®4, establecen que los microorganismos presentes en el medio

8 GUTIERREZ, Luz Adriana; MONTOYA, Olga; VELEZ, Juliana. Probidticos: una alternativa de produccion
limpiay de remplazo a los antibioticos promotores de crecimiento en la alimentacién animal. En: Produccion +
Limpia. Junio, 2013.vol. 8, no.1, p. 137.

61 NOGUERA SEGURA, Carolina. Aislamiento, identificacion y valoracion In vitro del potencial probidtico de
cepas bacterianas nativas de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus). Trabajo de grado Biélogo marino. Santa
Marta: Universidad Jorge Tadeo Lozano. Facultad de ciencias naturales, 2009.12 p.

62 TOVAR, D., etal. Efecto de la administracion de levaduras en el proceso de maduracion del tracto digestivo
de peces. En: Avances en Nutricion Acuicola V (19-22, noviembre: Yucatan, México). Memorias del V
Simposium Internacional de Nutricion, 2000. p. 34.

6 MAHECHA, Catalina. Efecto de la inclusién de probiéticos y prebidticos sobre el desempefio productivo yla
sobrevivencia de alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) variedad chitralada. Trabajo de grado
Biéloga marina. Bogota: Fundacion universitaria de Bogota Jorge Tadeo Lozano. Facultad de biologia marina,
2006.16 p.

6 VERSCHUERE, et al. Probiotic bacteria as biological control agents in aquaculture. En: Microbiology and
Molecular Biology Review. 2000.vol. 64, no. 4, p. 655-671, Citados por ORTEGA, Lorenay FUERTES, Karina.
Evaluacion de bacterias con potencial probiéticoen la alimentaciénde larvas de camarén blanco (Liptopenaeus
vannamei). Trabajo de grado Ingenieras en produccién acuicola. Tumaco: Universidad de Narifio. Facultad de
ciencias pecuarias. Departamento de Recursos Hidrobiolégicos, 2015.42 p.
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ambiente acuatico estan en contacto directo con los animales, con las branquias y
con los alimentos suministrados, con facil acceso a la zona digestiva del animal,
dichos microorganismos son patégenos y son considerados como oportunistas, es
decir, se aprovechan de la situacion de un animal (de alta densidad, la mala
alimentacién) para causar infeccién e incluso la muerte.

Es por esto que segln Garcia et al®®,, la FAO designo el uso de los probiéticos como
una alternativa importante para mejorar la calidad del medio ambiente acuatico.
Ademas, es importante mencionar que de acuerdo con la FAOS®6, la mayoria de
estudios a nivel mundial sobre los efectos de los probidticos en animales acuaticos
cultivados han revelado una reduccion en la mortalidad y una mayor resistencia
contra los agentes patégenos oportunistas. Por su parte, Noguera®’, sefiala que las
bacterias probioticas son una fuente de nutrientes y enzimas que aportan al
mejoramiento de la digestibilidad y aumento en calidad del agua por la
metabolizacion de la materia organica, también contribuyen a la reduccion de
desechos nitrogenados y fosforo, y el control de amonio y nitritos en el medio.

El mismo autor menciona que la utilizacion de bacterias probioticas ha tomado auge,
ya que los resultados han sido exitosos convirtiéndose en una practica habitual en
el sector acuicola.

Cabe sefialar que para Soto y Gonzalez®, uno de los factores mas importantes del
probidtico, es que permite reemplazar el uso de antibiéticos para el control de
enfermedades puesto que no matan a las bacterias patdogenas, sino que compiten
contra ellas ya que impiden su desarrollo y contribuyen al “equilibrio” biolégico en
los tanques de cultivo.

De acuerdo con Rodriguez:

“Los probioticos usados en acuicultura son principalmente de los géneros
Vibrio, Bacillus, Pseudomonas, bacterias acido-lacticas Lactobacillus,
Carnobacterium, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Shewanella,
Aeromonas, Enterobacter, Clostridium,y Saccharomyces”®9.

8 GARCIA, GUTIERREZ y DAVID. Op. cit., p. 172.

66 FAO. 2010. Departamento de Pesca y Acuicultura. El estado mundial de la pescay la acuicultura. Roma,
2010.p. 107.

7 NOGUERA. Op. cit.,, p. 13.

8 SOTO, Normany GONZALEZ, Elis. Efecto del uso de tres tratamientos de probiéticos sobre algunos
pardmetros poblacionales y bioldgicos de los estadios desde Nauplio Cinco (N5) A Postlarva Uno (PL1) de
camaron blanco (Litopenaeus vannamei) en el laboratorio LARVINIC, Las Pefiitas, Le6n, Nicaragua. Trabajo de
grado Licenciados en Biologia. Ledn: Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua. Facultad de Cienciay
Tecnologia, 2009.8 p.

% RODRIGUEZ ORTIGOZA. Op. cit., p. 13.
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3.4.3 Requisitos que deben cumplir los probiéticos. Segln Salazar y Montoya °
las cepas de microorganismos probidticos deben presentar y conservar unas
caracteristicas que garanticen su crecimiento y supervivencia en el alimento que lo
contiene o al que se adiciona, entre los cuales se citan:

3.4.3.1. Variabilidad durante el procesamiento y almacenamiento del alimento.
Se refiere a la capacidad que tienen estos microorganismos de permanecer Vivos,
tanto en el alimento como en el intestino del consumidor durante un tiempo
determinado.

3.4.3.2. Estabilidad frente a acidos gastricos y bilis. Estos microorganismos
deben resistir las concentraciones de acidoy sales biliares del estdmago o intestino
delgado de los seres humanos y animales.

3.4.3.3. Adherencia a la mucosa intestinal. Los microorganismos probiéticos
tienen la capacidad de sintetizar un biosurfactante de composicion glicoproteica, el
cual favorece la adhesion, y de esta manera compiten con los microorganismos
enteropatdogenos e impiden que éstos colonicen en el intestino.

3.4.3.4. Produccion de sustancias antimicrobianas. Esto se explica cuando
estos microorganismos metabolizan carbohidratos, sintetizan compuestos como:
acido lactico, formico, acético; peréxido de hidrogeno, aniones super Oxido y
radicales hidroxilo; diéxido de carbono, diacético, acetaldehido e is6meros D de
aminoacidos.

Igualmente, Acevedo y Tavares’?, afirman que otros de los requisitos que deben
cumplir dichos microorganismos son:

Adhesion a las células de la mucosa intestinal

Capacidad de colonizacion

Mantenerse con vida durante un largo periodo de tiempo

Produccién de sustancias antimicrobianas contra las bacterias patdogenas
e Ausencia de translocacion

Gonzalez y Gonzalez’?, manifiestan que los probidticos tienen que ser
microorganismos que ademas de cumplir con los principales requisitos deben ser
capaces de soportar las condiciones de la produccién industrial y mantener gran
parte de su viabilidad durante el almacenamiento, en muchas ocasiones en
refrigeracion o congelacion. De no ser asi, de nada servira que un alimento

O SALAZAR, Blancay MONTOYA, Olga. Importancia de los Probidticos y Prebioticos en la salud humana. En:
Vial, revista de la facultad de quimica farmacéutica. Marzo, 2003.vol.10, no. 2, p. 22.

7 AZEVEDO, Rafael; TAVARES, Luis.Use of Probioticin Aquaculture, En: INTECH, 2012. Capitulo 6, p. 104.
2 GONZALEZ, Fabian; GONZALEZ, Edelia. Criterios de calidad de los microorganismos probiéticos y
evidencias sobre efectos hipocolesterolémicos. En: Revista Salud Publica y Nutricidn. Marzo, 2006. vol. 7, no.
1,p. 2.
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contenga estos microorganismos ya que no podra desarrollar sus efectos
beneficiosos por estar lesionados 0 muertos.

3.4.4 Mecanismos de accién de los probiéticos. De acuerdo con Monroy et al’3,
los probidticos ejercen diversas acciones que estan relacionadas con la salud
mediante diferentes mecanismos, los cuales se describen a continuacion:

3.4.4.1. Competencia por nutrientes y energia. Los compuestos quimicos y la
energia disponible son factores que determinan la coexistencia y dominancia de las
diferentes poblaciones bacterianas en el tracto digestivo, entre los microorganismos
existe una fuerte competencia por los nutrientes que hay en el medio y por ende por
la energia que puede obtenerse de éstos.

3.4.4.2. Refuerzo de la barrera gastrointestinal. Se explica como la capacidad
gue tienen diferentes probidticos para prevenir el incremento, la permeabilidad y el
paso de bacterias y macromoléculas de la dieta a través de la mucosa que podrian
ocasionar dafos graves para el hospedero.

3.4.4.3. Estimulacion de la inmunidad. Las bacterias probioticas tienen una
accion estimulante sobre el sistema inmunitario del huésped, ya que actdan sobre
las células implicadas tanto en la inmunidad natural como en la inmunidad
especifica. Se ha observado que éste tipo de microorganismos favorecen la
produccion de anticuerpos, en estudios recientes se han reportado efectos positivos
en la respuesta inmune de la tilapia.

3.4.4.4. Probidéticos como promotores de crecimiento. EI metabolismo de la
microbiota intestinal representa una parte importante en toda la actividad bioquimica
gque se desarrolla en el organismo y tiene una gran influencia en el estado nutritivo
de éste, pues permite la generacidn de nutrientes asimilables a partir de compuestos
complejos no digeribles en la parte superior del tracto gastrointestinal, asi como la
biodisponibilidad de minerales, vitaminas del grupo B y aminoacidos esenciales
como la lisina, adquiridos por el metabolismo microbiano.

3.4.45. Mejora la calidad del agua. Esta caracteristica ha sido asociada a Bacillus
sp., porque convierte la materia organica en productos asimilables por los animales,
como aminoacidos, dextrinas y oligosacaridos disponibles. Del mismo modo, Garcia
et al’4, mencionan que otro tipo de mecanismo de accién de los probidticos, es la
competencia por el espacio para la adhesiony la colonizaciéon del intestino en contra
de los microorganismos patégenos. Por otra parte, Sorroza et al’®, afirman que
dichos probioticos son capaces de dar aportes benéficos al proceso digestivo del

7 MONROY, etal. Op. cit., p. 15-16.

74 GARCIA, GUTIERREZ y DAVID. Op. cit.,, p. 171.
> SORROZA et al. Uso de probiéticos en acuicultura. En: Rev. Canariade las Ciencias Veterinarias.2010. p.
53.
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hospedero mediante la generacion de macro y micronutrientes y la contribucion de
enzimas digestivas.

3.4.5 Selecciéon de probidticos. lfiguez et al’®, mencionan que después de la
identificacion y caracterizacion inicial de una cepa se continda con la seleccion a
través de ensayos in vivo e in vitro. Algunos aspectos, incluyendo el origen, la
seguridad, funcionalidad y las caracteristicas protecnologicas, tienen que ser
considerados durante la seleccién de cepas probidticas, a continuaciéon, se indican
dichos puntos:

3.4.5.1. Criterios de Seguridad. Criterio de origen: este criterio se basa en razones
ecologicas, y toma en consideracion el habitat original del microorganismo para ser
seleccionado como probiotico potencial.

Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS): para reconocer a un
microrganismo como GRAS se toma en cuenta la taxonomia, patogenicidad,
produccion de toxinas, resistencia a antibioticos, historia de uso seguro en los
alimentos, medio ambiente en el que se aislé. La viabilidad en el alimento es una
consideracion importante para la evaluaciéon de la seguridad, asi como la
sobrevivencia al trdnsito gastrointestinal o si es residente comuan en el intestino.

3.4.5.2. Criterios Tecnoldgicos. Deben ser tolerantes a la presencia de oxigeno y
deben ser tolerantes a la presencia de acidoy sales biliares.

3.4.5.3. Criterios de Funcionalidad. Villamil y Martinez’’, mencionan que la
seleccion de microorganismos con actividad probiética también se puede
determinar por la capacidad de generar productos extracelulares (ECPS) que
pueden inhibir o matar otras bacterias potencialmente patégenas, entre ellos
sustancias antibacteriales.

Por otra parte, Toledo et al’8, indican que en el caso de los microorganismos
probidticos, la colonizacion y adhesion en el tracto gastrointestinal, es uno de los
criterios mas importantes para su seleccion y aplicacion en acuicultura. Ademas,
Villasefior e Irasema’®, mencionan que otro criterio es la capacidad de crecimiento
en los organismos de cultivo.

% INIGUEZ, C.M; BOLADO, E y ACEDO, E. Probidticos: Principios y aplicaciones practicas. Capitulo 10. En:
Los Alimentos Funcionales —Un Nuevo Reto Para La Industria De Alimentos. Enero,2014.p. 268-275.

7 VILLAMIL, Luisay MARTINEZ, Maria Angélica. Probiotics as a biotechnological tool in shrimp culture: A
review. En: Boletin de Investigaciones Marinas y Costeras - INVEMAR. 2009.vol. 38, no. 2, p. 169.

B TOLEDO, Adrian; CATILLO, Néstor; CARRILLO, Olimpiay ARENAL, Amilcar. Probiéticos: unarealidad en el
cultivo de camarones. En: Revista de Produccion Animal.2018.vol. 30, no. 2, p. 57

® VILLASENOR, Luis e IRASEMA, Elizabeth. Caracterizacién de microorganismos con potencial probidtico
aislados del intestino del camarén blanco Litopenaeus vannameiy la glanula digestiva del ostion del placer
Crassotrea corteziensis. Trabajo de grado de Master en ciencias. Sonora: Universidad de Sonora.
Departamento de investigaciones cientificasy tecnolégicas, 2007.7 p.
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3.4.6 Beneficios de los probiéticos. De acuerdo con Altamirano®:

e Compiten con los patdgenos por sitios de fijacion evitando infecciones.

e Protegeny estimulan alos animales.

Aportan enzimas que pueden incrementar o mejorar la asimilacion de
nutrientes del alimento.

Compiten por nutrientes con cepas patogenas.

No provocan la apariciéon de resistencia bacteriana.

Aplicacion econémica y relativamente sencilla.

Amigable con el ambiente.

El mismo autor afirma:

Los principales beneficios esperados de estos probiéticos difieren con las
especies (peces o crustaceos de agua dulce, salobre o marina), el estado del
cultivo (larva, juvenil, reproductores) y el sistema de crianza (flujo continuo o
recirculacion, tanques, estanques o jaulas). La forma de aplicacion y la gestion
de las instalaciones (apropiadas medidas de bioseguridad, renovacion del
agua, quimicos, etc.) podrian afectar la supervivencia o permanencia de los
microorganismos en el ambiente de crianza y/o el huésped?!.

Por otra parte, Rodriguez®, indica que los microorganismos probiéticos son
capaces de reducir considerablemente los solidos del fondo ya que contienen
grupos de bacterias agresivas en digestion y enzimas especializadas que de
manera directa logran acelerar la eliminacion de los desechos de la especie en
explotacién, residuos de plancton y alimento no consumido, asi como el de
favorecer el sistema inmunoldgico y preservar la mucosa del intestino.

Asi mismo, Gutiérrez et al®3, mencionan que el uso de probiéticos puede mejorar
el crecimiento, debido a sus efectos beneficiosos sobre los procesos digestivos y
por mejorar la tolerancia al estrés, ademas de generar un efecto importante en el
ecosistema intestinal y mejorar las funciones productivas de los animales.

80 ALTAMIRANO, Carlos.Evaluacion de la efectividad del Probidtico “Sanolife Pro” en estanques de cultivo de
camarones “Litopenaeus vannameij”en la Granja Acuacultura Torrecillas, Chinandega, Nicaragua, en el periodo
comprendido de Junio a Septiembre, 2008. Trabajo de grado Ingeniero Acuicola. Le6 n: Universidad Autbnoma
de Nicaragua. Facultad de ciencias y tecnologia, 2009. 7 p.

81 |bid., p. 7.

82 RODRIGUEZ. Op. cit., p. 16.

8 GUTIERREZ, Luz; DAVID, Carlos; MONTOYA, Olgay BETANCUR, Eliana. Efecto de la inclusién enla dieta
de probidticos microencapsulados sobre algunos parametros zootécnicos en alevinos de tilapia roja
(Oreochromis sp.). En: Revista Salud Animal. Agosto, 2016.vol. 38, no. 2, p. 113-114.
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3.4.7 Influencia de los probiéticos en la calidad del agua. Jimbo® manifiesta
gue en acuacultura se manejan diferentes sistemas de cultivo que van desde
extensivo a super-intensivo, donde se acumula materia organica (organismos
muertos, materia fecal alimento no utilizado etc.) en el fondo de los estanques,
produciéndose una disminucion de la calidad del agua. De ahi proviene la
importancia la utilizacion de probidticos que ayuden a mejorar la calidad del agua.

El mismo autor menciona que la mejora en la calidad del agua ha sido asociada al
género Bacillus sp. debido a que las bacterias Gram-positivas invierten mejor la
materia organica a COz2 que las bacterias Gram-negativas, altos niveles de bacterias
Gram-positivas pueden reducir las particulas de carbono organico disuelto. Se ha
reportado que la utilizacion de Bacillus sp. mejora la calidad del agua aumentando
el crecimiento, sobrevivencia de los animales y las condiciones sanitarias del cultivo,
ademas, reduce los Vibrios patdgenos.

En estudios realizados por Flores, citado por Gutiérrez et al8%, encontraron que al
adicionarle probidticos al agua, los peces sometidos al tratamiento con probiéticos
presentaron la mayor ganancia de peso, ademas de presentar la tasa especifica de
crecimiento mas alta, con respecto a las otras dietas. En dicha investigacion también
se determindé que la conversion alimenticia mas baja la tenian los animales
alimentados con probidticos. En peces como la Tilapia, las conversiones
alimenticias indican una alta absorcion de nutrientes.

3.4.8 Formas de suministro de probiéticos en acuacultura. Sanchez® menciona
gue la forma de aplicacion dependera del tipo de probidtico que se suministre a los
estanques acuicolas. Estos microorganismos pueden ser afiadidos través de
fermentacion de levaduras en combinacién con melaza y la adiciéon de substratos
microporosos que contienen los probioticos elaborados comercialmente dentro de
ellos.

El mismo autor afirma que “Otra forma de suministro es mediante la
bioencapsulacion, el cual es un proceso en donde un organismo vivo incorpora un
determinado producto (probiotico) mediante via oral’®”. Por otra parte Jimbo®,

8 JIMBO JARAMILLO, Jefferson Israel. Uso de probidticos en el cultivo de camardén como alternativa a la
prevencion de enfermedades. Trabajode grado Ingeniero Acuicultor. Machala: Universidad Técnicade Machala.
Carrerade Ingenieria Acuicola, 2018. 11 p.

85 FLORES, M; BRIONES, L y NOVOA, M. Avances en la utilizacién de probidticos como promotores de
crecimiento en tilapia nilética (Oreochromis niloticus). En: Nutricion acuicola Memorias del Simposio
Internacional de Nutricdn Acuicola. 2002. vol. 6, p. 314-335, Citado por GUTIERREZ, DAVID, MONTOYA y
BETANCUR. Op. cit.,, p. 117.

8 SANCHEZ DE LA CRUZ, José Miguel. Empleo de probidticos en el sector acuicola. Trabajo de grado
Licenciado en Biologia Marina y manejo integral de cuencas. Tonala: Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas. Instituto de Ciencias Bioldgicas Chiapas,2014.11-12 p.

8 lbid., p. 12.

8 JIMBO. Op. cit., p. 14.
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asegura que los probioticos pueden ser utilizados en alimentos vivos como rotiferos
y artemia e infusiones en la dieta.

Igualmente, Kumar et al®, indican que la administracion de bacterias probiéticas, es
posible realizarlas através del alimento, estas pueden ser adicionadas directamente
en los pellets de los balanceados a una temperatura adecuada, ademas menciona
gue a pesar de que el suministro de probidticos mediante la dieta es sencillo, su
viabilidad debe ser comprobada.

Melgar et al®, mencionan un estudio realizado, donde se aplica un probidtico
comercial al agua, siendo ésta otra manera de suministro de dichos
microorganismos a los cultivos, asegura que la metodologia sugerida para la
aplicacion de bacterias probidticas, es mediante la inoculacion en un sustrato a base
de melaza y agua para su activacion, manteniéndose en fermentacion durante siete
dias alcanzando una temperatura entre 36.5°C a 37°C, ademas sefiala que para
obtener buenos resultados es importante mantener una frecuencia de aplicacion
durante todo el ciclo de cultivo y que por los general se recomienda aplicarlo
semanalmente.

3.4.9 Principales microorganismos utilizados como Probidticos.

3.4.9.1 Lactobacillus. Estela et al mencionan que “el género Lactobacillus esta
comprendido por bacterias en forma bacilar de 0,5-1,2 x 1,0-10,0 nm, comidnmente
se asocian en cadenas cortas, son anaerobias facultativas, catalasa y citocromo
negativos, son bacilos Gram positivo. Excepcionalmente pueden poseer motilidad,
se mueven ayudados por flagelos peritricos. Los lactobacilos necesitan medios
complejos para su crecimiento, degradan la sacarosa para producir lactato. La
temperatura 6ptima de crecimiento de los lactobacilos esta entre 30-40 °C. Su
habitat natural es variado pudiéndolos encontrar en el aparato gastrointestinal”92.

Cabe sefialar que Vasquez et al®?2,mencionan que en peces alimentados con
Lactobacillus sp., se ha observado una mayor proteccién contra las enfermedades
infecciosas, mejoramiento de la respuesta inmune, incremento de la actividad
fagocitica, mejoramiento de pardmetros productivos como ganancia de peso dado
gue las propiedades de estas bacterias benéficas permiten mejorar la utilizaciéon de
nutrientes en los peces.

89 KUMAR, Vikash; ROY, Suwra; KUMAR, Dharmendra y KUMAR, Uttam. Application of probiotics in shrimp
aquaculture: Importance, mechanisms of action, and methods of administration. En: Reviews in Fisheries
Science & Aquaculture. Junio, 2016.vol. 24, no. 4, p. 345-346.

% MELGAR, Carolina, et al. Efecto de microorganismos con potencial probiético en la calidad del agua y el
crecimiento de camaroén Litopenaeus vannamei (Decapoda: Penaeidae) en cultivo intensivo. En: Revista
Biologia tropical. Septiembre,2013.vol. 61, no. 3, p. 12-17.

9 ESTELA, Waldir, et al. Produccién de &acido lactico por Lactobacillus plantarum L10 en cultivos batch y
continuo. En: Revista Peruana de Biologia. Diciembre, 2007.vol. 14, no. 2, p. 4.

92 VASQUEZ, M.; RONDON, I. y ESLAVA, P.Inmunoestimulantes en teledsteos: Probiéticos, B-glucanos yLPS.
En: Orinoquia. Junio, 2012. vol. 16, no. 1, p. 54.
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3.4.9.2 Bacillus. Milian et al, indican que ‘Desde el punto de vista microbiolégico,
las bacterias del género Bacillus se consideran Gram positivas, son bacilos de gran
tamafo (4-10 uym), tienen forma de bastoncillo y estan agrupadas en cadenas, son
moétiles y poseen flagelacién peritrica. Forman endosporas, son anaerobias estrictas
o facultativas. No son bacterias adherentes y son productoras de sustancias
antimicrobianas, asi como de enzimas hidrolasas”. Por otra parte Villarreal et al,
manifiestan que “Su crecimiento éptimo ocurre a pH neutro, presentando un amplio
intervalo de temperaturas de crecimiento, aunque la mayoria de las especies son
mesofilas (temperatura entre 30°C y 45°C), su diversidad metabdlica esta
asociada a la promocion del crecimiento vegetal y control de patégeno”?4.

3.4.10 Uso de probidticos en tilapia. Corrales, 2015, afirma:

Para lograr alcanzar una alta produccion de proteina proveniente de la
acuicultura se necesita alimento de alta calidad, los probidticos comunes
utilizados para la produccion de tilapia son: Bacillus subtilis, Saccharomyces
cerevisiae, Streptococcus faecium y Lactobacillus acidophilus. Los probiéticos
al estar en el tracto gastrointestinal, producen enzimas que permite a la tilapia
utilizar un mayor nimero de carbohidratos, ayudan a la activacion de la
producciéon de enzimas digestivas (amilasas, proteasas Y lipasas), permitiendo
un mayor aprovechamiento de nutrientes y un mejor funcionamiento del sistema
inmunolégico, alimentacion eficiente y exclusion de patdégenos®®.

Es por esto que, Ospina® asegura que en investigaciones en las que se usan
los probidticos en algunas especies de peces cultivados como tilapia durante
diferentes fases de desarrollo, se han obteniendo 6Optimos resultados al realizar
infecciones experimentales con bacterias patbgena ademas de demostrar que
tiene efectos benéficos sobre el incremento en peso.

El mismo autor, menciona que se han realizado estudios en los que se suplementan
dietas artificiales con probidticos, con el propésito de conocer sus efectos
en el crecimiento y aprovechamiento del alimento en crias de tilapia nilética y
de otros peces en sistemas experimentales de cultivo en fase de larvas,

% MILIAN, Gretel; PEREZ, M. yBOCOURT, R. Empleo de probiéticos basado en Bacillus sp. yde sus endospora
sen laproduccion avicola. En: Revista Cubana de Ciencia Agricola. 2008.vol. 42, no. 2, p. 119.

%4 VILLARREAL, M, VILLA, E.; CIRA, L.y ESTRADA, I. El género Bacillus como agente de control bioldgicoy
sus implicaciones en la bioseguridad agricola. En: Revista mexicana de fitopatologia. Enero, 2018. vol. 36, no.
1,p.101.

95 CORRALES, Cornelia. Uso de promotores de crecimiento Saccharomyces cerevisiae y Bacillus subtilis en el
alimento de tilapia roja (Oreochromis sp.). Trabajo de grado Ingeniera Agronoma. Zamorano: Escuela Agricola
Panamericana. Carrera de agroindustria alimentaria, 2015.2 p.

% OSPINA, Amparo. Evaluacion de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus como agentes probiéticos
sobre la resistencia a infecciones e incremento en peso de tilapia nilética (Oreochromis niloticus). Trabajo de
grado Bidlogo marino. Santa Marta: Universidad Jorge Tadeo Lozano. Facultad de Ciencias Naturales, 2009.
16-17p.
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concluyendo que las bacterias probioticas favorecieron el crecimiento y la eficiencia
alimenticia.

Ademas, en un estudio realizado por Cota et al®’ donde se evalué el efecto de
prebidticos y microorganismos con potencial probidtico en la supervivencia y
crecimiento de la tilapia, se observo que la supervivencia fue del 100% en los tres
tratamientos en los que se realizd la prueba y el crecimiento fue significativamente
mayor que el control sin aditivos, en las tilapias alimentadas con bacterias acido
lacticas (BAL) y prebidticos.

3.4.11 Consorcios microbianos. Ochoa et al.,?8, mencionan que un consorcio
microbiano es una asociacion natural de dos o mas poblaciones microbianas, de
diferentes especies, que actlan en conjunto como una comunidad en un sistema
complejo, donde todos se benefician de las actividades de los demas.
Funcionalmente, un consorcio microbiano supera la suma de sus partes; sus
miembros mantienen la compatibilidad metabdlica y ecolégica siempre y cuando las
transformaciones ambientales que se generan permitan que ellos coexistan
cercanamente.

El mismo autor sefiala que un consorcio microbiano puede desempenfar funciones
complicadas que poblaciones individuales no podrian; ademas, la vida en
asociacion puede presentar mayor resistencia a los cambios ambientales y
favorecer la estabilidad de los miembros, en el tiempo, por otro lado, Sandoval®,
asegura que la asociacion de varias especies de microorganismos presentes en un
determinado nicho ecolégico, tienen la finalidad de desempefar funciones
metabdlicas interrelacionadas y procesos especificos para su sobrevivencia que
generan productos finales y/o subproductos metabdlicos especificos. De esta
manera, un consorcio microbiano puede ser considerado como tal de acuerdo al
ecosistema en el que se encuentre.

En contraste con lo anterior Cruz et al afirma: “En un sistema microbiano el
crecimiento celular forma poblaciones; las poblaciones metabdlicamente
relacionadas se denominan gremios y el conjunto de estas agrupaciones
interaccionan formando comunidades microbianas. Por lo tanto, las comunidades
microbianas consisten en poblaciones de células de varias especies; que

9 COTA, L; LUNA, A, FIERRO, Jy ALMARAZ, J. Efecto de prebidticos y microorganismos con potencial
probidtico en la supervivencia y crecimiento de la tilapia Oreochromis niloticus, cultivada en condiciones de
laboratorio. En: XIV Congreso Nacional de Biotcnologia y Bioingenieria. (Sinaloa, México). [citado en octubre
de 2018].p. 1.

% OCHOA, Diana y MONTOYA, Alexandra. Consorcios microbianos: Una metafora bioldgica aplicada a la
asociatividad empresarial en cadenas productivas agropecuarias. En: Revista Facultad de Ciencias Econémicas
de la Universidad Militar Nueva Granada. Diciembre. 2010, vol. 18, no. 2, p. 60-61.

% SANDOVAL, Andrés. Aislamiento yreconstruccion de consorcios microbianos que permitan la optimizacion
de la produccion de biogas a partir de fangos residuales. Trabajo de grado Microbiélogo. Quito: Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,2018.25p.
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interactian entre si desarrollando mudltiples actividades funcionales al interior de la
comunidad y con su hospedero®,

Ademas Guerrero et al.,10, afirma que la presencia de consorcios microbianos juega
un factor que estimula la estabilidad de los sistemas acuicolas y de su productividad
en la acuicultura.

3.4.12 Aislamiento e identificacion de cultivos bacterianos. Segun Fernandez
et all92, se debe elaborar y realizar un proceso de identificacion que utilice de forma
secuencial o simultanea un conjunto de pruebas para que de ésta manera sea
posible la identificacion del microorganismo a nivel de género y especie.

3.4.12.1 Aislamiento. EIl autor mencionado anteriormente, sefiala que el cultivo,
cuando es viable, permite el aislamiento del microorganismo implicado, su
identificacion, el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y facilita la aplicacion
de marcadores epidemioldgicos. En el cultivo es esencial la correcta eleccién del
medio de crecimiento y las condiciones de incubacion, del mismo modo,
Maldonadol%3, especifica que es preciso aplicar técnicas que ayuden a
desenmarafar las poblaciones mixtas y complejas de microorganismos, o cultivos
mixtos, para de esta manera obtener cultivos puros de especies distintas y
separadas. En el caso de las bacterias procedentes de medios naturales Madigan,
citado por Salazar y Sanchez'%, propone que se debe realizar a través de cultivos
liquidos o solidos.

3.4.12.2 Identificacion.

eMorfologia macroscépica. Para Lopez et al.,'1%, se deben distinguir las
principales caracteristicas de las colonias como son: tamafio (en general, las
bacterias Gram-positivas producen colonias algo mas pequefias que las Gram-

10 CRUZ, Maria; ZAMUDIO, Marcela; CORONA, Alma; GONZALEZ, Joséy ROJAS, Rafael. Importancia y
estudios de las comunidades microbianas en los recursos yproductos pesqueros. En: Ecosistemas yRecursos
Agropecuarios. Comunidades microbianas enlos productos pesqueros. Agosto, 2014.vol. 2, no. 4, p. 100.

101 GUERRERO, M.; SOLERA, P. y ARAYA, M. Seleccién de cepade microalgas parala produccidn de aceites
como fuente de Biocombustibles y otros derivados. Proyecto de Investigacién. Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica. CostaRica,2013.4 p. ]

12 FERNANEZ, A; GARCIA, C.; SAEZ, J. y VALDEZATE, S. Métodos de identificacion bacteriana en el
laboratorio de microbiologia. En: Enfermedades infecciosas yMicrobiologia Clinica. Junio, 2011. vol. 29, no. 8,
p. 602.

103 MALDONADO, Milviana. Aislamiento e identificacién de cepas bacterianas de ambientes nativos y su
apicacion biorremediadora en el cultivo del camardn blanco Liptopenaeus vannamei. Trabajo de grado de
Magister en Ciencias con Enfasis en Manejo Sustentable de Recursos Bioacuaticosy de Medio Ambiente.
Guayaquil: Universidad de Guayaquil. Facultad de Ciencias Naturales,2012.40 p.

104 MADIGAN, M. Biologia de los microorganismos. 10 ed. Madrid: Pearson Education/Prentice Hall, 2004. 607-
612 p, Citado por, SALAZAR, Y. y SANCHEZ, E. Evaluacion de consorcios microbianos conformados a partir
de aislamientos bacterianos con capacidad degradadorade tetranitrato de pentaeritritol (PETN) y trinitrotolueno
(TNT). Trabajo de grado Ingenieros ambientales y sanitarios. Bogota: Universidad de la Salle. Facultad de
ingenieria,2011.19p.

105 | OPEZ, J; CASTILLO, F y SALAVERT, M. Microbiologia aplicada. En: Técnicas de identificacion. Capitulo
3. Espafia, 2008. p. 35.
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negativas), forma, grado de elevacion, borde, color, superficie, densidad,
consistencia y olor.

e Caracteristicas microscépicas. Segun Fernandez et al.,}%¢ se suele recurrir a
la tincion de azul de metileno o ala de Gram, esta Ultima es la principal herramienta
a la que se acude para hacer un diagnostico provisional en el proceso de
identificacion de la mayoria de las bacterias, por su parte, Morante y Abasolo,
manifiestan que la forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la
rigidez de su pared celular. Basicamente, se diferencian segun su forma en cocos
(esférica u ovalada), bacilos (cilindrica o de bastones; rectos o curvos) y espirilos
(espiral).

3.4.13 Identificacién de bacilos mediante pruebas bioquimicas. Benavides
sostiene que “Los ensayos bioquimicos tradicionalmente utilizados, llamadas
pruebas bioquimicas convencionales, generalmente determinan la actividad de una
via metabdlica (conjunto de reacciones quimicas) a partir de un sustrato que se
incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no”1%8, Del
mismo modo, Galvez et al.,1%°, mencionan que para la realizacién de las pruebas
bioquimicas se utilizan medios que estan constituidos por un medio base (simple o
enriquecido) adicionado de un indicador que permite observar un cambio o la
generacion de alguna sustancia que es caracteristica de la fisiologia de un
microorganismo, para de esta manera lograr la identificacion genérica de cultivos
microbianos.

3.4.13.1 Oxidasa. Fernandez, et al'l® indican que esta prueba determina la
presencia de enzimas oxidasas. La reaccion de la oxidasa es causada por la
presencia de un sistema citocromo-oxidasa que activa la oxidacién del citocromo el
cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o perdéxido de
hidrégeno segun la especie bacteriana. MacFaddin citado por Abasolo!l, menciona
la técnica para identificar la presencia de dicha enzima: se empapan discos de papel
con parafenilandiamina y se coloca en un cultivo creciendo en pacas de agar
nutritivo. Si las células contienen citocromo c oxidasa, el reactivo se torna de color
violeta o pUrpura, si no es asi, el disco se queda incoloro.

16 FERNANEZ, A; GARCIA, C.; SAES, J.y VALDEZATE, S. Op. cit., p. 604.

107 MORANTE, Lauray ABASOLO, Fernando. Bacterias degradadoras de hidrocarburos a partir de suelos
contaminados con hidrocarburos. 1 ed. Ecuador: ColloQUIUM, 2019. 21 p. ISBN: 978-9942-814-33-3.
18BENAVIDES, Heidy. Propuesta de guia de aplicaciéon de técnicas de microbiologia (Bacterias yhongos) para
ser utilizado en microbiologia general. Trabajo de grado Licenciada en quimica y farmacia. San Salvador:
Universidad de El Salvador. Facultad de quimicayfarmacia, 2007.38 p.

I9GALVEZ, R; GOMEZ, O; SILVA, G; RIOS, Fy QUINTERO, D. Tratamiento con extracto de Azadirachta indica
en aguas residuales porcinas contaminadas con Salmonella typhi. En: Revista Latinoamericana de Recursos
Naturales.2013.vol. 9, no. 1, p. 65.

UOFERNANEZ, A; GARCIA, C.; SAES, J. y VALDEZATE, S. Op. cit., p. 606.

11 ABASOLO, Fernando. Seleccién y evaluacién de bacterias del tracto digestivo del pectinido mano de ledn
(Nodipecten sunbnodosus) yde la concha de nacar (Pteria sterna) con uso potencial probidtico en la acuicultura
de bivalvos marinos. Tesis de Doctor en ciencias. La Paz: Centro de investigaciones bioldgicas del Noroeste,
S. C,2015.37 p.
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3.4.13.2 Catalasa. Benavides!!?, postula que esta prueba es usada para verificar
la presencia de la enzima catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo, cuya funciéon segun
Llanos!13, es catalizar la ruptura del agua oxigenada, liberando oxigeno al ambiente.
Saraviall4, menciona que si se observa inmediatamente la formacién de burbujas
es un resultado positivo a esta prueba.

3.4.13.3 Pruebade Sulfuro Indol Motilidad (SIM). Segun Bailon et al, éste método
“‘Determina si un organismo es movil o inmovil, si es capaz de liberar acido
sulthidrico por accion enzimatica de los aminoacidos que contienen azufre
produciendo una reaccion visible de color negro y por ultimo la capacidad de
distinguir bacterias que producen triptofanasa, convirtiendo el triptéfano en indol,
ademas que la consistencia del medio permite la observacién de la movilidad de
algunas bacterias1°,

3.4.13.4 Prueba Triple Sugar Iron (TSI). De acuerdo con Moncayo16, este medio
es utilizado para determinar silas bacterias son capaces de fermentar los azlcares:
glucosa, lactosa y/o sacarosa, esto se consigue mediante la presencia de un
indicador de pH, el rojo de fenol. Si el medio es de color rojo indica que el pH es
alcalino y por lo tanto no hay fermentacion de azlcares. Si el color es amatrillo indica
que el pH es acido y por lo tanto hay fermentacién de azlcares.

3.4.13.5 Tinciéon de endosporas, técnica de de Schaeffer-Fulton, 193317,
Segun Ragazzo, et alll®, la técnica de Schaeffer-Fulton es utilizada para evidenciar
la presencia de endosporas en las cepas aisladas, ademas Chumacero11d,

112 BENAVIDES, Heidy. Op. cit., p. 111.

113 | LANOS, Maritza. Bacterias solubilizadoras de fosfato del género Bacillus en suelos de la provincia de el
Collao (Puno) y su efecto en la germinacion y crecimiento de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) en
condiciones de invernadero. Trabajo de grado Licenciadaen biologia. Puno: Universidad Nacional del Altiplano.
Facultad de ciencias biolégicas, 2017.42 p.

114 SARAVIA, Rocio. Evaluacién de parametros fisicoquimicos ymicrobioldgicos que influyen en la mortalidad
de juveniles de Anisotremus scapularis “Sargo” en el Centro de Acuicultura Morro Sana — Tacna. Trabajo de
grado Bidloga Microbidloga. Tacna: Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann — Tacna. Facultad de
Ciencias, 2019.37p.

115 BAILON, Lucia; CRUZ, Roberto y CERVANTES, Armando. Atlas de pruebas bioquimicas para identificar
bacterias. México: Universidad Nacional Autbnoma de México. Facultad de estudios superiores Zaragoza,
2003.92 p.

116 MONCAYO, Antonio. Estudio microbiol6gico de conservas vegetales y condiciones 6ptimas del proceso de
apertizacién. Trabajo de grado de Master universitario en Tecnologia e Industria Alimentaria. Sevilla:
Universidad de Sevilla,2017. 45 p.

17 FULTON, Mac Donald y SCHAEFFER, Alice. A simplified method of staining endospores. En: Science.
Febrero, 1933.vol. 77, p. 194.

118 RAGAZZO, Juan, et al. Seleccion de cepas de Bacillus spp. productoras de antibidticos aisladas de frutos
tropicales. En: Revista Chapingo. Serie horticultura. Febrero,2011.vol. 17, p. 6.

119 CHUMACERO, Berenice. Diversidad genética y filogenia de bacterias pertenecientes al género Bacillus,
tolerantes a cromo, asociadas al mezquite (Prosopis Laevigata). Trabajo de grado de Master en ciencias
(Microbiologia). Puebla: Benemérita universidad autbnoma de puebla. Centro de investigacion en ciencias
microbioldgicas- ICUAP, 2019. 28 p.
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menciona que es posible observar la posicion de las esporas en las bacterias. Por
su parte, Milian et al'?, indican que la produccién de endosporas es una
caracteristica tipica de todas las bacterias de los géneros Bacillus, las endosporas
de este género de bacterias, estimulan el sistema inmune, contribuyen a la
resistencia ante patdgenos ambientales, inhiben el crecimiento microbiano de
bacterias dafiinas y favorecen los procesos digestivos, asi mismo, Pérez et alt?l,,
seflalan que aunque no esta totalmente demostrado, se plantea que uno de los
efectos de los cultivos de Bacillus sp. y sus endosporas radica en favorecer el
incremento de la poblacién de especies de Lactobacillus a nivel del tracto digestivo,
con un aumento en la produccion de acido lactico y una disminucion del pH
intestinal, con una disminucién de Staphylococcus, coliformes y enterobacterias.

3.4.14 Conteo de unidades formadoras de colonias. Segun Camacho et al??, la
técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC presentes
en un gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que se desarrolla
en el medio de cultivo de eleccion después de un cierto tiempo de incubacién a la
temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de un agregado de ellos,
de la muestra bajo estudio; esos microorganismos son capaces de formar la colonia,
es decir una UFC.

3.4.15 Sistemas de recirculacién acuicola (SRA). Segun Dominguez, “Los SAR
son sistemas de produccién acuicola dénde se mantiene el mismo volumen de agua
en constante circulacion para metabolizar los desechos a través de sistemas de
filtracion, lo que les da la caracteristica de ser sistemas semicerrados, ya que no
poseen interacciones significativas con el ambiente23.

Para comprender mejor, Hernandez et al'?* sefialan que un sistema de recirculacion
es basicamente un sistema cerrado que contiene tanques para peces, filtros y
sistemas de tratamiento de agua. Los peces son distribuidos en tanques en los que
el agua es recambiada continuamente para garantizar las condiciones de éptimo
crecimiento. El agua que es bombeada dentro de los tanques, pasa a traves de
sistemas de filtracion biolégica y mecanica antes de ser retornada a los tanques.

120 MILIAN, PEREZ y BOCOURT. Op. cit., p. 119.

21 pEREZ, Manuel; MILIAN, Grethel; RONDON, Ana; BOCOURT, Ramény TORRES, Verena. Efecto de
endosporas de Bacillus subtilis E-44 con actividad probidtica sobre indicadores fermentativos en 6rganos
digestivos e inmunoldgicos de pollos de engorde. En: Revista Sociedad Venezolana de Microbiologia. Octubre.
2015.vol. 35, no0. 2, p. 92.

12 CAMACHO, A. etal. Método para la determinacion de bacterias coliformes, coliformes fecalesy Escherichia
coli por latécnica de diluciones entubo multiple (NUmero mas Probable o NMP). En: Técnicas para el andlisis
microbiolégico de alimentos. 2 ed. México: Facultad de quimica, UNAM. 2009. p. 1.

122 DOMINGUEZ, Omar. Los Sistemas Acuicolas de Recirculacién: ¢una alternativa para el cultivo sustentable
de peces ornamentales en el Estado de Morelos? En: Scielo, Sociedades Rurales, Produccion Y Medio
Ambiente. Mayo, 2012. vol. 12, no. 24. p. 212.

124 HERNANDEZ, C; AGUIRRE, G y LOPEZ, D. Sistemas de produccion de acuacultura con recirculacion de
agua para la regién norte, noreste y noroeste de México. En: Revista Mexicana de Agronegocios. Julio-
Diciembre, 2009.vol. 25, p. 121.
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En contraste con lo anterior, Timmons et al., citado por Garcia et all?5, indica que
los sistemas de recirculacién acuicola (SRA) son procesos donde el agua utilizada
en los estanques de produccion se conduce a un tren de tratamiento para
reacondicionar el efluente, permitiendo la vida acudtica. Estos medios de
tratamiento tienen cuatro funciones basicas: circulacion de agua, remocién de
solidos, biofiltracién e intercambio gaseoso. Es importante mencionar que segun
Maigual et al'?6, se requieren menos del 10% del agua y un area mucho menor que
las requeridas por otros sistemas acuicolas para producir la misma cantidad de
peces.

A su vez, Martinez afirma:

Un SAR es aquel que permite, mediante una serie de tratamientos del agua de
cultivo, garantizar una calidad de agua suficiente y adecuada para el
mantenimiento de los organismos acuaticos en sus diferentes estadios
(reproduccion, larvario, pre-engorde o engorde) ademas de que los SRA
proporcionan un medio de cultivo estable para los peces que debe ser
manejado en forma integral. Estos funcionan para mantener los parametros de
calidad del agua mediante procesos como la filtracién, el control de
temperatura, el control del nivel de oxigeno, el nivel de amonio, el pH, la
desinfeccion y otros1?7,

125 Timmons, M; HOLDER, J y PIEDRAHITA, R. Acuicultura en sistemas de recirculacién. Ithaca, USA: LLC
Edicién, 2009. 959 p., Citado por, GARCIA, Daury, GALLEGO, Ivan; DIAZ, Carlos; FALL, Cheikh y BURROLA,
Cristina. Evaluacion de un sistema de recirculacionyacondicionamiento de agua en truticultura. En: Tecnologia
y Ciencias del agua. Abril-Junio, 2011.vol. 2, no. 2, p. 83.

126 MAIGUAL, Yemall; SANCHEZ, Ivan y MATSUMOTO, Tsunao. Desempefio de tanques decantadores de
sdlidos enunsistemade recirculacion para produccién de tilapia. En: Revista MVZ. Septiembre, 2013.vol. 18,
no. 2, p. 3493.

127 MAFI)?TINEZ, Maria Paz. Resultados preliminares sobre el uso de lodos de pisciculturas sobre suelos
agropecuarios de origen volcanico de la Patagonia Occidental (AYSEN). Sistemas de produccion acuicola en
fase terrestre: recirculacidn y flujo continuo. Boletin INIA, no. 223. Coyhaique: Christian Hepp K, 2012. 12 p.
ISSN 0717-4829.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente es un estudio de tipo experimental y analitico, con comparaciones de
los valores de peso y sobrevivencia de Tilapia Roja (Oreochromis sp.) aplicando
cinco dietas alimenticias con diferentes tipos de probidticos.

4.1 LOCALIZACION Y PERIODO DE ESTUDIO

Este estudio se realizd en los laboratorios de Sanidad Acuicola y Digestibilidad del
programa de Ingenieria en Produccién Acuicola de la Universidad de Narifio en la
ciudad de San Juan de Pasto (Figura 1), que se encuentra ubicada en la regién
andina en el sur occidente de Colombia a 1°12'52.48" de Latitud norte y
77°16'41.22" de longitud al meridiano de Greenwich, posee una temperatura
promedio de 14°C, altitud de 2.527m.s.n.m., precipitacion anual de 1180 milimetros
y una humedad relativa del 75%?*28. La fase de campo de este estudio duré 8 meses,
tiempo en el que se adecud las instalaciones, se adquirié el material biolégico, se
aislo las cepas con potencial probiotico, se llevé a cabo el periodo de adaptacion, la
aplicacion de los tratamientos alimenticios durante 60 dias y la constante busqueda
de literatura y andlisis.

Figura 1. Campus Universidad de Narifio, sede Torobajo, Pasto

4.2 MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

4.2.1 Materiales.
e Laminillas portaobjetos
e Laminillas cubreobjetos
e Cristaleria (Probetas 10 — 100 ml, elermeyer, beaker 300 ml, tubos de
ensayo, cajas Petri)
e Papel aluminio

128 OFICINA DE PLANEACION, Universidad de Narifio. San Juan de Pasto.
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Papel vinipel

Papel craf

Asas de vidrio y aluminio

Puntas para micropipeta

Mangueras para aireacion diametro 3/16”
Piedras difusoras

Tijeras

Tarros plasticos

Tamiz

Recipientes plasticos (23,8 L)

Tuberia (1 pulgada, 1/2 y 3/4 de pulgada)
Codosy T (1 pulgada, 1/2 y 3/4 de pulgada)
Cinta de enmascarar

Cinta teflén

Cinta métrica

Marcador indeleble

Llaves de paso (1/2 pulgada)

Gradilla

Mortero

Tubos Ependorf (1 ml)

Acuarios de plastico de 25y 120 litros

4.2.2 Equipos.

Balanza g

Estufa

Nevera

Incubadora

Cabina de flujo laminar
Autoclave
Espectofotometro

Bortex Janke

Blower

Tranfer pipeta
Computador portatil
Camara fotogréfica
Microscopio

Sonda multiparametros
Camara de recuento Neubauer
Motobombas de 85 watts

4.2.3 Insumos.

Probidtico Comercial
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e Alimento balanceado para tilapia al 45% de proteina

Alcohol 70%

Eugenol

Hipoclorito de sodio comercial al 5,5%

Juego de colorantes para tincion de Gram

Peroxido de Hidrogeno

Agar Mac Conkey

Caldo Nutritivo TSB (Tripcasa-Soya-Broth)

Caldo Nutritivo MRS (Man, Rogosa y Sharpe)

Agar Bacterioldgico

Agar TSA (Tripcasa-Soya-Agar)

Agar MRS (Man, Rogosay Sharpe)

Tiras de papel con reactivo para-amino-N-dimetilanilina (Oxidasa)
Cinta amino-N-dimetil-anilina (Catalasa)

Agua destilada

Cepas de referencia bacteriana (Bacillus cereus y Lactobacillus casei)

4.3 MATERIAL BIOLOGICO

Se utiliz6 un total de 640 alevinos de Tilapia Roja (Oreochromis sp.) con un peso
inicial promedio de 0,573 + 0,093 g provenientes de la empresa comercial Biofish
de Narifio SAS ubicada en el municipio de Sandona, Narifio. Los especimenes
fueron empacados y transportados hasta los laboratorios con previa desinfeccion,
en bolsas plasticas con una proporcion de agua-oxigeno 1:3 tal como lo sugiere
Arellano y Benitez, 201712°; posteriormente se selecciond los animales con
caracteristicas visualmente o6ptimas y sin enfermedades siquiendo lo descrito por
Saavedra, 2006130, quien menciona que esto es posible teniendo en cuenta el
comportamiento que dichos peces presenten, como es la flacidez en su movilidad,
Sus movimientos giratorios, entre otros, si por el contrario, los animales se
encuentran enfermos, se observa presencia de manchas, capa de mucosidad,
coloracion anormal o cambios en el color de la dermis y por tanto deben ser
descartados para posteriores analisis.

Por su parte, se utlizaron cepas microbianas autoctonas (Bacillus sp. Y
Lactobacillus sp.) aisladas a partir del tracto gastrointestinal de tilapia roja
(Oreochromis sp.) y un probiético comercial.

129 ARELLANO, Elianay BENITEZ, Diana. Evaluacion de un consorcio microbiano (Lactobacillus sp y Bacillus
sp) con potencial probiético en la alimentacion de alevinos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) bajo
condiciones de laboratorio en la Universidad de Narifio. Trabajo de grado Ingenieras en Produccion Acuicola.
Pasto: Universidad de Narifio. Facultad de ciencias pecuarias. Departamento de Recursos Hidrobioldgicos,
2017.36 p.

130 SAAVEDRA. Op. cit., p. 20
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4.4 OBTENCION DE CEPAS MICROBIANAS

Para la obtencion de las cepas autoctonas, se utiliz6 un lote independiente al del
estudio, cuyos individuos fueron fotografiados y posteriormente se sometieron a
sedacioén profunda con Eugenol siguiendo la técnica estandarizada por Ayalal3!
para luego realizar el sacrificio mediante puncion espinal. Se hizo un lavado
superficial con agua destilada antes y después del sacrificio, con el fin de extraer
los intestinos (Figura 2. A) y macerarlos en conjunto en un mortero previamente
esterilizado hasta obtener una muestra homogénea como se observa en la figura 2.
B, de este macerado se tomd 1 g como muestra para obtener las cepas con posible
potencial probidtico y posteriormente formar el consorcio microbiano. Una vez
obtenida la muestra macerada se incorporé el gramo de muestra en un tubo de
ensayo con 9 ml de caldo y se homogenizé mediante el uso del Vortex, ya realizado
este proceso se efectud las diluciones seriadas siguiendo el protocolo descrito por
Tortora citado por Ortega y Fuertes'3? con el fin de reducir el nlmero de bacterias a
aislar, para ello, se agregé 1 ml de la muestra homogeneizada mecanicamente en
dos tubos de ensayo que contenian 9 ml de caldo TSA y MRS respectivamente, se
mezcld y se transfirid 1 ml a otros tubos rotulados con la dilucidn correspondiente y
con 9 ml del mismo caldo, se homogenizd y de estos Udltimos se transfirio
nuevamente 1 mlde cadauno a los siguientes tubos, asi se repitidé secuencialmente
este proceso hasta obtener 6 diluciones de cada caldo desde 10-1 hasta 10°.

Figura 2. A. Extraccion de intestinos de Tilapia Roja (Oreochromis sp.); B.
Maceracion de intestinos

Posteriormente, se adiciond un alicuota de 100 pL de cada dilucién sobre la
superficie de cajas Petri con medio de cultivo Tripticasa Soya Agar (TSA) y Man
Rogosa Sharpe (MRS) para favorecer el crecimiento de bacterias facultativas como

131 AYALA, Nahim. Estudio comparativo de los efectos de los anestésicos metanosulfonato de tricaina (MS-
222) y eugenol, para su uso en el pez cebra (Danio rerio) como modelo experimental. Trabajo de grado de
Doctor veterinario. Cérdoba: Universidad de Cérdoba. Facultad de veterinaria, 2014.39 p.

12 TORTORA, G; FUNKE, By CASE, C. Introduccién a la microbiologia. 9 ed. Buenos Aires, 2007., Citado por
ORTEGA, Lorenay FUERTES, Karina. Op. cit., p. 57.
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las del género Bacillus, Lactobacillus y otras bacterias acido lacticas, la siembra de
la suspension bacteriana, se realizd mediante la técnica de césped con ayuda de
azas estériles, posteriormente se llevé a incubacion a 36°C durante 24 a 72 horas
para obtener colonias bacterianas en la superficie del agar y proceder a su
respectiva caracterizacion.

La purificacion de las bacterias se realizd mediante siete resiembras sucesivas
adicionales en cajas Petri tomando las colonias mas representativas y teniendo en
cuenta su frecuencia y morfologia; asi, para aislar bacterias del género Bacillus se
tuvo en cuenta lo mencionado por Calvo y Zifigal33, quienes describen que estas
cepas presentan forma irregular y color crema, la apariencia de los bordes de las
colonias varia entre aserrada, lobulada, digitiforme y ondulada y presentan un anillo
concéntrico con borde irregular; para el caso del género Lactobacillus se tuvo en
cuenta a Sobrino*34 que los describe como unos bastones con morfologia variable,
pueden ser largos, rectos, ligeramente curvados o hasta cocobacilos.

4.4.1 Identificacién de bacterias Bacillus sp. y Lactobacillus sp. Para verificar
gue las cepas aisladas pertenecen al género Bacillus y Lactobacillus, se siguio el
protocolo descrito por Espafial®®, que consiste en realizar visualizaciones
microscopicas para lo cual es necesario realizar tincibn de Gram que permite
determinar si los organismos son Gram positivos o Gram negativos asi como
también la pureza de las cepas, posteriormente, se realiz6 pruebas bioquimicas
para la clasificacién bacteriolégica comparando los resultados con la literatura con
el fin de escoger aquellas que se ajustan a las caracteristicas reportadas por los
autores, en este caso se tuvo en cuenta lo mencionado por Lara y Burgos!3¢ quienes
afirman que para el caso del género Bacillus se debe seleccionar las cepas que
presenten las pruebas catalasa y oxidasa positivas, bacilos Gram positivos
endosporados, mientras que para el caso del género Lactobacillus, se debe
seleccionar aquellas cepas que presenten catalasa y oxidasa negativas, y que sean
Gram positivas dispuestas en cadena. Los procesos realizados fueron contrastados
con cepas de referencia como Lactobacillus cassei y Bacillus cereus; para ello, se
realizo la reconstitucion o activacion de dichas cepas de acuerdo a las instrucciones
de fabrica en un medio especifico con el fin de optimizar su crecimiento y
recuperacion, las cuales consistieron en extraer una colonia del medio sélido (MRS
y TSA respectivamente), posteriormente se la agregé al medio liquido
correspondiente, siendo esta la muestra madre, transcurridas 24 horas, se confirmé

18 CALVO, Pamelay ZUNIGA, Doris. Caracterizacion fisioldgica de cepas de Bacillus spp. aisladas de la
rizosfera de papa (Solanum tuberosum). En: Revista de Ecologia aplicada. Abril, 2010.vol. 9, no. 1, p. 33.

13 SOBRINO, Julian. Caracterizacion parcial, bioquimica e inmunoldgica, de una sustancia antimicrobiana
producida por Lactobacillus sake 148. Trabajo de grado de Doctor en Veterinaria. Madrid: Universidad
Complutense de Madrid. Facultad de Veterinaria, 1993.23 p.

135 ESPANA, A Guia de Laboratorios de Microbiologia. Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Naturales
y Exactas. Disponible en internet: <https://es.scribd.com/doc/176432601/Practicas-de-Laboratorio-
Microbiologia-Alex>

136 | ARA, Cecilia y BURGOS Angela. Potencial probiético de cepas nativas para uso como aditivos en la
alimentacién avicola. En: Revista Colombiana de biotecnologia. Julio,2012.vol. 14, no. 1, p. 32.
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la activacion de éstas por su evidente crecimiento y se sembr6 con asa de argolla
por el método de estriado en cajas Petri con agar MRS y TSA respectivamente,
finalmente se incubd durante un lapso de 24 a 48 horas a una temperatura de 35°C
a 37°C con el fin de facilitar su manejo para el posterior estudio. Luego, las cepas
obtenidas se sometieron a tincion de Gram, para constatar visualmente en
microscopio si eran morfolégicamente compatibles con las cepas aisladas del
intestino de las Tilapias y, por ultimo, se realizd las pruebas bioquimicas descritas
a continuacioén, teniendo en cuenta los mismos criterios de verificacion.

1) En la prueba Mac Conkey, utilizada para aislar selectivamente bacilos Gram
negativos de facil desarrollo, se realizd la siembra de las presuntas bacterias
Bacillus sp. y Lactobacillus sp. sobre medio de cultivo solido mediante la técnica de
sembrado por agotamiento.

2) Para la prueba de catalasa, que permite determinar si las bacterias son aerobias
0 anaerobias facultativas, se tomo una colonia aislada del cultivo en un portaobjetos,
se afiadié una gota de peroxido de hidrogeno, el cual se descompone en agua y
oxigeno y mediante la inmediata formacion de burbujas procedentes del oxigeno se
determina que el resultado es positivo.

3) Para la prueba de oxidasa se utilizo tiras de papel con reactivo para-amino-N-
dimetilanilina, en ellas se deposité un inéculo de las bacterias en estudio y se
determin6 mediante parametros de coloracion la positividad de la reaccion, de este
modo, si la zona impregnada se tornaba de color azul-violeta resultaria una prueba
positiva y si se tornaba de color amarillo la prueba resultaria negativa.

4) Para la prueba de endospora o también conocida como tincién de Schaef-fer y
Fulton, se tomd una cantidad del cultivo bacteriano del medio sdélido en un
portaobjetos, se afiadi6é verde de malaquita durante un minuto y se espero a que
este liguido genere vapores en contacto con el calor del mechero, pasado ese
tiempo se lavdé con abundante agua y se afadio safranina por 3 segundos, se
enjuagd y se dejo secar para proceder a observar la presencia o ausencia de
esporas bajo microscopio a 40X y 100X.

5). Referente a la prueba de Sulfuro Indol Motilidad (SIM), se realiz6 bajo tres
parametros: en primer lugar la motilidad se determind sembrando una colonia
aislada con un asa recta en el centro de un tubo con Agar SIM a una profundidad
de 2/3 desde la superficie, la siembra se realizd en linea recta y se incub6 durante
24 horas a 36°C para proceder a hacer lectura visual, en segundo lugar, para el
caso del sulfuro, se determin6é su positividad por el ennegrecimiento del medio, y
por atimo, para el indol, a la prueba realizada anteriormente se adicioné una gota
de reactivo de Kovac, con el que el indol producido reacciona generando un anillo
color rojo en la superficie, determinando asi que la prueba es positiva.
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6). Por dltimo, para la prueba Triple Sugar Iron (TSI), se realizé la inoculacion del
medio con ayuda de un asarecta haciendo puncién central hasta el fondo con estria
en la superficie, se llevd a incubacién durante 24 horas a 37°C y se efectud la
lectura, denominando las letras A y K como amatrillo y rojo, respectivamente.

Finalmente, la conservacion de las cepas autoctonas se realizd en tubos ependorf
con 50% de glicerol (0.5 ml de glicerol y 0.5 ml de caldo nutritivo MRS o TSA con
bacterias) a -20°C y como cultivos de trabajo constante, tubos de ensayo con caldo
MRS y TSA a -20°C, los cuales se reactivaban cada 3 dias para realizar posteriores
procesos.

4.4.2 Conteo de bacterias y cinética de crecimiento de Bacillus sp. y
Lactobacillus sp. Se activo las bacterias con el fin de determinar la cinética de
crecimiento y nimero de bacterias, esto se realizd mediante la técnica de
espectrofotometria  con espectofotometro marca Spectronic instrumets 20D+,
basada en la absorbancia de luz a una longitud de onda de 600 nm y usando caldo
MRS o TSA como blanco como lo plantean Castafieda y Sanchez37, esto permiti6
determinar la curva y los tiempos de las fases exponencial, estacionaria y declive o
muerte. Igualmente, se contd las unidades formadoras de colonias o UFC presentes
en 1 ml de muestra, mediante Camara Neubauer, considerando que cada colonia
proviene de un microorganismo capaz de formar la colonia y teniendo en cuenta las
formulas a aplicar, dicho conteo se realizd toda vez que fue necesario preparar el
alimento con su respectivo tratamiento.

4.5 PREPARACION DEL ALIMENTO COMO DIETA EXPERIMENTAL

En la preparacion de los tratamientos se utilizo como base alimento balanceado
comercial para tilapia con un contenido de 45% de proteina que previamente fue
tamizado por un tamiz. Con el fin de verificar la permanencia y sobrevivencia de las
bacterias y en especial del nimero de UFC deseadasen el alimento (2x104 UFC/gr),
primero se realizd el conteo de las mismas, mediante el protocolo sugerido por
Camacho et al*® para ello se utilizd los cultivos de trabajo, de los cuales se transfirié
cierta cantidad de caldo nutritivo TSA o MRS que contenia las bacterias aisladas en
fase exponencial en 10 g de alimento balanceado y se dejé reposar durante tres
dias; pasado ese tiempo, se macerd0 1 g de dicho alimento concentrado y se
adicion6 en un tubo de ensayo con 10 ml de caldo nutritivo TSA o MRS segun
correspondia, estos tubos representaron las muestras madre de las que se realizo
diluciones seriadas hasta obtener la dilucion 10-4. Finalmente, se realizé la siembra
de cada dilucién en cajas Petri con el fin de establecer la cantidad de colonias
obtenidas y corroborar el nimero de UFC ideales.

187 CASTANEDA, Estefania y SANCHEZ, Ligia. Evaluacion del crecimiento de cuatro especies del género
Bacillus sp., primer paso para entender su efecto biocontrolador sobre Fusarium sp. En: NOVA. Diciembre,
2016.vol. 14, no. 26, p. 53-58.

138 CAMACHO, A. etal. Op. cit,, p. 4.
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Una vez verificada la sobrevivencia de las bacterias contenidas en el alimento, se
precedio a realizar la preparacion de las dietas experimentales cada tres dias, para
ello, en primer lugar, se establecio el gramaje de comida requerido para los tres dias
y para cada tratamiento mediante el calculo de la biomasa de cada acuario
(semanalmente), multiplicado por el porcentaje de alimentacion establecido (10%).

Después de calcular el gramaje anterior, se procedio a incorporar tanto las bacterias
autéctonas como las comerciales con presunta actividad probiotica, para ello,
previamente se activé las bacterias con varias horas de anterioridad (las necesarias
para poder incorporar dichas bacterias al alimento en su fase exponencial) y una
vez activadas, se realizo el conteo de las bacterias contenidas en 1 ml de caldo
mediante camara de Neubauer, para de esta manera verificar que la cantidad de
bacterias a incorporar fuera la precisa, este resultado se dividié entre 2x10*4 UFC
con el fin de conocer los microlitros a agregar a 1 g de alimento, esta cantidad vario
en funcion de los gramos de alimento y del tipo de tratamiento a preparar. Ya
conocidos los microlitros a adicionar, se procedié a preparar cada tratamiento, los
cuales contenian una mezcla de dextrosa (1 ml por cada gramo de alimento) y
almidon (0.5 g por cada 10 g de alimento) que se sometié a fuego lento hasta
obtener un liquido gelatinoso, se dejo enfriar y se adiciond la cantidad calculada del
caldo con bacterias y de alimento concentrado, toda la mezcla se la dispuso en
bandejas previamente rotuladas, se seco en el horno a 36°C durante 24 a 30 horas
y posteriormente fue molido con la ayuda de un mortero hasta obtener el tamafio de
particula deseado para almacenarlo en frascos rotulados.

4.6 DESCRIPCION DE INSTALACIONES

Se dispuso de dos Sistemas de Recirculacion Acuicola (SRA) como se observa en
la figura 3, cada uno con 12 recipientes plasticos de 25 litros que funcionaron como
acuarios, de los cuales se eligié 20 acuarios al azar; los sistemas contaban con
tuberia en PVC de 1/2 pulgada para la entrada de agua y de % de pulgada que
conectaban hacia los biofiltros que tenian una capacidad de 120 litros y que
contenian guata y cadnes. La recirculacion del agua se realizO mediante dos
motobombas de 85 Watts de potencia (una por cada sistema), el sistema de
aireacion requirié de un blower que distribuy6 el aire por medio de una manguera
plastica y para mantener la temperatura ideal de la especie se utilizd 6 termostatos
para cada sistema. Durante 8 dias, antes de sembrar los peces, se hizo seguimiento
del sistema para garantizar su correcto funcionamiento.
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Figura 3. Sistemas de Recirculacién Acuicola (SRA)

4.7 PLAN DE MANEJO

Se utilizé 640 individuos del total de los peces seleccionados como 6ptimos, estos
fueron sometidos a un tratamiento profilactico con sal marina a razén de 10 g/L y
permanganato de potasio 0.006 g/L y fueron distribuidos aleatoriamente en los 20
acuarios de manera homogénea teniendo en cuenta las densidades de siembra que
se determiné para cada unidad experimental (32 individuos por acuario); esos 20
acuarios fueron divididos en cinco grupos que correspondieron a los cinco
tratamientos aplicados o dietas experimentales, cada tratamiento con 4 réplicas.

Antes de aplicar dichos tratamientos, los animales fueron sometidos a un periodo
de adaptacion al alimento balanceado durante 15 dias, posteriormente se los
alimenté con cada tratamiento seis veces al dia cada dos horas desde las 8 de la
mafana hasta las 6 de la tarde realizando una distribucidén uniforme para asegurar
Su consumo.

El muestreo de los animales se realizd semanalmente durante 2 meses utilizando
nasas de pescar para extraer 10 alevinos al azar por tratamiento, se tomo datos de
peso y se registro la mortalidad, para ello los individuos se secaron con una franela
para disminuir errores en el pesaje y después fueron puestos en un recipiente para
ser regresados a sus respectivos acuarios.

Ademas, se monitoreé diariamente, Temperatura, Oxigeno disuelto y Potencial de
Hidrogeno (pH), tomandolos Unicamente en las réplicas 1 de cada tratamiento, ya
gue éstas estaban dispuestas de manera aleatoria en los dos sistemas de
recirculacion acuicola, por tanto, dichos parametros en los demas acuarios eran
similares. Para el caso de Nitritos, Nitratos y Amonio, las muestras fueron tomadas
semanalmente del tanque donde se encontraba la motobomba de cada sistema de
recirculacion, cabe resaltar, que éstos podian variar ya que uno de ellos solo
contenia un filtro y no contaba con un controlador de nivel de agua (Sistema 1), por
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el contrario, el otro sistema (Sistema 2), disponia de un flotador el cual ayudaba a
controlar el nivel del agua y dos filtros. Segun el comportamiento de éstos
parametros, se realizd recambios de agua semanalmente para controlar aumentos
de pH y solidos suspendidos que afecten la calidad de la misma. Para controlar
cantidades altas de sélidos suspendidos se realiz6 un sifoneo diario para eliminar
desechos de heces y de alimento no consumido en cada unidad experimental.

4.8 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Para la presente investigacion se utiliz6 un disefio experimental completamente
aleatorizado (DCA) con submuestreo, en el que se aplicé cinco tratamientos, cada
uno con cuatro réplicas por tratamiento, para un total de 20 unidades
experimentales: cada unidad experimental estuvo conformada por 32 animales de
Tilapia roja (Oreochromis sp.), el modelo matematico que representa a este disefio,
es el siguiente:

Yie = B+ 7+ &0 e
Donde;

Yij = Variable respuesta

U = Media general del experimento

ri= Efecto del j-ésimo tratamiento

&jy= Error experimental asociado a la j-ésima unidad experimental que recibe el i-
ésimo tratamiento

nk(j = Error de muestreo asociado a la k-ésima muestra.

Los datos recolectados fueron sometidos a pruebas de Normalidad (Chi-Cuadrado,
Shapiro-Wilk, Z para sesgo), Homogeneidad de Varianzas (Bartlett) e
Independencia (Durbin-Watson), una vez realizada la verificacién de los supuestos
estadisticos fue necesario realizar la transformacion de los datos de la variable peso
mediante el modelo de Tasa de crecimiento simple con el objetivo de cortar la
autocorrelacion entre los datos recolectados y linealizar el modelo; finalmente se
realizd6 un Analisis de Varianza (ANOVA) teniendo en cuenta un nivel de
significancia a= 0,05. Todos los analisis re realizaron utilizando el paquete
estadistico Statgraphics Centurion. En los resultados se presentan las medias de
cada tratamiento para cada variable estudiada + Desviacion estandar (DE).

En el caso de la variable Supervivencia, se aplicé la prueba de Bran-Snedecor, la
cual tiene Chi-cuadrado como estadistico de prueba, para comparar las
proporciones de la variable binomial. La estimacién del estadistico de prueba se
realiza mediante el siguiente modelo:

, _ Xaipl-Ip-Xal
¢ Pq
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Donde;

xZ = Chi-cudadrada calculada

ai = Numero de éxitos

pi = Probabilidad de éxitos

p = Probabilidad de éxitos cuando ai tiende al infinito

g = Probabilidad de fracasos cuando aitiende alinfinito (1 — p)

4.8.1 Tratamientos. Se evalué cinco tratamientos con cuatro réplicas por
tratamiento, distribuidos de la siguiente manera:

Tabla 1. Tratamientos experimentales relacionados con la distribucion del
alimento mas probidtico en los tratamientos

Tratamiento O Alimento sin probidtico

Tratamiento 1 Alimento con probidtico comercial

Tratamiento 2 Alimento + aislado de Bacillus sp. 200000 UFC

Tratamiento 3 Alimento + aislado de Lactobacillus sp. 200000 UFC
Alimento + Lactobacillus sp. + Bacillus sp. con 200000

Tratamiento 4
UFC

La concentracién de unidades formadoras de colonias (UFC) de Bacillussp. y
Lactobacillus sp. fue de un minimo de 200.000 por ml.

4.8.2 Formulacion de hipotesis.

Hipdtesis nula (Ho). No existen diferencias significativas en el efecto medio de los
tratamientos sobre las diferentes variables.
Ho: 1, = ‘L'j;i #J,1,j=0,1,2,3

Hipodtesis alterna (H1). Al menos uno de los tratamientos tiene un efecto medio
sobre las variables en evaluacion.

Ho: 1; #+ Tj;i *J,1,j=0,1,2,3
Las variables a evaluar fueron:
Incremento de peso semanal (IPS): que permite registrar en gramos (g) la
ganancia de peso de la poblacién con relacion a la semana inmediatamente anterior

mediante la siguiente formula:

IPS = FP — IP
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Modelo de Tasa de crecimiento simple (TCS): puede determinar la ganancia de
peso diaria promedio expresada como porcentaje; se calcula mediante la siguiente
formula:

_ Ln(Pf) — Ln(Pi)
t

TCS

Donde: TCS= Tasa de crecimiento simple; Pf= Peso final de los alevinos (g); Pi=
Peso inicial de los alevinos (g); T= Periodo de tiempo en dias.

Porcentaje de Supervivencia (% S): mediante el cual se calculé en porcentaje el
nimero de individuos vivos en un periodo de tiempo con la siguiente formula:

%s = L 100
= — %
> T NI

Dénde: %S= porcentaje de supervivencia; NF= Numero de individuos
sobrevivientes al final del periodo de estudio; NI= NUumero inicial de individuos en el
periodo de estudio.

Conversion Alimenticia Aparente. Se calcula aplicando la férmula descrita por
Castell y Tiews!3, Segun Aguilal4?, este parametro permite determinar la efectividad
de los alimentos suministrados.

Cantidad de alimento consumido
CAA =

Incremento de la biomasa

Relacion beneficio/costo (RBC): que permitid determinar si la produccion era
aceptable o no desde el punto de vista técnico utilizando un indicador que expresa
el nivel de rentabilidad, donde B/C > 1 es aconsejable, B/C =1 es indiferente y B/C
< 1 no es aconsejable.

139 CASTELL JDy TIEWS K. Reportof the European Inland Fisheries Advisory Commission EIFAC, International
Union of Nutritional Sciences-IUNS and International Cake Exploration Societé-ICES Working group on the
standarization of methodologyin fish nutrition research. Hamburg, Alemania, 1980.

140 AGUILA, Magdalenay RUIZ, Alan. Efecto de una dieta basada en insumos vegetales en el crecimiento de
juveniles de Colossoma macropomum en crianza, Yurimaguas - Loreto, 2015. Trabajo de grado bidlogos
acuicultures. Yurimaguas: Universidad Nacional de la Amazonia Peruana. Facultad de ciencias biolégicas,
2016. 27 p. Disponible en internet:
<http:/frepositorio.unapiquitos.edu.pe/bitstream/handle/lUNAP/4449/Magdalena_Tesis_Titulo_2016.pdf?seque
nce=1&isAllowed=y>
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA
DE CEPAS AISLADAS CON POSIBLE POTENCIAL PROBIOTICO

La cepa niumero 1 corresponde al género Bacillus sp., (Figura 4), en esta se
encontraron colonias grandes con tincion de Gram positiva, en forma circular, borde
encorvado, elevacién plana y un comportamiento con la luz opaca, y en las
particularidades microscopicas, bacilos alargados.

La cepa numero 2 (Figura 5) pertenece también al género Bacillus sp., en las
caracteristicas macroscoOpicas se destacan colonias pequefias puntiformes con
borde liso, elevacién plana y opaca, en su caracteristica microscopica se encuentra
gue son bacilos pequefios.

A continuacidn, se indica la evidencia fotografica obtenida mediante visualizaciones
microscopicas realizadas durante el periodo de estudio.

Figura 4. Bacillus sp. (Cepal)

Tincion de Gram 40X Tincion de esporas 100X

Figura 5. Bacillus sp. (Cepa?2)

Tincién de Gram 40X Tincién de esporas 40X

56



Las cepas seleccionadas para la identificacién de Lactobacillus sp. (Cepas 3 y 4)
(Figuras 6y 7) presentaron caracteristicas macroscopicas propias del género, es
decir, para el caso de la cepa 3, se observan colonias pequeias, opacasy circulares
con borde liso, para el caso de la cepa 4 se encontraron colonias irregulares con
alta elevacion.

Figura 6. Lactobacillus sp. (Cepa 3)

Tincion de Gram 40X Tincion de esporas 100X

Figura 7. Lactobacillus sp. (Cepa 4)

Tincién de Gram 40X Tincién de esporas 100X

Para tener certeza de que las cepas aisladas eran Bacillus sp. y Lactobacillus sp.,
se realizaron comparaciones morfolégicas y bioquimicas con cepas de referencia
Bacillus cereus y Lactobacillus casei, tomadas del cepario de la Universidad de
Narifio y Universidad Mariana respectivamente, dando resultados similares a las
bacterias obtenidas en el presente estudio.
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5.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS CEPAS CON POSIBLE POTENCIAL
PROBIOTICO

Tabla 2. Resultados pruebas bioquimicas de cepas aisladas y cepas de

referencia
Prueba TSA MRS
Bioauimi Cepa Cepa Bacillus Cepa Cepa Lactobacillus
quimica ;
1 2 cereus 3 4 casei
Tinciéon de Gram + + + + + +
Tincién de
+ + + - - -
endospora
Catalasa +D +D +D - - -
Oxidasa - - - - R -
Sulfuro - - - - R .
SIM Indol - - - - R .
Motilidad + + + - - R
TSI A/IA A/A A/K A/A K/K K/K
Mac Conkey - - - - - -

* +D: Positivo deficiente.

Las pruebas bioquimicas realizadas son respaldadas por Ochoa y Olmos4!, donde
mencionan que la caracterizacion morfolégica y las pruebas bioquimicas realizadas
son suficientes para afirmar que es un Bacillus sp. Los resultados obtenidos para el
caso de los Lactobacillus, son amparados por Moreno!4? y Rodriguez et al'43, donde
se verifica que coinciden con la descripcidn rexportadas en sus investigaciones.

5.3 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) OBTENIDAS EN CADA
DILUCION Y CINETICA DE CRECIMIENTO

En la Tabla 3 se indican los resultados de las diluciones seriadas 24 horas después
de la siembra de los in6culos con el fin de determinar la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC).

141 OCHOA, Leonel y OLMOS, Jorge. The functional property of Bacillus for shrimp feeds. En: Revista Food
microbiology. Octubre, 2006. vol. 23, no. 6, p. 519-525.

142 MORENO, Lizeth. Aislamiento y Seleccién de Lactobacillus sp. con potencial probidtico a partir de pan de
abejas. Trabajo de grado de Magister en Ciencias -Microbiologia. Bogota: Universidad Nacional de Colombia.
Facultad de Ciencias,2012.17 p.

143 RODRIGUEZ, Icela; SALAZAR, Marco y VILLALOBOS, Eduard. Lactobacillus spp. del tracto intestinal de
Gallus gallus con potencial probiético. En: Revista cientifica de la Facultad de Ciencias Biolégicas — REBIOL.
Diciembre,2012.vol. 32, no. 2, p. 67
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Tabla 3. Unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas en cada dilucién

S Bacillus sp. Lactobacillus sp.
Dilucion Cepal Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4
101 >300 >300 >300 200
10?2 102 200 >300 <30
103 <30 220 236 0
104 >300 <30 <30 0

Figura 8. Lectura de Unidades Formadoras de Colonias. A. Bacillus sp.
cepa l. B. Bacillus sp. cepa 2. C. Lactobacillus sp. cepa 3. D. Lactobacillus
Sp. cepa 4.
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Los resultados de la cinética del crecimiento bacteriano se indica en las Figuras 9y
10, donde se observa la fase de adaptacion, fase exponencial y estacionaria de las
cepas Bacillus sp. y Lactobacillus sp. respectivamente.

Figura 9. Cinética de crecimiento bacteriano Bacillus sp.cepaly 2

4,0
3,5
3,0
25

2,0
15 == Bacillus cepa 1

10 == Bacillus cepa 2

Absorvancia (nm)

0,5
0,0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Tiempo (horas)
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Figura 10. Cinética de crecimiento bacteriano Lactobacillus sp. cepa3y 4

1,8
1,6
14
1,2

0,8
0,6 == | actobacillus cepa 3
0,4

0.2 Lactobacillus cepa 4

Absorvancia (nm)

J/

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Tiempo (horas)

5.4 INCREMENTO DE PESO

Los pesos iniciales promedio de cada tratamiento fueron de To= 0,615 = 0,03 g; T1=
0,56 = 0,09 g; T>= 0,605 + 0,09 g; T3= 0,551 + 0,09 gy T4= 0,536 + 0,11 g (Anexo
A) donde no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos al inicio del
estudio con 95% de confiabilidad (p>0,05) (Anexo B). En la Figura 11, se observa
el incremento de peso promedio de cada uno de los tratamientos, dando como
resultado To= 3,22 + 0,26 g; T1i= 3,39 £ 0,56 g; T2= 4,24 + 0,71 g; T3= 3,47 £ 0,74 g
y Ta= 3,20 = 0,40 g (Anexo E). Mediante el analisis de varianza ANOVA por la
transformacion de datos con el modelo de Tasa de crecimiento simple (Anexo F) se
pudo determinar que no existen diferencias significativas entre los tratamientos con
95% de confiabilidad (p>0,05) (Anexo G).

Figura 11. Incremento de peso promedio por tratamiento (g)

I
QD
_'m
I
QD

Incremento de peso
promedio (g)
w

TO T1 T2 T3 T4
Tratamiento

Los datos expresan la media de Incremento de peso (g) = DE. Letras iguales
denotan que no existen diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos.
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5.4.1 Tasa de crecimiento simple de peso. En la Figura 12, se observa una tasa
de crecimiento simple de To= 2,9 + 0,02% diarios; T1i= 3,0 + 0,021% diarios; T2= 3,3
+ 0,017% diarios; T3= 3,1 £ 0,023% diarios; T4a= 3,1 + 0,020% diarios (Anexo H).
Mediante el andlisis de varianza ANOVA se pudo determinar que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos con 95% de confiabilidad (p>0,05)

(Anexo G).

Figura 12. Tasa de crecimiento simple para peso

0,06 a
a a
0,05 a a
— 0,04 [
8
S 0,03
RS
v 0,02
O
= 0,01
0
TO T1 T2 T3 T4
Tratamiento

Los datos expresan la media de Tasa de crecimiento simple (g/dia) + DE. Letras
iguales denotan que no existen diferencias significativas (p>0,05) entre
tratamientos.

5.5 SUPERVIVENCIA

Tal como se puede observar en la Figura 13, el porcentaje de supervivencia para
cada uno de los tratamientos fue de To= 81,25 + 2,94%; T1i= 75+ 1,83%; To= 77,34
+ 1,50%; T3= 79,69 + 3,87% y para Ta= 81,25 + 2,71%; siendo en promedio de
supervivencia del 78,91% (Anexo ).

De acuerdo con la prueba de Brand-Snedecor, no existen diferencias significativas
(p>0,05) en el efecto de los tratamientos sobre la supervivencia (Anexo J).
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Figura 13. Supervivencia en los tratamientos
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Los datos expresan la supervivencia (%) + DE. Letras iguales denotan que no
existen diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos.

5.6 CONVERSION ALIMENTICIA APARENTE (CAA)

Se obtuvo una conversion alimenticia total para cada tratamiento de To= 3,55 con
una mediade 3,60 £ 0,48; T1= 4,45 con una media de 4,58 +1,42; T>= 3,30 con una
media de 3,32 + 0,19; T3= 3,32 con una media de 3,38 + 0,59 y T4= 3,44 con una
media 3,46 = 0,77 (Figura 14) (Anexos L, M). Por medio de la prueba estadistica de
Kruskal-Waliis se logré determinar que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos con un 95% de confiabilidad entre los tratamientos (p>0.05) (Anexo N).

Figura 14. Conversion alimenticia aparente (CAA)
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Los datos expresan la media de Conversion Alimenticia Aparente + DE. Letras
iguales denotan que no existen diferencias significativas (p>0,05) entre
tratamientos.
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5.7 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA

5.7.1 Temperatura. Durante la investigacion la temperatura de las réplicas 1 para
cada uno de los tratamientos tuvo un valor promedio de 26.8°C para el To, 26.4°C
para el T1, 26.5°C para el T2, 26.4°C para el Tz y 26.8°C para el T4 (Anexo O).

Figura 15. Comportamiento semanal de temperatura
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5.7.2 Oxigeno disuelto. Eloxigeno de las réplicas 1 durante el periodo de estudio

tuvo un promedio de 2.12 mg/L para el To, 1.97 mg/L para el T1, 1.8 mg/L para el Tz,
1.75 mg/L para el T3y 1.89 mg/L para el T4 (Anexo P).

Figura 16. Comportamiento semanal de oxigeno

3,50
300 |

3 250 | NN ——TOR1

g 200 /\/\ T1R1

§ 1,50 \' i ——ToR1

S 100 T3R1

S 050 T4R1
0,00

Semana

5.7.3 Potencial de Hidrégeno (pH). El promedio de pH fue de 5.87 para el To, 5.94
para el T1, 5.91 para el T2, 5.92 para el T3 y 5.85 para el T4 (Anexo Q).
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Figura 17. Comportamiento semanal de pH
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5.7.4 Nitritos. El nivel mas alto de Nitritos en el Sistema 1 se lo encontré alos 21
y 28 dias con un valor de 0.37 mg/L, por el contrario, el mas bajo se di6 a los 49
dias del periodo de estudio con un valor de 0.12 mg/L, con un promedio de 0,26
mg/L. Por otro lado, en el Sistema 2 se encontr6 un promedio de 0.13 mg/L, el valor
minimo y maximo fue de 0.07 mg/L a los 49 dias y de 0.20 mg/L a los 21 dias
respectivamente (Anexo R).

Figura 18. Cantidad de Nitritos en el agua
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5.7.5 Nitratos. EI comportamiento de Nitratos en el Sistema 1 fluctu6 entre 23.9

mg/L y 113.4 mg/L con un promedio de 70.02 mg/L; para el caso del sistema 2 se
encontré una fluctuacién entre 16.7 mg/L y 136.3 mg/L con un promedio de 65.08
mg/L (Anexo S).
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Figura 19. Cantidad de Nitratos en el agua
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5.7.6 Nitrégeno Amoniacal Total (NAT). Los valores de amonio para el Sistema
1 fluctuaron entre 0.029 mg/L y 0.6 mg/L, siendo este Ultimo un valor constante a
partir del dia 21 hasta el final del estudio, obteniendo un promedio de 0.48 mg/L. En
el sistema 2 se encontré un valor minimo de 0.027 mg/L y un maximo de 0.6 mg/L,
teniendo asi un promedio de 0.47 mg/L (Anexo T).

Figura 20. Cantidad de Nitrégeno Amoniacal Total en el agua
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5.8 RELACION BENEFICIO/COSTO

Para el analisis de esta variable, se tuvieron en cuenta los costos de los alevinos de
tilapia toja, el balanceado comercial y el probiético, ademas del costo de la energia,
gue se determind teniendo en cuenta la capacidad del blower, las unidades del
laboratorio y el costo de energia kW/h (Anexo V).

En la Tabla 4 se presentan los costos parciales de los diferentes insumos e
implementos que se utilizaron durante la investigacion.
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Tabla 4. Costos parciales en la investigacion

RUBROS CANTIDAD COSTOS UNITARIOS ($) TOTAL (3) (%)
Animales 680 250 170000 8.90
Concentrado
comercial (kg) 3 2500 7500 0.39
Probidtico
comercial (g) 1 120000 120000 6.28
Bolsas plasticas 4 600 2400 0.13
Manguera de
aireacion (m) 5 5000 25000 1.31
Tubo PVC 1" 1 18000 18000 0.94
Tubo PVC 1/2" 2 10000 20000 1.05
Codos 1/2" 15 200 3000 0.16
TPVC 1" 5 1000 5000 0.26
TPVC 1/2" 10 200 2000 0.10
Llaves de paso 20 2500 50000 2.62
Limpiador PVC 1 3000 3000 0.16
Pegante PVC 1 5000 5000 0.26
Cinta teflén 4 700 2800 0.15
Tarros plasticos
(40 L) 20 45000 900000 47.12
Peroxido de 1 16000 16000  0.84

hidrogeno (Gal)

Al igual que en las demas variables estudiadas las diferencias numeéricas
presentadas no permiten recomendar uno u otro tratamiento, por cuanto, el calculo
final del valor de los ingresos reportados, como se observa en la Tabla 5, se infiere
de la variable supervivencia en la cual no se presentaron diferencias estadisticas.
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Tabla 5. Relacién Beneficio /Costo

NUmero Precio Ingreso
Tratamiento Costo Animal de Bruto Ingreso  Beneficio
Total ($) Venta Neto ($) / Costo
es () $)
To $33,838 104 $500  $52,000 $18,161 1.54
T1 $33,758 96 $500  $48,000 $14,241 142
T2 $33,837 99 $500  $49,500 $15,662 1.46
T3 $33,802 102 $500  $51,000 $17,197 151
Ta $33,799 104 $500  $52,000 $18,200 154
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Segun Apun et al'#4, en los Ultimos afios, se ha presentado elevado interés en el
uso de bacterias probidticas en acuicultura para mejorar resistencia a enfermedades
y crecimiento de cultivos asi como también la calidad de agua. A este respecto, en
la presente investigacion se aislaron cuatro cepas de bacterias con posible potencial
probidtico (Bacillus sp. y Lactobacillus sp.) del tracto gastrointestinal de tilapia
(Oreochromis sp.) y se evalu6 el efecto de ellas en diferentes variables zootécnicas
bajo condiciones de acuario, observandose que los resultados obtenidos difieren de
lo reportado por diferentes autores, pero también se observaron concordancias con
investigaciones en las cuales tampoco se evidenciaron de manera clara los efectos
probidticos de las bacterias en evaluacion.

Ademas Apun et al'#®, afirma que en la actualidad los Lactobacillus y Bacillus son
las bacterias mas comunmente utilizadas para mejorar las condiciones de cultivo,
los lactobacilos han sido considerados como probiéticos, mientras que los bacilos
han sido contemplados como agentes de biorremediaciéon y ambos tienen la
capacidad de inhibir posibles bacterias patdogenas.

Sin embargo, tal como se mencioné anteriormente, en la presente investigacion no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las variables
evaluadas, estos resultados son respaldados por los estudios de Dixon y
Ramirez!#¢, y Ridha y Azad!¥’, donde aseguran que posiblemente la
suplementacion con probidticos sea necesaria por un ciclo de tiempo mas largo
para obtener una mejora significativa en cuanto al peso, debido a que se requiere
de cierto periodo de tiempo para que las bacterias suplementadas colonicen y se
establezcan en el intestino para optimizar los procesos digestivos proporcionando
enzimas que ayuden en la extraccion de mas nutrientes de los alimentos y por lo
tanto, mejorar la utilizacion y asimilacion de los mismos.

En cuanto al incremento de peso, Ridha y Azad'*® no obtuvieron diferencias
estadisticas significativas en incremento de peso de Oreochromis sp. al utilizar una
dieta con un alto porcentaje de proteina cruda incluyendo bacterias potencialmente
probidticas (Bacillus sp. y Lactobacillus sp.), sin embargo, Flérez et all*®y Tian et

144 APUN, Juan, et al. Effect of potential probiotic bacteriaon growth and survival oftilapia Oreochromis niloticus
L., cultured in the laboratory under high density and suboptimum temperature. En: Journal. Aquaculture
Research. Mayo, 2009.vol. 40, no. 8, p. 891.

15 |bid., p. 891

146 DIXON, Beverly y RAMIREZ, Rachel. Enzyme production by obligate intestinal anaerobic bacteria isolated
from oscars (Astronotus ocellatus), angelfish (Pterophyllum scalare) and southern flounder (Paralichthys
lethostigma). En: Aquaculture. Noviembre, 2003.vol. 227, no. 1-4, p. 424.

1 RIDHA, Mohammad y AZAD, Ismail. Preliminaryevaluation of growth performance and immuneresponse of
Nile tilapia Oreochromis niloticus supplemented with two putative probiotic bacteria. En: Aquaculture Research.
Junio, 2012. vol. 43, no. 6, p. 850.

148 |bid., p. 846-847

149 F. OREZ, Johny ORDONEZ, JesUs. Evaluacion del efecto de un estimulante de crecimiento tipo probiético
en la fase de alevinaje de tilapia roja (Oreochromis sp.) bajo condiciones de laboratorio. Trabajo de grado
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al'®0 reportan diferencias significativas en esta variable al incorporar bacterias
probidticas al alimento con un alto porcentaje de proteina, demostrando que los
probidticos tienen la capacidad de resistir la accion enzimatica y mecénica del tracto
gastrointestinal, asi como también la facultad de generar un efecto benéfico
promoviendo el crecimiento y rendimiento de la tilapia.

Por otra parte, Merrifield et al®! discutieron la duraciéon de la suplementacion del
probidtico y declararon que la aplicacién a corto plazo tiene la ventaja de estimular
el sistema inmune por un periodo de tiempo limitado, mientras que la aplicacion
constante puede causar inmunosupresion, es asi como una aplicacion a un término
de tiempo corto del probidtico alternando con alimentacion normal podria mantener
la eficacia probidtica, estos aspectos necesitan estudios sistematicos para
desarrollar una aplicacién probiotica mas practica en un tiempo adecuado.

lgualmente, se debe tener en cuenta la dieta utilizada en el ensayo, ya que Limy
Welker®2 afirman que aunque no hay explicacion sobre la incidencia de los
probidticos suministrando alimento con un alto porcentaje de proteina, como es el
caso de este estudio, los probidticos pueden resultar ineficaces con los cambios de
la formulacion de la dieta, es por esto que el uso de probidticos necesita ser
reevaluado con alteraciones en la alimentacién y condiciones de cria, ademas de
gue la seleccion adecuada de probidticos es critica para el éxito en el crecimiento,
asi como también el uso de mas de una especie o tipo de probidtico con las
condiciones cambiantes y la etapa de desarrollo, debido a que segun Delaney et
al'53, en cierta fase de su crecimiento los animales no poseen el tracto digestivo
completamente desarrollado, lo que podria ser un limitante en el proceso de
colonizacion del intestino por parte de las bacterias.

Cabe mencionar que Delaney et al'>*, encontraron que Bacillus sp. agregado en el
alimento no mejora la supervivencia de Oreochromis sp., afirmando que estos
microrganismos no proporcionan efectos beneficiosos en la tilapia, un caso similar
se presentd en lo reportado por Campa et al*®®, quienes estudiaron el impacto de

Ingenieros en Produccién Acuicola. Pasto: Universidad de Narifio. Facultad de ciencias pecuarias,2014.73 p.
Trabajo de grado. Ingenieros en produccién acuicola. Universidad de Narifio. Facultad de ciencias pecuarias.
10 TIAN, Zigiang; WANG, Yanbo y ZHOU, Xuxia. Effect of treatmentwith probiotics as water additives on tilapia
(Oreochromis niloticus) growth performance and immune response. En: Fish Physiol Biochem. Abril, 2009. vol.
36, no. 3, p. 501-509.

151 MERRIFIELD, Daniel, et al. The current status and future focus of probiotic and prebiotic applications for
salmonids. En: Aquaculture. Abril, 2010.vol. 302, no. 1-2, p. 10.

152 | IM, Chhorn y WELKER, Thomas. Use of Probiotics in Diets of Tilapia. En: Aquaculture Research &
Development. Noviembre,2011.vol. 1, no. 14, p. 3.

153 DELANEY, Mary, LIM, Chhorn; SHELBY, Richardy YILDIRIM, Mediha. Effects of probiotic dietsupplements
ondisease resistance and immune response of young Nile Tilapia, Oreochromis niloticus. En: Journal of Applied
Aquaculture. Septiembre, 2008.vol. 18, no. 2, p. 31.

154 |bid., p. 30

155 CAMPA, Angel, et al. Effect of Pediococcus parwlus and Candida parapsilosis on growth and survival of
tilapia, Oreochromis niloticus and Oreochromis sp. En: African J-ournal of Microbiology Research. Junio, 2013.
vol. 7, no. 23, p. 2981.
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las bacterias probidticas acidolacticas incorporandolas en el alimento encontrando
como resultado ninguna accion 6ptima por parte de las bacterias, esto posiblemente
a que los efectos beneficiosos de los probidticos son temporales y estos deben
unirse al tracto intestinal y permanecer en el individuo para ejercer su funcion.

En este mismo sentido es oportuno mencionar que los probioticos adjuntos deben
multiplicarse para influir en la microbiota gastrointestinal de su huésped, algo que
no se encontré en un estudio realizado por He et al'6, donde descubrieron que en
el tracto digestivo de juveniles de tilapia, la abundancia relativa de algunas cepas
de lactobacilos se rechazd o desaparecio, es por esto que estos autores, asi como
también Lim y Welker®’, aseguran que se debe tener en cuenta el nivel o cantidad
utilizada de probioticos y recomiendan mantener la poblacién de probidticos utiles
en el aparato digestivo y también determinar las especies microbianas que podrian
ser mas adecuadas para la suplementacién dietética para obtener resultados
eficaces.

En el presente estudio se utilizaron poblaciones de 2x10° UFC/g menores a las
empeladas por Castex et all®8, (2,81x10%® UFC/g) quienes no obtuvieron ningun
resultado positivo en el rendimiento del crecimiento de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus), a diferencia de las usadas por Selim y Reda'®®, (1x10% UFC/g) que
consiguieron mejores porcentajes de supervivencia relativa que el tratamiento
control, efecto que también es reportado por Jo et al'®0, quienes comprobaron que
las células probidticas introducidas en el alimento, mejoran el sistema inmune
inespecifico y por tanto, optimizan ligeramente la supervivencia de la tilapia, lo
anterior es apoyado por Alil et al'®?, los cuales incorporaron cantidades de 8,5x106
UFC/g y 2,5x107 UFC/g, encontrando que no hubieron diferencias significativas en
conversion alimenticia aparente al igual que en el presente estudio, ademas
observaron que los peores resultados se obtuvieron en los tratamientos a los que
se les suministré la mayor cantidad de probidtico, dado que la ingesta de alimento
aumentd gradualmente a medida que el nivel de incorporacion de probidticos
aumentaba, pues seglin Elam!%? |os probidticos podrian probablemente haber

1% HE, Suxu; LIU, Wenshu; RAN, Chao; WANG, Wenwen; YANG, Yaling y ZHOU, Zhigang. Effects of dietary
scFOS and lactobacilli on survival, growth, and disease resistance of hybrid tilapia. En: Aquaculture. Marzo,
2017.vol. 470, no. 50-55, p. 13-16.

157 LIM y WELKER, Op. cit., p. 2-6.

1% CASTEX, M., et al. Probiotic Pediococcus acidilactici modulates both localised intestinaland peripheral-
immunityin tilapia (Oreochromis niloticus). En: Fish & Shellfish Immunology. Julio, 2013.vol. 35, no. 4, p. 1097-
1104.

159 SELIM, Khaled y REDA, Rasha. Improvement of immunity and disease resistance in the Nile Tilapia,
Oreochromis niloticus, by dietary supplementation with Bacillus amyloliquefaciens. En: Fish & Shellfish
Immunology. Marzo, 2015.vol. 44, no. 2, p. 496-503.

160 JO, Jae-Yoon, et al. Use of live and dead probiotic cells in tilapia Oreochromis niloticus. En: Fisheries Science.
Enero, 2006.vol. 72, no. 4, p. 755-766.

LALIL, H., et al. Practical aspects andimmune response of probiotics preparations supplementedto Nile Tilapia
(Oreochromis Niloticus) diets. En: Nature and Science. 2010. vol. 8, no. 5, p. 39-43.

162 ELLAM, Talib. Effect of biogen and bio-mos on growth performance, production and some biochemical
changes in Oreochromis Niloticus and Mugil Cephalus. En: First Scientific Conference of FVM. (1-4, septiembre:
Moshtohor, Egipto). 2004.p. 4.
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estimulado el apetito de los peces y aumentado palatabilidad de los alimentos
ofrecidos.

Las anteriores consideraciones bajo las cuales se aborda la discusion de este
trabajo permite concluir que la dosis de probiéticos debe definirse cuidadosamente
para evitar una dosificacion excesiva con resultados menos eficientes y en
consecuencia costos innecesarios, por su parte Aly et al'®3, informaron que bajas
dosis de probiéticos inducen a aumentos significativos de peso después de dos
meses de aplicacién del producto.

De la misma manera, Garcia y Menezes,'%4, tampoco encontraron diferencias en
CAA en la adicion de probidticos debido probablemente a que el tiempo de uso de
los probidticos no fue el suficiente (113 dias) para que las bacterias puedan
establecerse y reproducirse y de esta manera generar efectos positivos; lo anterior
también es afirmado por Albuquerque et al'%®, quienes no observaron diferencias
estadisticas al suministrar probioticos mediante el alimento por 42 y 70 dias
respectivamente en dos diferentes ensayos y sugieren un mayor tiempo de cultivo
u otra forma de administracion del producto (a través del agua o combinacién entre
suministro mediante el agua y alimento), ademas mencionan que los efectos
positivos de los probidéticos en el desempefio productivo de los animales no siempre
son evidentes, esto puede estar relacionado con las caracteristicas de cada
probidtico utilizado o el nivel de estrés al que estan los animales, como son las
condiciones de acuario.

Cabe anotar y no se podria dejar de mencionar a Ridha y Azadl%6, quienes si
obtuvieron resultados positivos con respecto a probioticos, ya que ellos al evaluar
el efecto de la alimentacién de tres probidticos, dos de ellos autéctonos (Bacillus
subtilis, Lactobacillus acidophilus) y uno comercial, ensayandolos de manera
independiente y combinados en el crecimiento de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus) encontraron una mejora en crecimiento para el tratamiento donde las
diferentes bacterias probiéticas estaban combinadas, indicando que una mezcla de
bacterias probioticas tiene mayor potencial para mejorar el crecimiento de la tilapia
gque una sola bacteria, dado que las especies bacterianas individuales eran
insuficientes para producir un aumento significativo en el crecimiento y conversion

163 ALY, Salah; MOHAMED, Fathi y JOHN, George. Effect of probiotics on the survival, growth and challenge
infection in Tilapia nilotica (Oreochromis niloticus). En: Aquaculture Research. Marzo, 2008. vol. 39, no. 6, p.
652-654.

164 GARCIA, Niltony MENEZES, Daniel. Quantification of intestinal bacteria, operating costand performance of
fingerlings Nile tilapia subjected to probiotics. En: Latin American Journal of Aquatic Research. Mayo, 2015.vol.
43,no0.2,p. 367-373.

165 AL BUQUERQUE, D. et al. Desempenho e proporcdo sexual de tilapia vermelha sob ainclusdo de probidtico
em agua mesohalina. En: Archivos de zootecnia. 2010.vol. 59, no. 227, p. 407-411.

166 RIDHA, Mohammad y AZAD, Ismail. Effect of autochthonous and commercial probiotic bacteria on growth,
persistence, immunity and disease resistance in juvenile and adult Nile tilapia Oreochromis niloticus. En:
Aquaculture Research. Marzo, 2015. vol. 47, no. 9, p. 6-9.
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alimenticia, segin Chansue et al'®’ tal mejora en crecimiento es probablemente
causada por el aumento en la tasa de absorcién de nutrientes gracias al aumento
de las vellosidades intestinales y los procesos digestivos mejorados por varias
enzimas digestivas, ademas Ridha y Azad!®® mencionan que las bacterias
intestinales autéctonas tendrian mas persistencia en el intestino siendo mas
efectivas que los probiéticos comerciales.

Por otra parte, es importante abordar la discusion relacionada a factores fisico-
guimicos bajos los cuales se desarrolld el presente ensayo; dado que como
mencionan Azaza et al'®® el crecimiento, la conversion alimenticia y supervivencia
de los peces es un proceso complejo afectado por muchos factores, entre ellos el
ambiental. Dos Santos et al*’? afirman que la temperatura 6ptima para alimentacion,
crecimiento y supervivencia oscila entre 22°C y 30 °C, rango en el que se encontrd
dicho parametro durante el periodo de éste estudio (26°C a 27°C), indican también
gue la tasa de crecimiento y supervivencia alcanza su maximo rendimiento a los
30°C, debido a que segin Caulton'’, los peces que se alimentan a temperaturas
mas bajas tienen una ingesta diaria menor que los peces alimentados a
temperaturas mas altas, ya que a temperaturas mayores asimilan mas
eficientemente los alimentos, por lo dicho anteriormente, se puede afirmar que el
desempefio en incremento de peso y supervivencia no se vié afectada directamente
por este parametro, puesto que los valores en los diferentes tratamientos fue similar
entre ellos y como Lopezl’2 manifiesta, los valores encontrados son considerados
como temperaturas efectivas para especies de aguas célidas como las tilapias y no
pudieron haber interrumpido la digestibilidad de los animales y aprovechamiento de
nutrientes ya que de acuerdo con Azaza et all’3, éstos procesos se realizan de
manera efectiva desde los 25°C.

Castillo'™# menciona que el oxigeno disuelto es uno de los parametros de gran
importancia al igual que la temperatura en un sistema de cultivo, el rango éptimo
esta por encima de los 4 mg/L. Los valores obtenidos al inicio del ensayo fueron
cercanos al valor minimo recomendado por el autor, sin embargo, empezaron a
disminuir ligeramente con el tiempo, esto se debid0 seguramente a que como

167 CHANSUE, N., et al. Modulation of intestinal morphologyand immunityin nile tilapia (Oreochromis niloticus)
by Lactobacillusrhamnosus GG. En: Researchin Veterinary Science. Diciembre,2011.vol. 91, no. 3, p. €96.
168 RIDHAY AZAD. Effect of autochthonous and commercial probiotic bacteriaon growth, persistence, immunity
and disease resistance in juvenile and adult Nile tilapia Oreochromis niloticus. Op. cit., p. 8.

169 AZAZA, M; DHRAIEF, My KRAIEM, M. Effects of water temperature on growth and sex ratio of juvenile Nile
tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus) rearedin geothermal waters in southern Tunisia. En: Journal of Thermal
Biology. Febrero, 2008. vol. 33, no. 2, p. 98-103.

10 DOS SANTOS, Bruno; ASSUNCAO, Edsony SILVA, Maeli. Growth curves of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) strains cultivated atdifferenttemperaturas. En: Acta Scientiarum An imal Sciences. Septiembre, 2013.
vol. 35, no. 3, p. 237.

171 CAULTON, M. The importance of habitat temperatures for growth in the tropical cichlid Tilapia rendalli
Boulenger. En: Journal of Fish Biology. Julio, 1978. vol. 13, no. 1, p. 109.

172 | OPEZ, Jorge. Nutricidn Acuicola: Fisiologia digestiva de los organismos hidrobiolégicos de cultivo. Pasto,
Colombia: Universidad de Narifio. p. 18.

173 A7ZAZA, DHRAIEF y KRAIEM. Op. cit., p. 102.

174 CASTILLO. Op. cit., p. 43-44.

74



menciona Yuan et all’>. Por otra parte, Cantor!’®, manifiesta que otros de los
factores que influyen en la disminucién del oxigeno son la descomposicion de la
materia organica, alimento no consumido, heces, animales muertos, entre otros. Asi
mismo Muangkeow et all’’ menciona que los niveles bajos de oxigeno se debe a
gue el fitoplancton consume oxigeno, asi como la respiracién de los peces. No
obstante, Valenzuela et al'’® asegura que la Tilapia tiene una tolerancia a bajas
concentraciones de oxigeno disuelto, incluso, teniendo una presion parcialmente
baja es capaz de saturarse de Oxigeno y mas aun, de reducir su consumo si la
concentraciéon es inferior a 3 mg/L, 0 menos, usando un metabolismo semi-
anaerobio, valores en los cuales oscilaba este parametro al final del periodo
experimental.

Los valores de pH presentaron una leve variacion y oscilaron entre 5.85 y 5.94,
estos rangos estan por debajo de los adecuados para el cultivo de esta especie, de
acuerdo a Cantorl’®, debido que el rango deseable para el mantenimiento de
Oreochromis sp, esta entre el 6.5y 9, sin embargo Fleckenstein et al'®, y Lépez et
al'81, mencionan que el pH del agua tiende a disminuir posiblemente por una mayor
cantidad total de actividad y nitrificacion bacteriana en los sistemas SRA,
consumiendo (CaCO:s) y produciendo diéxido de carbono lo que hace que el agua
sea mas &cida.

Los nitritos presentes en el agua se encontraron por encima de lo recomendado por
Nicovital®?, quien afirma que se deben mantener por debajo de 0,1 mg/L, no
obstante, segun Fleckenstein et al'®3, los alevines de tilapia son resistentes a altos
niveles de nitrito, especialmente con cloruro presente. En cuanto a los nitratos
Monsees et al'®*, aseguran que deben oscilar entre 10 mg/L y 500 mg/L en cultivos

175 YUAN, Derun, et al. Effects of addition of red tilapia (Oreochromis spp.) at different densities and sizes on
production, water quality and nutrient recovery of intensive culture of white shrimp (Litopenaeus vannamei) in
cementtanks. En: Aquaculture. Enero, 2010.vol. 298, no. 3, p. 233.

1% CANTOR, Fernando. Manual de produccién de Tilapia. Secretaria de Desarrollo Rural de Puebla. Puebla,
México. 2007.p. 24. Disponible eninternet: <https://es.slideshare.net/ JICAMILOMOR/manual-de-produccin-de-
tilapia>

177 MUANGKEOW, Banchuen, et al. Effects of white shrimp, Litopenaeus vannamei (Boone), and Nile tilapia,
Oreochromis niloticus L., stocking densityon growth, nutrientconversion rate and economic return in integrated
closed recirculation system. En: Aquaculture. Septiembre, 2007.vol. 269, no. 1-4, p. 372.

178 VALENZUELA, Ricardo; MARTINEZ, Paula'y AREVALO, John. Evaluacién preliminar de un sistema de
recirculacién de aguas para un prototipo implementado en la produccion de tilapiaroja (Oreochromissp.). En:
Ingenieriay region. Abril, 2017.vol. 18, no. 2. p. 3.

1% CANTOR, Fernando. Op. cit., p. 31-33.

180 FLECKENSTEIN, Leo; TIERNEY, Thomasy RAY, Andrew. Comparing biofloc, clear-water, and hybrid
recirculating nursery systems (Part Il): Tilapia (Oreochromis niloticus) production and water quality dynamics.
En: Aguacultural engineering. Junio, 2018.vol. 82, no. 80-85,p. 11.
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vol. 54, no. 22-28,p. 26.
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18 MONSEES, Hendrik, et al. Chronic exposure to nitrate significantly reduces growth and affects the health
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intensivos de tilapia en sistemas SRA rango en el que se encontr6 este parametro
en los dos sistemas siendo su valores maximos de 113,4 mg/L para el sistema 1y
136,3 mg/L para el sistema 2. Por su parte los valores de Nitrdgeno Amoniacal Total
(NAT) al principio del estudio, se encontraron por debajo de los aconsejados por El-
Shafai etall85, quienes mencionan que la concentracion maxima tolerable para, para
alevines de Oreochromis sp. es de 0,1 mg/L.

Finalmente, aunque en este bioensayo los datos analizados no presentan
diferencias estadisticas entre la inclusion de las bacterias potencialmente
probidticas frente al tratamiento control, se podria considerar que un efecto benéfico
de estos microorganismos, es que al ser suministrados junto con el alimento, estas
colonizan el intestino de los pecesy de esta manera puede disminuir el consumo de
alimento, gracias a esto resultara menos materia organica, reduciendo asi, los
posibles efluentes de la acuicultura, ademas, pueden controlar la aparicion de
patologias y enfermedades tal como lo afirma Jiménez y Gunther!®, puesto que
segln Bylund et al'8’, al alimentar a los peces con bacterias probidticas, estas
también estaran presentes en el agua circundante y podran también colonizar la piel
del pez y otras partes del cuerpo, gracias a que de acuerdo con Barros et al'88, los
probidticos pueden funcionar como inmunoestimulantes, esto puede explicarse por
el hecho de que los microorganismos son capaces de descomponer las moléculas
de macronutrientes y convertirlos en aminoacidos, acidos grasos y carbohidratos
sencillos. No obstante, Cha et al'®®, manifiestan que se dificulta deducir una
conclusién sélida o de proporcionar recomendaciones con algin grado de certeza
sobre el efecto real de los probidticos en el crecimiento de la tilapia y los peces en
general ya que existen numerosas variables involucradas como son tipo de
probidtico utilizado, dosisy duracién, método de aplicacion del probidtico, especies
de cepas y peces, tamafio y edad de los peces, parametros de la calidad del agua,
densidad de poblacion, factores del régimen de alimentacion, el sistema de cultivo
utilizado y otros factores desconocidos y por tanto estos elementos conduciran a
resultados variables y hara mas dificil una comparacion.

En cuanto a la relacion Beneficio/Costo, es posible afirmar que aunque se
encontraron diferencias estadisticas leves en la rentabilidad entre los tratamientos

185 EL-SHAFAI, Saber; EL-GOHARY, Fatma; GIJZEN, Huub; NASR, Fayza y PETER VAN DER STEEN, N.
Chronicammonia toxicityto duckweed-fed tilapia (Oreochromis niloticus). En: Aquaculture. Abril. 2004.vol. 232,
no. 1-4,p. 118.

18 JIMENEZ, Ricardo y GUNTHER, Jorge. Efecto del probidtico Bacillus subtilis sobre el crecimiento y
alimentacion de tilapia (Oreochromis niloticus) y langostino (Macrobrachium rosenbergii) en laboratorio. En:
Revista de biologia tropical. Diciembre, 2004.vol. 52, no. 4, p. 937-942.

187 BYLUND, Goran, et al. Protection of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) from furunculosis by Lactob acillus
rhamnosus. En: Aquaculture. Julio, 2001.vol. 198, no. 3-4, p. 235.

18 BARROS, Margarida; HISANO, Hamilton; NARVAEZ, William y PEZZATO, Luiz. Desempenho produtivo de
alevinos de tildpia-do-nilo alimentados com levedura e derivados. En: Pesquisa Agropecudria Brasileira. Julio,
2007.vol. 42,no0. 7, p. 1037-1041.

189 CHA, Ji, etal. Evaluations of Bacillus spp. as dietary additives on growth performance, innate immunityand
diseaseresistance ofolive flounder (Paralichthys olivaceus) against Streptococcus iniae and as water additives.
En: Aquaculture. Julio, 2013. vol. 402-403, p. 53-55.
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gque contenian probidticos a excepcion del Ta, frente al tratamiento control,
probablemente estas no estan relacionadas directamente con la incorporaciéon de
estos microorganismos, sino que estos resultados estdn asociados a variables
dependientes como es la supervivencia, debido a que para cada tratamiento el
nimero de animales finales fue diferente, portanto, se dificulta definir si alincorporar
bacterias probioticas se va a obtener mayor o menor rentabilidad, sin embargo
Castillo et al'® y Cardenas et al'®l, demostraron que mediante la incorporacion de
probidticos en la alimentacion de alevinos de tilapia roja se podrian obtener mejores
resultados al conseguir un mayor indice en esta variable.

1% CASTILLO, N.y MAYA, C. Evaluacién comparativa de un prebiético y un probidtico en alevinos de tilapia
roja (oreochromis sp) en estanque tipo invernadero. Trabajode grado Ingenieros en Produccién Acuicola. Pasto:
Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Pecuarias. Departamento de recursos hidrobidgicos, 2008. 74 p.

191 CARDENAS, V. y LOPEZ, J. Evaluacion del efecto de la inclusion de probiéticos e inmunoestimulantes en
el alimento comercial, en el crecimientoy supervivencia de alevinos de arawana plateada (Osteoglossum
bicirrosum) en condiciones de laboratorio. Trabajo de grados Ingenieros en Produccion Acuicola. Pasto:
Universidad de Narifio. Facultad de ciencias pecuarias. Departamento de recursos hidrobil6gicos, 2010. 75 p.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1 CONCLUSIONES

Se logr6 aislar, identificar y masificar el cultivo de bacterias Bacillus sp. v
Lactobacillus sp. que fueron aisladas a partir de la microbiota del tracto digestivo de
alevinos de tilapia roja (Oreochromis sp.), las cuales bajo condiciones de acuario no
expresaron su posible potencial probidtico.

Por lo anterior, la adicién de probidticos comerciales y consorcios microbianos con
posible potencial probidtico obtenidos en esta investigacion no influyeron en el
incremento de peso, supervivencia y conversion alimenticia aparente, puesto gue
estadisticamente los valores obtenidos en estas variables no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos con probidticos y el tratamiento
control.

Se pudo determinar que la poblacién bacteriana del género Bacillus sp. realiza
levemente mejores efectos de manera independiente que en conjunto con el género
Lactobacillus sp. sobre el incremento de peso y conversion alimenticia aparente;
para el caso de supervivencia result6 de manera contraria, aunque esta se vid
afectada probablemente por el manejo y manipulacion de los animales durante la
investigacion y no necesariamente por la incorporacion de los dos tipos de bacterias,
sin embargo, estas tendencias podrian evidenciarse con mayor fuerza con el
transcurso del tiempo.

Con base a la relacién Beneficio/Costo, los tratamientos que generaron mejores
resultados fueron To y T4, debido a que para ellos se dio un valor de $1,54 pesos de
ganancia por cada peso invertido, sin embargo, no es posible asegurar la mayor o
menor rentabilidad por la inclusion de bacterias, dado que no se encontraron
diferencias estadisticas en la supervivencia y la rentabilidad va en funcién de esta
variable.
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7.2 RECOMENDACIONES

Las futuras investigaciones deben centrarse en determinar bajo qué condiciones los
efectos de los probidticos son 6ptimos sobre el crecimiento y rendimiento de la
tilapia, dado que los resultados probablemente varian de acuerdo a la fase de
cultivo, tamafio y especie de los peces, densidad de poblacion, composicién de la
dieta, forma de suministro y por supuesto tipo y concentracion del probiético.

Las investigaciones que se realicen posteriormente deben aplicar una prolongacion
del tiempo de ensayo, asi como también variar el nimero de UFC/g utilizadas, esto
con el fin de encontrar posiblemente un efecto positivo del consorcio microbiano en
las variables de produccion, parametros de calidad de agua, y estado de salud de
los animales.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se recomienda la utilizacion de
posibles bacterias probidticas no solo en la evaluacion de pardmetros zootécnicos,
sino también, en pruebas de desafio para evaluar su efectividad en contra de
bacterias entéricas.

Se sugiere realizar en estudios posteriores, ensayos en los cuales se puedan
evidenciar efectos benéficos por parte de bacterias probioticas como son la
capacidad de promover metabolitos que generen incompatibilidad contra los
organismos patdgenos, para de esta manera activar y favorecer el sistema
inmunoldgico, asi como también proteger y preservar la mucosa del intestino.
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9. ANEXOS

Anexo A. Pesosiniciales promedio por tratamiento

TRATAMIENTO Recuento Promedio

Desviacion Coeficiente de

Estandar Variacion
0 40 0,61525 X 0,0377568 6,14%
1 40 0,562 X  0,0893624 15,90%
2 40 0,60475 X 0,0867649 14,35%
3 40 0,551 X  0,0961249 17,45%
4 40 0,53575X  0,117099 21,86%
Total 200 0,57375 X 0,0936981 16,33%

X: Medias homogéneas
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Anexo B. Andlisis de Varianza (ANOVA) para peso inicial

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Modelo 174709 199 0,00877933
Residuo 0,0 0
Total 19
(Corr.) 1,74709 9

Suma de Cuadrados Tipo lll para peso inicial (CAA).

Sumade Cuadrado Razén Valor
Fuente Cuadrados Gl Medio -F -P
TRATAMIENTO 0191315 4 00478287 050 0’7336
REPLICA (TRATAMIENTO) 1,435 15 0,0956668
INDIVIDUO (REPLICA
TRATAMIENTO) 0,12077 180 0,000670944 0,01 1,000
Residuo 0,0 0

Total (corregido) 1,74709 199

96



Anexo C. Muestreo de peso por individuo semanal de cada tratamiento

T N° S'FEX'B S1 S2 S3 S4 S5 S S7 S8 S9
Zg Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso

@ (9) (9) @ (@@ (9 @ @@ @ (@

1 058 058 0,69 1,18 141 192 204 254 34 433

2 058 059 061 1,08 1,32 144 216 281 396 3,94

3 057 065 068 097 154 152 181 255 361 4729
T 4 059 066 065 101 144 177 229 251 33 3,62
0O 5 063 069 067 091 161 1,75 187 225 357 3,93
R 6 06 062 061 107 1,78 1,73 1,92 229 322 39
1 7 o057 062 0,73 101 135 15 187 234 313 4,09
8 057 065 065 1,18 141 157 22 247 354 3728

9 06 056 061 105 143 159 22 211 332 4725
10 06 0,69 072 109 136 1,7 225 252 369 4,46
1 061 07 078 105 155 18 189 259 355 3,88

2 066 062 071 1,17 131 1,75 204 269 361 3091

3 065 064 072 1,17 145 211 1,78 295 35 46
T 4 055 056 068 114 145 195 181 33 3,86 441
0O 5 059 061 069 0,8 125 158 196 2,89 381 4,59
R 6 06 071 069 1 127 195 18 26 358 3,38
2 7 066 074 067 1 15 1,72 18 295 3,12 4721
8 062 072 065 113 129 192 2 317 326 443
9 063 076 069 107 1,31 2,08 19 334 3,18 38
10 058 0,72 0,74 104 12 173 1,88 294 354 381
1 06 064 075 108 149 197 224 239 343 3091

2 066 064 075 091 166 2 229 25 332 3,77

3 062 068 069 1,06 1,46 2,06 196 278 369 33
T 4 066 064 08 083 145 185 23 2,74 315 3,63
0O 5 067 069 071 103 134 184 184 24 365 341
R 6 062 075 082 097 159 183 2 289 34 3,78
3 7 069 06 071 099 141 166 225 246 337 3,71
8 066 06 073 108 1,26 2,04 25 245 364 3,77

9 062 069 08 1 162 1,75 212 224 351 3,69
10 066 0,67 076 081 163 22 222 222 36 358
;1 056 06 065 103 16 165 246 318 419 38
o_2 053 066 07 114 134 155 205 336 44 351
3 065 065 062 1,09 121 1,35 218 342 3,82 3,69
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R 4 066 074 0,71 1 155 134 228 261 432 3,36
4 5 064 076 072 102 156 152 213 302 379 331
6 059 071 073 116 126 136 24 29 443 3,92
7 059 066 0,78 1 147 168 22 312 4,06 3,29
8 061 058 074 109 139 162 185 267 383 35
9 064 074 O7 093 138 155 207 269 321 3,79
10 064 06 0,76 086 134 154 198 276 354 364
1 056 046 06 062 104 177 181 231 288 3,45
2 052 046 05 0,72 088 143 197 219 3 3,42
3 048 049 058 068 102 157 162 228 34 3,34
T 4 048 053 05 069 092 139 162 228 295 3,2
1 5 0,5 052 052 065 088 176 178 21 282 3,22
R 6 0,5 051 052 0/8 088 18 1,59 2 35 3,34
1 7 o046 051 06 07 097 15 152 236 345 3,63
8 053 053 05 065 081 17 195 224 282 32
9 045 051 048 0,76 093 1,79 184 191 3 3,5
10 052 052 049 068 094 17 169 185 29 3,2
1 065 079 084 125 169 215 2,74 3,73 4,14 4,69
2 061 069 O,7 124 147 212 234 33 435 4,67
3 0,6 068 08 1,13 153 192 313 329 4,37 4,83
T 4 065 067 088 115 173 18 267 368 432 4,34
1 5 0,6 068 0,76 1,14 168 1,77 286 3,75 4,12 4,43
R 6 067 067 078 112 132 22 245 379 4,1 4,7
2 7 066 072 085 112 145 215 268 369 397 43
8 062 078 072 13 162 181 25 367 45 4,76
9 061 074 075 1,13 15 1,75 231 33 4,21 4,78
10 063 0,76 086 113 142 217 29 347 3,77 41
1 048 053 062 0,79 136 164 155 265 266 292
2 045 047 05 0,7 14 1,47 2 3 2,87 3,49
3 045 048 06 097 104 178 1,75 2,7 298 3,33
T 4 046 053 054 081 11 147 181 266 29 395
1 5 045 048 053 085 113 161 158 268 3,12 3,31
R 6 048 047 05 092 135 145 17 2776 3 3,92
3 7 047 048 052 091 13 168 195 3 2,68 3,76
8 046 049 057 088 125 1,75 185 237 332 3,19
9 046 052 053 081 12 151 183 222 26 3,2
10 045 05 06 087 127 18 1,72 241 26 3,22
T 1 063 0,7 109 154 245 245 441 383 42 4,16
1 2 067 07 103 172 207 246 414 398 43 4,86
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R 3 06 08L 09 173 2 229 341 384 422 484
4 4 o065 082 093 194 25 279 41 383 452 421
5 063 082 086 169 253 275 38 353 419 477
6 065 071 098 16 224 271 364 33 452 441
7 07 07 108 154 253 235 383 344 457 431
8 074 08L 09 1,8 252 284 376 329 427 4,69
9 069 0,7 098 146 237 212 374 389 438 423
10 0,61 0,73 1,12 148 216 246 3,67 3588 47 441
1 068 093 12 1,86 1,74 244 326 434 528 572
2 065 091 121 153 1,84 241 285 475 426 563
3 074 08 112 175 2,07 256 322 5 509 534
T 4 065 094 107 163 207 226 281 395 578 6,7
2 5 067 093 106 1,87 194 241 297 434 495 6,64
R 6 067 088 114 1,73 187 245 307 389 481 6,76
1 7 o065 079 12 1,71 199 247 357 42 486 585
8 067 089 128 16 1,85 295 325 492 514 51
9 067 093 1,06 19 233 218 268 449 47 575
10 07 079 1 171 173 216 299 387 47 595
1 048 053 0,83 1,13 1,36 197 23 302 435 425
2 045 062 075 119 1,66 208 27 283 421 485
3 045 052 066 1,15 168 1,78 227 27 466 481
T 4 044 057 071 111 14 171 256 274 42 456
2 5 045 058 07 11 149 2,04 258 269 424 443
R 6 049 062 067 117 134 176 235 322 427 485
2 7 046 059 0,78 1,19 156 164 231 3 444 411
8 047 063 083 1,18 166 1,81 247 26 398 4091
9 048 059 0,75 117 1,47 169 249 337 49 4,68
10 048 059 07 116 13 1,7 25 296 45 493
1 062 072 092 081 1,35 21 249 261 44 439
2 064 065 078 076 146 21 199 291 368 427
3 066 064 078 087 155 22 235 335 384 309
T 4 066 068 08 0,86 142 176 265 273 394 4,38
2 5 067 062 078 085 146 21 221 325 346 42
R 6 063 062 08 082 131 186 237 3,18 368 4,35
3 7 o066 064 075 098 137 1,7 22 351 452 496
8 067 07L 09 088 142 205 197 32 385 4,64
9 064 06 076 079 158 181 228 351 389 414
10 067 063 075 09 12 1,73 259 3 356 4289
1 069 079 091 1 1,34 202 23 31 445 474
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2 064 073 0476 082 147 172 249 2,7 3,88 4,04
3 063 074 083 089 137 183 269 32 397 415
4 064 069 078 099 149 212 269 295 345 418
;- 5 061 078 09 098 149 221 241 333 3,88 4,64
R 6 0,6 08 089 087 147 218 249 3,03 399 4,47
4 _( 062 079 09 082 137 21 231 303 385 445
8 066 068 076 081 135 205 27 286 45 4,28
9 059 069 0,74 1 165 191 235 2,75 396 4,31
10 059 069 079 08 167 213 235 351 357 461
1 042 05 055 06 09 115 168 183 3,1 394
2 046 051 051 O7 104 107 143 228 3,28 3,35
3 045 051 064 061 11 115 1,29 2 3,07 3,64
T 4 04 056 05 06 103 131 148 196 346 3,72
3 5 043 05 055 062 088 104 151 173 3,63 3,37
R 6 04 046 O57 067 082 112 161 207 298 3,35
1 7 043 047 052 055 085 135 158 208 3,32 3,89
8 043 045 062 O67 089 133 167 1,71 357 3,52
9 04 051 055 0,61 1 105 154 1,71 3,09 3,66
10 041 049 056 05 09 12 145 18 3,73 3,63
1 051 056 075 0,75 151 136 134 238 3,88 321
2 052 05 074 072 137 154 174 232 394 331
3 053 052 088 0,79 148 137 157 225 3,77 29
T 4 048 059 086 082 128 13 1,7 245 391 321
3 5 049 058 0,73 082 113 135 185 224 393 26
R 6 051 059 089 074 123 149 16 217 3,09 3,16
2 7 049 052 078 07 15 146 171 221 39 35
8 053 06 08 0/5 141 144 159 271 34 296
9 048 054 078 0,73 127 142 181 264 3,32 294
10 053 05 071 0,75 144 154 169 2,78 345 3,25
1 065 08 085 128 1,77 19 244 289 348 4,74
2 061 073 083 132 138 184 267 303 393 516
3 O06 076 086 1,19 165 1,74 212 298 4,36 4,97
T 4 062 081 082 109 136 192 241 263 381 55
3 5 062 074 084 101 152 153 253 353 444 4,69
R 6 058 071 097 117 162 185 253 296 365 4,95
3 7 058 073 096 099 165 146 248 29 372 456
8 062 089 088 123 16 1,6 23 2,68 396 497
9 o065 079 08 108 1,79 18 2,19 314 3,88 4,84
10 06 068 092 11 16 184 197 248 392 4,84
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1 064 084 08 09 182 21 287 3,78 428 4,78
2 063 08 087 107 202 25 295 347 453 4,17
3 068 081 089 102 193 242 284 3,72 387 43
T 4 065 087 0478 097 176 248 2,7 356 414 456
3 5 o7 076 08 115 22 242 2,76 326 39 4,33
R 6 069 086 089 097 17 241 287 399 426 448
4 7 065 076 08 113 167 213 228 393 405 456
8 066 087 0,77 1 1,78 267 29 303 395 4,72
9 o065 087 089 098 1,74 267 28 358 41 4,68
10 066 088 087 091 195 22 284 35 43 4,67
1 069 075 111 1,12 19 214 25 398 38 402
2 068 0,72 103 139 1,74 219 284 348 397 4,56
3 069 087 09 132 159 252 2,77 3,72 447 4,32
T 4 067 074 114 133 159 192 312 383 38 3,98
4 5 0,67 0,68 1 123 204 198 262 327 3,75 4,09
R 6 068 0838 125 1,38 2 187 302 33 367 323
1 7 068 084 108 11 165 2 3,12 3,05 4,05 3,83
8 066 072 108 131 1,74 228 286 3,75 382 45
9 064 074 105 136 194 229 231 331 395 4724
10 068 0,71 108 132 1,76 203 263 352 4,02 4724
1 043 057 05 073 09 169 208 248 322 4,52
2 042 049 058 066 088 148 191 286 343 45
3 042 057 05 0,6 1 14 22 289 381 4,06
T 4 044 054 052 0,74 087 155 224 222 3,67 4,07
4 5 044 054 06 069 08 15 202 259 336 399
R 6 044 047 05 058 112 116 18 297 29 3,97
2 7 044 061 061 069 086 172 184 241 294 378
8 044 051 054 063 087 15 192 244 333 4,02
9 042 047 056 06 087 147 194 292 3,13 4,12
10 042 05 053 061 096 145 167 288 3,11 39
1 065 068 082 085 13 182 223 284 382 316
2 o06 069 072 0,79 144 17 222 264 359 3,32
3 063 087 O0/5 08 137 1,76 254 26 3,72 3,68
I 4 o06 071 075 089 126 198 223 273 36 3,63
R _° 063 087 076 083 147 187 219 2,76 4,08 3,61
3 _6 064 0O0/6 087 09 147 187 224 283 35 36
7 065 072 087 0,79 142 193 267 2,79 3,67 3,06
8 062 085 0,76 0,8 17 182 25 268 311 398
9 o061 O0v/v8 08 081 143 1/3 221 299 393 3,01
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10 061 0,8 068 089 133 195 2,76 298 3,65 3,05
1 043 053 054 0,71 0,73 092 127 216 34 3,74
2 04 052 055 055 0,76 102 127 225 4,09 3,24
3 043 049 055 0,63 0,78 1 143 242 3,64 351
T 4 042 051 059 055 081 097 15 227 328 317
4 5 04 052 055 061 094 089 114 234 327 3,16
R 6 042 05 061 059 07 081 139 211 403 3,35
4 7 0,4 0,5 056 055 08 109 139 218 341 3,36
g8 041 048 061 057 O7 091 13 228 33 3,63
9 0,4 0,5 0,57 0,56 0,78 1 156 2,29 324 3,78
10 043 045 062 055 067 11 137 294 333 284

102



Anexo D. Peso promedio semanal por tratamiento (g)

SEMANA
TRATAMIENTO 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
To 0,615 0,660 0,707 1,032 1,431 1,736 2,070 2,715 3,603 3,837
T, 0,562 0,617 0,717 1,091 1,513 1,941 2,505 3,011 3,629 3,957
T, 0,605 0,713 0,877 1,158 1,579 2,054 2,577 3,365 4,291 4,845
Ts 0,551 0,664 0,768 0,882 1,441 1,690 2,082 2,709 3,760 4,028
Ta 0,536 0,641 0,744 0,842 1,227 1,607 2,121 2,824 3,597 3,746
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Anexo E. Incremento de peso promedio por tratamiento (g)

. Desviacion Coeficiente de
TRATAMIENTO Recuento Promedio Estandar Variacion
To 4 3,2215 0,269754 8,37%
T1 4 3,395 0,564667 16,63%
T2 4 4,2405 0,712771 16,81%
T3 4 3,4765 0,745518 21,44%
Ts 4 3,20975 0,404839 12,61%
Total 20 3,50865 0,638397 18,19%
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Anexo F. Tasa de crecimiento Simple

TRATAMIENTO REPLICA MUESTREO PESO TCS

0 1 1 5,89

0 1 2 6,31 0,009839
0 1 3 6,62 0,006851
0 1 4 10,55 0,066575
0 1 5 14,65 0,046902
0 1 6 16,49 0,016901
0 1 7 20,61 0,03186
0 1 8 24,39 0,024056
0 1 9 34,74 0,050531
0 1 10 40,09 0,020462
0 2 1 6,15

0 2 2 6,78 0,013932
0 2 3 7,02 0,004969
0 2 4 10,63 0,059273
0 2 5 13,58 0,034988
0 2 6 18,59 0,04486
0 2 7 18,86 0,002059
0 2 8 29,42 0,063518
0 2 9 35,01 0,024851
0 2 10 41,02 0,022632
0 3 1 6,46

0 3 2 6,6 0,003062
0 3 3 7,52 0,018642
0 3 4 9,76 0,037246
0 3 5 1491 0,060534
0 3 6 19,2 0,036125
0 3 7 21,72 0,017617
0 3 8 25,07 0,020491
0 3 9 34,76 0,046685
0 3 10 36,55 0,007173
0 4 1 6,11

0 4 2 6,7 0,013168
0 4 3 7,11 0,008484
0 4 4 10,32 0,053225
0 4 5 14,1 0,044584
0 4 6 15,16 0,010355
0 4 7 21,6 0,050576
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0 4 8 29,73 0,045637
0 4 9 39,59 0,040917
0 4 10 35,81 -0,01433
1 1 1 5

1 1 2 5,04 0,00113831
1 1 3 5,29 0,006916
1 1 4 6,93 0,038577
1 1 5 9,27 0,04156
1 1 6 16,41 0,081586
1 1 7 17,39 0,008286
1 1 8 21,52 0,030441
1 1 9 30,72 0,050847
1 1 10 33,5 0,012375
1 2 1 6,3

1 2 2 7,18 0,018678
1 2 3 7,94 0,014373
1 2 4 11,71 0,055504
1 2 5 15,47 0,039779
1 2 6 19,84 0,035542
1 2 7 26,58 0,041779
1 2 8 35,67 0,042021
1 2 9 41,85 0,022825
1 2 10 45,6 0,012259
1 3 1 4,61

1 3 2 4,95 0,010165
1 3 3 5,51 0,015311
1 3 4 8,51 0,062096
1 3 5 12,4 0,053779
1 3 6 16,16 0,037834
1 3 7 17,74 0,013326
1 3 8 26,45 0,057062
1 3 9 28,73 0,011812
1 3 10 34,29 0,025273
1 4 1 6,57

1 4 2 7,5 0,018912
1 4 3 9,93 0,040093
1 4 4 16,5 0,072542
1 4 5 23,37 0,049727
1 4 6 25,22 0,010883
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1 4 7 38,5 0,060431
1 4 8 36,81 -0,00641
1 4 9 43,87 0,025065
1 4 10 44,89 0,003283
2 1 1 6,75

2 1 2 8,79 0,037724
2 1 3 11,34 0,036388
2 1 4 17,28 0,060173
2 1 5 19,43 0,016752
2 1 6 24,29 0,031892
2 1 7 30,67 0,033317
2 1 8 43,75 0,050743
2 1 9 49,57 0,017842
2 1 10 59,44 0,02594
2 2 1 4,65

2 2 2 5,84 0,032551
2 2 3 7,38 0,033434
2 2 4 11,55 0,063987
2 2 5 14,92 0,036573
2 2 6 18,18 0,028231
2 2 7 24,53 0,042796
2 2 8 29,13 0,024553
2 2 9 43,75 0,058103
2 2 10 46,38 0,008339
2 3 1 6,52

2 3 2 6,51 -0,00021
2 3 3 8,08 0,030864
2 3 4 8,52 0,007574
2 3 5 14,12 0,072167
2 3 6 19,41 0,045456
2 3 7 23,1 0,024863
2 3 8 31,25 0,043169
2 3 9 38,82 0,030988
2 3 10 44,12 0,018282
2 4 1 6,27

2 4 2 7,38 0,023285
2 4 3 8,26 0,016092
2 4 4 8,98 0,011939
2 4 5 14,67 0,070114

107



2 4 6 20,27 0,046191
2 4 7 24,78 0,028699
2 4 8 30,46 0,029482
2 4 9 39,5 0,037126
2 4 10 43,87 0,01499
3 1 1 4,23

3 1 2 4,96 0,022743
3 1 3 5,597 0,016569
3 1 4 6,13 0,013685
3 1 5 9,51 0,062735
3 1 6 11,77 0,030458
3 1 7 15,24 0,036909
3 1 8 19,17 0,032774
3 1 9 33,23 0,078586
3 1 10 36,07 0,011715
3 2 1 5,07

3 2 2 5,56 0,013179
3 2 3 7,94 0,050902
3 2 4 7,57 -0,00681
3 2 5 13,62 0,083906
3 2 6 14,27 0,00666
3 2 7 16,6 0,021606
3 2 8 24,15 0,053554
3 2 9 36,65 0,059589
3 2 10 31,04 0,023733
3 3 1 6,13

3 3 2 7,7 0,032575
3 3 3 8,79 0,018913
3 3 4 11,46 0,037892
3 3 5 15,94 0,047138
3 3 6 17,48 0,013175
3 3 7 23,64 0,043126
3 3 8 29,22 0,030273
3 3 9 39,15 0,041792
3 3 10 49,22 0,032699
3 4 1 6,61

3 4 2 8,32 0,032868
3 4 3 8,41 0,001537
3 4 4 10,1 0,026159
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3 4 5 18,57 0,087001
3 4 6 24,06 0,037

3 4 7 27,81 0,020692
3 4 8 3582  0,036158
3 4 9 41,38 0,020613
3 4 10 4477  0,011248
4 1 1 6,74

4 1 2 765  0,018092
4 1 3 10,78 0,048998
4 1 4 12,86 0,025204
4 1 5 17,95  0,047638
4 1 6 2122  0,023907
4 1 7 27,79  0,038533
4 1 8 3521  0,033807
4 1 9 39,3 0,015699
4 1 10 41,01  0,006084
4 2 1 4,31

4 2 2 527  0,028727
4 2 3 544  0,004535
4 2 4 6,53 0,026089
4 2 5 925  0,049745
4 2 6 1492  0,068297
4 2 7 19,62 0,03912
4 2 8 26,66 0,043802
4 2 9 329  0,030044
4 2 10 40,93  0,031198
4 3 1 6,24

4 3 2 7,73 0,030589
4 3 3 7,78 0,000921
4 3 4 8,4 0,010953
4 3 5 14,19 0,0749
4 3 6 1843 0,037348
4 3 7 23,79 0,036469
4 3 8 27,84 0,022458
4 3 9 36,67 0,039355
4 3 10 34,1 -0,01038
4 4 1 4,14

4 4 2 5 0,026963
4 4 3 575  0,019965
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4 4 4 5,87 0,00295
4 4 5 7,67 0,038208
4 4 6 9,71 0,033691
4 4 7 13,62 0,04834
4 4 8 23,24 0,076333
4 4 9 34,99 0,058455
4 4 10 33,78 -0,00502
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Anexo G. Anélisis de Varianza (ANOVA) para incremento de peso mediante el
modelo de Tasa de crecimiento simple para peso

Sumade Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F Valor-P
Modelo 0.0772789 179 0.000431726
Residuo 0.0 0
Total (Corr.) 0.0772789 179

Sumade Cuadrados Tipo Ill para incremento de peso mediante el modelo de
Tasa de crecimiento simple para peso

Sumade Cuadrado Razé6n- Valor-
Fuente Cuadrados Gl Medio F P
TRATAMIENTO 0.000300069 4 0.0000750173 1.23 0.3386
REPLICA
(TRATAMIENTO) 0.000912514 15 0.0000608343
MUESTREO (REPLICA
TRATAMIENTO) 0.0760663 160 0.000475415 7.81 0.0000
Residuo 0.0 0

Total (corregido) 0.0772789 179
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Anexo H. Tasa de crecimiento simple promedio de peso por tratamiento

. Desviacion Coeficiente de

TRATAMIENTO Promedio Estandar Variacion
0 0.029035 X 0.0205528 70.7861%

1 0.0309912 X 0.0217936 70.3217%

2 0.0330671 X 0.0174153 52.6663%

3 0.0315526 X 0.0238638 75.6317%

4 0.0311673 X 0.0207183 66.4744%
Promedio 0.0311627 X 0.020778 66.676%

X Medias homogéneas
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Anexo |. Porcentaje de Supervivencia por tratamiento

NUumero  Numero ... Coeficien
de de Supervivencia Desviacion te de
. . Mortalidad Estandar R
animales animales (%) (DE) variacion
inicial final (CV) (%)
TO 128 104 24 81,25 2,94 11,32
T1 128 96 32 75 1,83 7,61
T2 128 99 29 77,34 1,50 6,06
T3 128 102 26 79,69 3,87 15,19
T4 128 104 24 81,25 2,71 10,42

Promedio 78,91
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Anexo J. Supervivencia prueba de Brand-Snedecor

Tratamientos

Respuesta TO T1 T2 T3 T4
Exito 104 96 99 102 104
Fracaso 24 32 29 26 24
Total 128.00 128.00 128.00 128.00 128.00
Pi 0.813 0.750 0.773 0.797 0.813
Pi*a; 84.500 72.000 76.570 81.281 84.500
n= 5
n-1= 4
Alfa = 0.05
1-alfa= 0.95
p= 0.789
g=(1-p)= 0.211
X2C = [Xa;.p]—[p.Xa]l
pq
X*C=2253  X’ty_gpq =11.14
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Anexo K. Calculo de Biomasay consumo de alimento semanal

N° inicial
de Siembra | Semanal | Semana?2 Semana 3 Semana4 Semanab Semana 6 Semana? Semana8 Semana9
animales
— = ) Ol o Ol o Sl o Ol o Ol o Sl o = ) = )
CRE-E S-S BE-F S BE--F S A 5 A B DI BE- RS- BB K I BE- -5 IS
32 2 Slceg Qe B ce| 8 [Blcg 8| B|lcg 8|S ocgl Qe |Ccegl e[S gl 8 |B|leg 8 |®cg B
g |555%g 555 %5582 5[5 %8| 555 %2 |555%2 555 %2555 %¢g 555 %
o gl < o g € @®© o gl € @®© o gl € @®© o < ] o gl e @© o gl e @ o g| € @ o g| € @ o
0,6 0,66 1,05 1,46 1,64 2,06 2,43 3,47 4,00
PROMEDIO 0,589 2|30 31 0| 30 5 1129 5 0|29 5 0|29 9 1|28 1 0] 28 9 0|28 4 0|28 9
T | Biomasa 18.848 18, 19,8 30,5 42,4 47,8 57,7 68,2 97,2 112,
@) 10% ' 93 6 95 85 21 08 92 72 252
R | Racion 1, 1,9 3,0 4.7 6,8
11 @ 188 89 9 6 4,25 8 5,77 3 9,73 0
6 0, 0,3 0,5 11
comidas 0,31 32 3 1 0,71 0,8 0,96 A 1,62 0
0,6 0,70 1,06 1,35 1,85 1,88 2,94 3,50 4,10
PROMEDIO 0,615 1131 78 0] 31 5 2129 3 2127 S 1|26 9 0] 26 5 0] 26 > 1|25 1 2123 5
TO Biomasa 19 68 %11 21,7 30,8 36,6 48,3 49,0 76,4 87,5 94,3
R 10% ’ 8 62 27 66 34 36 92 25 46
Racién 2 2,1 3,0 4.8 7,6
2 1,97 i ’ ' 3,67 ! 4,90 i 8,75 0
()] ’ 10 8 8 ) 3 , & ,
6 0, 0,3 0,5 0,8 1,2
comidas 0,328 35 6 1 0,61 1 0,82 7 1,46 0
PROMEDIO 0,646 0132 0é6 0] 32 0’275 1|31 O,éﬂ 0]1311]]149|12(29 (192|029 2’;7 0] 29 2’750 0129 3’27 0129 3’55
Biomasa 21, 24,0 30,2 46,2 55,6 62,9 72,7 100, 105,
TRO 10% 20,672 12 64 56 21 8 88 03 804 995
Racién 2 2,4 3,0 55 7,2 10,0
2,07 ) ! ! 4,62 ! 6,30 ! ' 0
3 ) 11 1 3 7 7 8
6 0, 0,4 0,9 1,2
comidas 0,34 35 0 0,5 0,77 3 1,05 1 1,68 0
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0,71

1,03

151

2,97

3,95

3,58

PROMEDIO 0,611 31 7’ 31 1 29 5 27 | 1,41 27 6 26 | 2,16 25 3 24 9 24 1
Biomasa 20, 22.0 299 38.0 20.9 561 743 95.0 859
TRO 10% 19,552 77 41 28 7 32 6 25 16 44
Racion 2, 2,2 2,9 4,0 7,4
4 ©) 1,96 08 0 9 3,81 9 5,62 3 9,5 0
6 0, 0,3 0,6 1,2
comidas 0,33 35 7 0,5 0,63 8 0,94 4 1,58 0
PROMEDIO | 05 32 %’j_’ 32 0'952 29 0':;39 28 0'32 26 1'f4 26 1';3 25 2’215 24 3’27 23 | 335
) 16
Biomasa ’ 16,9 20.0 259 42.6 45,2 73.7 77.0
TRl 10% 16 182 28 97 56 66 14 53,8 28 5
Racién 1, 1,6 2,0 53
1 (@) 1,6 61 9 1 2,60 43 4,52 3 7,37 0
6 0, 0,2 0,3 0,7
comidas 0,27 o7 8 3 0,43 1 0,75 0,9 1,23 0
07 079 117 154 108 265 356 418
PROMEDIO 0,63 31 18 31 P 30 1 28 7 28 P 27 8 26 7 25 5 25 | 4,56
) 22
Biomasa : 24.6 351 43,3 55.5 717 92,7 104,
TRl 10% 20,16 2; 14 3 16 52 66 42 625 114
Racién 2 24 35 55 92 10,4
2 1 L L L) ) L
@) 2,02 23 6 1 4,33 6 7,18 7 6 0
6 0, 0,4 0,5 0,9 15
comidas 0,336 37 1 9 0.72 3 1.2 5 174 0
PROMEDIO 0,461 31 g’g 31 OfS 28 OfS 26 | 1,24 25 1'661 24 1’17 24 2’564 24 2’37 22 3’;12
) 15
Biomasa ’ 17,0 238 32.2 425 63.4 68,9 754
TRl 10% 14,752 354 81 28 4 404 76 8 52 38
Racion 1, 1,7 2,3 4,0 6,3
3 (@) 1,48 53 1 3 3,22 4 4,26 5 6,90 0
6 0, 0,2 0,6 1,0
comidas | 0:25 8 A 0,4 0,54 ; 0,71 p 1,15 0
PROMEDIO 0,657 32 0é7 31 0'3?9 311,65 29 2':733 29 2'252 29 | 3,85 29 3’58 27 4’38 26 4’38
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Biomasa 307 511 67.7 731 111, 108, 118, 116,
T1L_10% 21,024 24 83 5 73 38 65 749 449 714
Racioén 2, 3,0 51 7,3 111 10, 11,8
'Z (@) 2,10 4 8 2 6.78 1 7 67 4 0
6 0, 0,5 0,8 1,2 1,7
comidas 0,35 4 1 5 1,13 5 1,86 8 1,97 0
0,8 1,13 1,72 1,94 2,42 3,06 4,37 4,95 5,94
PROMEDIO | 0,675 30 981020 | 17 20 | 1Y 20 | 13 28 | 24 28 | 39 27 |4 26 [ 2 26 | >
Biomasa | , 26, 34.0 501 56.3 68.0 858 118, 128, 154,
E 10% ' 37 2 12 47 12 76 125 882 544
Racion 2, 5,0 6,8 11, 12,8
6 0, 0,5 0,8 1,1 1,9
comidas 0,36 44 7 4 0,94 3 143 7 2,15 0
0,5 0,73 1,15 1,49 1,81 2,45 2,91 437 4,63
PROMEDIO | 0465 a1 | 23110 | % 20 | 11 20 [ 1 21 | *f 26 | 25 | 2 24 |43 23 |
. 18
Biomasa ’ 221 33.4 43,2 49.0 637 72.8 106,
TRZ 10% 14,88 12 4 95 68 86 78 25 105 674
Raciéon 1 22 3,3 49 7,2 10,5
2 b H H ki 1 H
@ | ™ 81 1 5 433 : 6,38 i > 0
6 0, 0,3 0,5 0,8 1,2
comidas 0,25 3 7 6 0,72 5 1,06 1 1,75 0
06 0.80 0.85 141 104 3.2 3.8 441
PROMEDIO 0,652 31 51 31 8 30 5 30 > 28 1 26 | 2,31 25 5 25 5 24 >
) 20
Biomasa : 250 255 423 543 60,0 781 97.0 105,
E 10% 20,864 118 48 6 6 48 6 25 5 888
Racién 2 25 25 5,4 7,8
3 b H H ki 1
@) 2,09 02 0 6 4,24 3 6,01 1 9,71 0
6 0, 0,4 0,4 0,9
comidas 0,35 34 5 3 0,71 1 1 1,3 1,62 0
T2 | PROMEDIO | 0627 32 gg 32 0'682 31 0'889 30 1'?6 30 2'?2 28 2’;‘7 28 3’g4 28 | 3.95 26 4’738
R . 23
Biomasa ’ 26.4 278 44.0 60,8 69.3 85,2 110, 114,
4 10% 20,064 661 32 38 1 1 84 88 6 062
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Raciéon 2, 2,6 2,7 6,0 8,5 11,0
@ | =™ 36 4 8 44 p 6,94 s : 0
6 0, 0,4 0,4 1,0 1,4
comidas | 933 39 4 6 0,73 1 1,16 5 1,84 0
PROMEDIO | 0,423 31 g,g, 30 0'5’5 29 0,:?1 28 0'35 26 1'717 2| 24 1'22 23 1’791 23 3’33,2 22 3’?0
) 15
Biomasa : 16,7 17,7 26,6 30,6 36,5 44,0 76,4 79.3
TR3 10% 13,536 367 1 77 28 02 76 91 29 54
Racién 1 1,6 1,7 3,0 4.4
1 b H H ki 1
©) 1,35 54 - 3 2,66 6 3,66 1 7,64 0
6 0, 0,2 0,5 0,7
comidas 0,23 26 8 0,3 0,44 1 0,61 3 1,27 0
PROMEDIO | 0,507 32 2’65 32 0,19 32 0'775 29 1'26 29 1';‘2 1|28 | 1,66 28 2’;‘1 25 3’36 25 3;}0
) 17
Biomasa ! 254 24,2 39.4 41,3 46,4 67.6 91,6
TR3 10% 16,224 729 08 24 98 83 8 2 25 77,6
Racion 1 25 2,4 41 6,7
2 ) ) [ ’ ’
(@) 1,62 78 A > 3,95 A 4,65 6 9,16 0
6 0, 0,4 0,6 1,1
comidas | 927 3 2 0,4 0,66 9 0,77 3 1,53 0
PROMEDIO | 0,613 32 07’7 32 0'987 29 1'614 28 1’2’9 28 1g4 3|25 2"?6 24 2’292 24 3’31 24 4’292
Biomasa 24, 28.1 33.2 24,6 8.9 70.1 93.9 118,
TRB 10% 19,616 64 28 34 32 44 59,1 28 6 128
Racion 2, 2.8 3,3 4.8 7,0
3| (@ 1.9 46 1 2 4,46 9 5,91 1 9,40 0
6 0, 0,4 0,5 0,8 1,1
comidas 0,33 41 7 5 0,74 2 0,99 7 1,57 0
PROMEDIO | 0,661 31 gf 31 Of“ 31 101|031 1'35 31 2'6?0 N 2’I8 31 3’258 31 4’§3 31 4’;‘7
T3 . 25,
Biomasa 26,0 31,3 57,5 74.5 86,2 111, 128, 138,
R 10% 21,152 729 71 1 67 86 11 042 278 787
4 _
Racioéon 2, 2,6 3,1 7,4 11, 12,8
©) 2,12 58 1 3 5,76 6 8,62 10 3 0
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6

0,4

0,5

12

18

comidas | 0:3° 43 3 5 0,96 2 1,44 5 2,14 0
PROMEDIO | 0,674 32 %’57 31 l’éﬂ 31 1'58 30 1';9 30 2'212 30 2’; 7 30 3’152 30 | 3,93 30 4’110
Biomasa 24 33.4 39.8 53.8 63.6 83.3 105 117 123
T4 21,568 ’ ' ' ' ' ' ’ ’ ’
10% 48 18 66 5 6 7 63 9 03
R R ra
\ a(zl)on 2.16 25 3213 3é9 539 6%3 8.34 1506 12,7 0
6 0, 0,5 0,6 1,0 1,7
comidas | 9:36 41 6 6 0,9 6 1,39 6 1,97 0
05 054 065 092 1.49 196 266 709
PROMEDIO | 0,431 31|95 31 |0 30 | ¢ 29 | 02 29 | 1 26 | 1 26 | 2 25 | 329 24 | 4
) 16
Biomasa : 16,8 19,5 26,8 43,2 51,0 69,3 82,2 98,2
TR4 10% 13,792 373 64 9 25 68 12 16 5 32
2 R‘?E‘é')on 1,38 éé 1é6 1é9 2,68 4é3 5,10 Gég 8,23 0
6 0, 0,2 0,3 0,7 1,1
comidas 0.23 27 8 3 045 2 085 6 1,37 0
3 (07 077 141 184 237 278 3.66
PROMEDIO | 0,624 > 19 31 | % 31 | 084 29 | 1 28 [ 1 28 | %3 27 | %) 25 | ¢ 25 | 3,41
) 23
Biomasa . 24,1 26,0 41,1 51,6 66,6 75,1 91,6 85,2
L“ 10% 19,968 93? 18 4 51 04 12 68 75 5
3 Ra(;')on 200 f(’) 2i4 2(’)6 412 Sél 6.66 7é5 9.17 0
6 0, 0,4 0,4 0,8 1,2
comidas 0,33 4 0 3 0,69 6 1,11 5 1,53 0
PROMEDIO | 0,414 30 |05]1] 29 O'éﬂ 29 0'?8 29 0';6 28 O'f7 26 1'26 25 2,2,2 25 3’39 25 3’837
TR 4 Biolrcr)l ?Zsa 13,248 5 1%6 127,30 2%2 2;,31 3&4 5.1 87754 84g4
4 Ra(;')on 132 é 1%6 716 222 2é7 354 5i8 875 0
6 0, 0,2 0,2 0,4 0,9
comidas 0,22 25 8 8 0.37 5 0,59 7 146 0
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Anexo L. Conversién Alimenticia Aparente Total por tratamiento (CAA)

BIOMASA BIOMASA  SUMINISTRO DE
TRATAMIENTOS \\icIAL (Kg)  FINAL (Kg) ALIMENTO (Kg) CAA
To 0,079 0,399 1,137 3,556
T1 0,072 0,383 1,387 4,455
T2 0,077 0,481 1,332 3,301
Ts 0,071 0,414 1,143 3,328

Ta 0,069 0,391 1111 3,446
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Anexo M. Conversion Alimenticia Aparente (CAA) promedio por tratamiento

TRATAMIENTO  Promedio Ds:t‘gﬁg:r” Co\fgﬁfcr}éende
0 3,60718 X 0,48 13,33%
1 4,58928 X 1,42 30,86%
2 332527 X 0,19 5.78%
3 3,38054 X 0,59 17,39%
4 3,46369 X 0,77 22.13%
Total 3,67319 X 0,86 23.37%

X Medias homogéneas
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Anexo N. Prueba de Kruskal-Wallis para CAA por tratamiento

TRATAMIENTO ~ |2@mano . Rango
Muestra  Promedio
0 4 115
1 4 16,25
2 4 8,0
3 4 8,0
4 4 8,75

Estadistico = 5,67143
Valor-P = 0,225067
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Anexo O. Temperatura durante el periodo de estudio

TRATAMIENTO

Dias ToR1 T1iR1 T2R1 T3R1 T4R1
1 25.55 24.35 24.15 24.15 26.15
2 25.6 24.8 24.8 24.85 26.2
3 25.7 25 25.05 25 26.15
4 26.05 25.55 25.8 25.6 26.5
5 26.45 25.95 26.15 25.95 26.85
6 26.3 25.95 25.9 25.75 26.6
7 26.15 25.5 25.7 254 26.45
8 26.55 26.45 26.15 26.15 26.75
9 26.65 26.2 26.25 25.7 26.75
10 26.5 26.1 26.1 26.05 26.6
11 27.2 26.45 26.45 26.5 27.2
12 27.85 26.85 26.8 26.75 27.85
13 27.6 26.95 26.95 26.85 27.6
14 27.7 27.35 27.35 27.4 28.05
15 25 21.7 21.7 21.75 24.95
16 26.5 25.15 25.65 25.7 26.4
17 26.9 26.1 26.25 26.4 26.85
18 26.05 26.7 26.9 26.85 26.15
19 25.45 26.45 26.4 26.45 25.45
20 24.8 26 26.15 26.2 24.85
21 27.15 26.3 26.3 26.15 27.1
22 27.65 26.65 26.65 26.55 27.65
23 27.65 26.75 26.95 26.9 27.65
24 27.7 27.35 274 27.35 27.1
25 27.45 27.25 27.5 27.6 27.45
26 274 27.35 27.55 274 27.35
27 27.6 26.95 27.05 27.15 27.45
28 26.9 26.45 26.8 26.85 26.85
29 26.4 26.15 26.4 26.35 26.4
30 26.6 26.05 26.2 26.2 26.5
31 27.65 27.55 27.45 27.55 27.65
32 27.4 27.2 27.25 27.25 27.55
33 27.65 27.45 27.8 27.8 27.75
34 26.35 27.45 27.1 27.4 26.7
35 26.5 27.95 27.85 27.8 26.8

123



36 25.45 26.05 26.25 26.15 25.55
37 27.05 26.55 26.65 26.85 27.05
38 27.15 26.65 27.2 17.15 27.2
39 25.95 26.35 26.75 26.8 26.05
40 25.95 27.05 26.9 26.9 25.95
41 26.2 25 27.3 27.3 26.15
42 28.15 27.45 27 27.95 28

43 27.7 27.5 27.7 27.7 27.95
44 27.3 27.3 27.65 27.65 27.45
45 26.7 26.95 27.1 27.1 27.15
46 25.5 24.35 24.45 24.4 25.4
47 26.2 25.55 25.8 25.8 26.3
48 27.75 26.7 26.95 27.05 27.5
49 27.05 26.65 26.85 26.85 26.95
50 27.2 26.5 26.55 26.55 27.05
51 26.9 26.2 26.35 26.55 26.8
52 26.15 26.85 26.95 26.85 26.2
53 27.65 27.35 27.2 27.2 27.1
54 26.65 25.95 26.25 26.2 26.5
55 26.55 26.1 26.1 28 26.6
56 26 25.55 25.85 25.55 26.5
57 26.95 26.45 26.65 26.85 27.05
58 27.7 27.35 27.35 27.35 28.05
59 26.65 26.95 27.1 27.05 27.15
60 27.15 26.5 26.55 26.55 27.1
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Anexo P. Oxigeno Disuelto durante el periodo de estudio

TRATAMIENTO

blas ToR1 T1iR1 T2R1 T3R1 T4R1
1 3.135 3.12 3.015 2.985 3.325
2 3.06 2.79 2.8 2.81 3.33
3 3.01 2.665 2.785 2.775 3.25
4 3.15 2715 2.785 2.53 3.16
5 2.7 3.185 3.01 2.725 3.25
6 3.08 3.16 3.02 2.655 2.96
7 3.16 2.78 3.04 2.565 3.285
8 2.015 2.1 1.81 1.66 1.765
9 2.31 2.11 2.1 1.6 2.115
10 2.29 1.91 1.89 1.84 2.02
11 2.615 2.03 1.95 2.035 2.505
12 2485 2.765 2.34 2.15 2.48
13 2.5 1.995 1.98 2 2.485
14 2525 1.905 1.81 1.925 2.375
15 2595 2.715 2.65 2.11 2.595
16 2.3 2.29 1.95 1.775 2.12
17 2.015 1.95 1.805 1.79 1.99
18 2.17 1.79 1.705 2.14 1.99
19 2.12 2.08 2.01 1.95 1.765
20 2.115 2 1.59 1.66 2.03
21 2.395 2495 2125 2.095 2.06
22 1.99 2.2 2.165 2.02 2.25
23 2.08 2.425 2.15 2.015 2.445
24 1.96 1.895 1.68 1.74 1.815
25 2.02 2.095 1.615 1.55 1.885
26 2.045 2.29 1.85 1.85 1.775
27 1.905 1.715 1.69 1.735 1.625
28 1.895 1.515 1.31 1.375 1.645
29 2.02 1.655 1.43 1.38 1.815
30 1.75 1.94 1.565 1.72 1.64
31 1.46 1.49 1.325 1.175 1.19
32 1635 1385 1.525 1.37 0.93
33 1.48 1.365 1.49 1.035 0.915
34 1.47 1.8 1.465 1.15 1.39
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35 1.605 193 1.605 1.525 1.075
36 138 1705 135 1.205 1.13
37 1.825 128 1.095 1.335 1.285
38 1.855 1.78 1.66 1.855 1.39
39 2.345 1.61 1.49 1.395 1.375
40 1.765 221 1.64 1.6 1.69
41 2245 1235 122 131 1.285
42 1.745 1695 1415 1.72 1.415
43 1.82 14 1.69 1.305 1.555
44 1695 1195 1.285 1.19 1.415
45 148 1485 157 1.35 1.335
46 1565 1735 1.21 1.46 1.245
47 1.94 1.78 1.64 1.62 1.425
48 1915 1855 1.665 1.715 1.755
49 1.8 1.705 1.355 1.305 1.395
50 1.985 1.78 14 1.29 1.415
51 2 1.77 1.205 1.555 1.075
52 2.505 1.79 1.695 1.99 1.985
53 1.845 1.97 1.63 1.68 1.815
54 1.76 194 1575 1.725 1.64
55 229 1825 1.925 1.84 2.025
56 315 2715 279 2.525 3.11
57 1.825 1525 1.095 1.34 1.285
58 252 1855 1.77 1.9 2.375
59 1.48 1.49 1.57 1.345 1.285
60 1.985 1.78 141 1.29 1.42
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Anexo Q. pH durante el periodo de estudio

TRATAMIENTO

Dias ToR1 TiR1 T2R1 T3R1 T4R1
1 5,65 6,4 6,2 6,3 5,65
2 5,35 6,15 6,05 6,15 5,4
3 59 6,25 6,25 5,95 5,95
4 6,25 6,3 6,3 6,3 6,1
5 6,1 6,2 6,25 6,15 6,05
6 59 6,15 6,15 6,05 6,05
7 5,7 6 6,05 6,1 5,95
8 5,85 5,9 5,9 5,8 5,7
9 6,05 5,75 5,75 5,6 5,95
10 58 5,8 58 58 5,75
11 57 6,05 6,1 6,25 5,7
12 52 5,95 6 6,05 5,25
13 5,8 57 5,95 5,85 5,75
14 6,45 6 5,95 59 6,4
15 57 6 59 5,95 5,7
16 5,45 575 58 58 5,45
17 54 5,6 5,55 5,65 5,35
18 5,6 5,65 5,6 57 5,6
19 54 5,55 56 55 5,45
20 56 57 56 5,6 5,45
21 3,78 575 58 5,85 5,35
22 6,15 5,25 51 5,15 6,05
23 6,1 57 59 5,85 6
24 57 5,65 56 5,65 5,7
25 5,65 5,55 5,55 5,55 5,65
26 54 53 5,3 5,25 5,35
27 55 54 54 5,35 5,3
28 5,3 54 5,35 5,35 5,3
29 54 5,35 53 52 5,3
30 5,25 5,35 5,25 5,35 521
31 6,89 6,39 6,51 6,58 6,77
32 7,01 6,75 6,72 6,73 6,9
33 6,88 6,78 6,85 6,85 6,8
34 6,31 6,5 6,52 6,5 6,25
35 6,03 6,18 6,18 6,2 6,01
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36 6,08 6,14 6,13 6,14 6,04
37 6,16 6,08 6,11 6,11 6,1

38 6,135 5,48 5,4 5,68 5,79
39 5,49 6,01 5,88 5,81 5,48
40 5,185 5,55 5,51 5,43 5,05
41 5,71 6,33 6,31 6,3 5,83
42 5,45 5,25 5,2 5,15 5,42
43 6,22 5,78 5,83 5,88 6,16
44 6,76 6,46 6,44 6,43 6,7

45 6,83 6,7 6,7 6,69 6,71
46 5,72 5,81 5,78 5,79 5,665
47 5,72 5,66 5,67 5,58 5,62
48 5,68 5,7 5,57 5,63 5,58
49 5,825 5,86 5,79 5,81 5,78
50 6,04 6,39 6,13 6,18 6,03
51 5,68 6,29 6,3 6,3 5,83
52 5,55 5,5 5,55 5,65 5,55
53 5,7 5,65 5,6 5,65 5,7

54 5,25 5,35 5,15 5,45 521
55 5,8 5,85 5,8 5,9 5,8

56 6,2 6,3 6,25 6,3 6,05
57 6,16 6,08 6,11 6,11 6,17
58 6,45 6 5,9 5,95 6,37
59 6,83 6,7 6,65 6,69 6,7

60 6,04 6,39 6,12 6,18 5,83
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Anexo R. Nitritos durante el periodo de estudio

NITRITOS (mg/L)

NUMERO SISTEMAS

DE DIAS Sistema 1 Sistema 2
7 0,166 0,163
14 0,251 0,166
21 0,375 0,200
28 0,375 0,121
35 0,317 0,094
42 0,296 0,133
49 0,125 0,072

56 0,229 0,146
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Anexo S. Nitratos durante el periodo de estudio

NITRITOS (mg/L)

NUMERO SISTEMAS

DE DIAS Sistema 1 Sistema 2
7 23,9 16,7
14 103,2 96,5
21 103,7 136,3
28 1134 84 .4
35 91,2 59,6
42 50 21,5
49 34,7 27,6

56 40,1 78,1
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Anexo T. Nitrogeno Amoniacal Total durante el periodo de estudio

NITROGENO AMONIACAL (mg/L)

NUMERO SISTEMAS

DE DIAS Sistema 1 Sistema 2
7 0,029 0,027
14 0,27 0,6
21 0,6 0,59
28 0,6 0,49
35 0,6 0,6
42 0,6 0,47
49 0,6 0,41

56 0,6 0,6
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Anexo U. Calculo para conteo de Unidades Formadoras de Colonias UFC.

e Conteo en camara Neubauer en cuadrantes extremos

ceél _ Y células de los cada uno de los cuadrates
mL 4

cél _
_L = X cuatro cuadrantes * 10.000
m

e Conteo en camara Neubauer en cuadrante medio

cél _ Y conteo de cinco celdas
mL 5

cél _
— = X cinco cuadrantes * 25 x 10.000
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Anexo V. Céalculo relacién Beneficio/Costo

Equino Capacidad Potencia Precio Energia Precio
quip (kg/m3) (W/h) kW total (kW) total
Blower 10 45 $ 500 64,8 $ 32.400
Peso .
promedio Numero de W/Animal/h
@) animales
4 2500 0,018
Tiempo de
kW/h kWidia ensayo
(dias)
0,045 1,08 60
0,000018 0,000432 kW/2meses
0,02592
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Anexo W. Calculo relacion Beneficio/Costo por tratamiento

Valor Valor total

Animales

iniciales 128 $250 $32.000
Concentrado (g) 178,46 $3 $491
Energia eléctrica
1.348
T0 (kW) 2,70 $500 $
TOTAL $33.839
Animales venta 104 $ 500 $52.000
Costo/Beneficio $1,54

Valor Valor total

Animales iniciales 128 $250 $32.000

Concentrado (g) 183,2 $3 $504

Probiotico (Ib) 0,2 $52 $10

T1 Energiaeléctrica (kW) 2,49  $500 $1.244

TOTAL  $33.758

Animales venta 96 500 $48.000

Costo/Beneficio $1,42

Valor Valor total

Animales 128 $250 $32.000
Concentrado (g) 201,89 $3 $555

T2 Energia eléctrica (kW) 256 $500,00 $1.282

TOTAL $33.838

Animales venta 99 500 $49.472
Costo/Beneficio $1,46
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Valor Valor total

Animales 128 $250 $32.000

Concentrado (g) 174,68 $3 $480

T3 Energia eléctrica (kW) 2,64 $500 $1.322

TOTAL  $33.802

Animales venta 102 500 $50.995

Costo/Beneficio $1,51

Valor Valor total

Animales 128 $250 $32.000

Concentrado (g) 164,39 $3 $452

T4 Energiaeléctrica (kW) 2,70 $500 $1.348

TOTAL  $33.800

Animales venta 104 500 $52.000

Costo/Beneficio $1,54
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