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I. INTRODUCCION

En México, se estiman cerca de 120 millones de habitantes, posicionandolo
como el décimo primer pais mas poblado del mundo (INEGI, 2015), surgiendo asi
la necesidad de cubrir la demanda de alimento que genera la poblacion, por ello se
debe garantizar la seguridad alimentaria de todas las personas con recursos
naturales finitos (FAO, 2012). La acuicultura figura como un recurso valioso en la
produccion de alimentos de alto valor nutricional y de bajo costo, que genera
empleos para la poblacibn mas vulnerable y, con un buen manejo, impulsa el
desarrollo sostenible de diversas regiones; es el sector de produccion de alimentos
de mas rapido crecimiento en el mundo suministrando el 50% de todos los peces
que se consumen (FAO, 2016).

México se considera el sexto productor acuicola de América, tan solo en el
2010 se generaron 126,240 toneladas, equivalentes al 5% de la produccién total del
continente. En el 2014, la acuicultura produjo 18.3% de la produccién bruta total del
sector y empleo al 23.4% del personal ocupado en el sector de abastecimiento de
pescado (INEGI, 2014). Ademas, en la primera década del siglo XXI, mientras que
los empleos en la pesca silvestre disminuyeron, hubo un incremento en el numero
de puestos de trabajo dentro de la acuicultura. Las entidades con un mayor niumero
de personas dedicadas a esta actividad son Sonora, Sinaloa y Morelos, que
concentran al 54.8% del total nacional (INEGI, 2011).

Dentro de la practica acuicola un aspecto fundamental es la alimentacién, ya
que representa entre el 40 y 60% de los gastos de operaciéon de una granja, debido
a que la produccion de la harina de pescado y harina de soya, dos de las fuentes
de proteinas mas utilizadas como ingredientes en la alimentacién de los peces.
Ademas, ambos estan asociados con problemas ambientales (sobreexplotacion de
recursos naturales como las sardinas y anchovetas (Naylor et al., 2000; FAO, 2007),
y de produccién con calidad variable (Sanchez-Muros et al., 2015). Con base en
esto, ha surgido el interés por reemplazar estas fuentes de proteina mediante la
sustitucion con otras mas econdmicas y de facil adquisicién (Shepherd, 1998), de



esta manera, se asegura que dicha sustitucion no comprometa el crecimiento y
calidad de los organismos en cultivo. Para ello se ha propuesto una alternativa como
la alimentacion mixta, es decir, con variacién de proteina en la dieta (Kumar et al.,
2017).

La utilizacion de recursos naturales, tales como los hongos, prometen ser
una alternativa viable para la obtencidon de alimentos que puedan aportar un alto
valor nutrimental para un buen desarrollo y crecimiento de los peces dentro de los
cultivos. En este estudio se propone el uso del hongo Pleurotus djamor var. roseus,
debido a que el género Pleurotus se ha utilizado para elaboracidén de dietas de
algunas especies acuicolas, obteniendo resultados positivos (Ulukoy et al., 2016)
siendo asi una alternativa para implementar estas tecnologias en otras especies de
interés comercial. Y por otra parte se evaluo la fisiologia de los organismos
alimentados con estas dietas a través de la hematologia que se considera una
herramienta que puede ser muy utilizada para conocer mas sobre el estado de salud
de los organismos (Fazio, 2019) esto relacionado con la nutricion y alimentacion en

la acuicultura.

I.1. Importancia de la nutricién en la acuicultura

En la actualidad la acuicultura tiene una tendencia a la sofisticacién de sus
métodos buscando ser mas rentable para los productores, en este sentido uno de
los insumos de mayor relevancia es la disponibilidad de alimentos, que va
relacionado con el bienestar fisiolégico de los organismos y la busqueda de
alimentos que sean amigables con el ambiente, es decir, alimento funcional, como
una de las herramientas mas practicas y prometedoras para cumplir con los
requerimientos nutricionales (Makled et al., 2017).

Los temas relacionados con la nutricion deben ser considerados importantes
para lograr un equilibrio en la produccion de alimentos seguros y nutritivos (Hixson,
2014). Los requerimientos nutrimentales de los peces en cultivo varian de acuerdo
con la especie y la etapa del ciclo de vida de éstos. En general, se encuentran en

forma de pellets (granulados) y se busca que sea balanceado, de facil digestion,



fresco, que la fraccidn grasa no esté rancia, que sea atractivo para el organismo,
que el tamafno de la particula sea apropiado para el tamafo de la boca del pez y
que flote o se hunda de acuerdo con los habitos alimentarios de cada especie.
Uno de los objetivos mas importantes en la nutricion de los peces, es la
minimizacién de los contenidos de proteinas en las dietas, mediante la maxima
utilizacion de nutrientes, que permite reducir los costos en el procesamiento de
alimentos y reducir las excreciones de amoniaco (NRC, 2011). Las estrategias
nutricionales para minimizar el impacto de la acuicultura en ambientes acuaticos,
incluyen formulacion de dietas, seleccion de materias primas mas digeribles, control
de los procesos de granulacion de alimentos, adoptar practicas de manejo de
alimento mas efectivas para especies de peces particulares, recuperar alimentos no
consumidos y seleccionar especies de peces con una mayor eficiencia alimenticia
y una mejor utilizacion de nutrientes (Amirkolaie 2011; Neto y Ostrensky, 2015).
Ademas de los criterios nutricionales, las fuentes de proteinas deben cumplir ciertas
condiciones para su producciéon, como disponibilidad regular en cantidad, valor
econdmico, no competencia con recursos para humanos (agua, tierra, o incluso la

misma fuente, como ocurre con la soya) y una sostenibilidad ambiental.

I.2. Caracteristicas del género Pleurotus

Los hongo del género Pleurotus conocidos como setas: P. djamor, P.
ostreatus, P. florida, P. pulmonarius (Das-Cruz et al., 2010), u orejas blancas
(Gaitan-Hernandez et al., 2006), son comestibles y con un alto valor nutricional
(Sanchez, 2008); estos hongos pueden ser cultivados utilizando diversos desechos
agroindustriales de bajo costo y que pueden ser considerados como una alternativa
para mejorar la alimentacion humana debido a sus propiedades nutracéuticas, como
antitumorales y moduladores inmunolégicos, al incluir componentes bioactivos
(Barros et al., 2007; Barros et al., 2008) y nutrimentales, conteniendo proteinas de
alta calidad, minerales, vitaminas, carbohidratos, fibra y bajo contenido de grasa
(Elmastas et al., 2007; Guillamén et al., 2010; Thatoi y Singdevsachan, 2014).

Este género es denominado “hongos grandes” (basidiomicetos), se

caracterizan por crecer sobre arboles, troncos, arbustos y otras plantas lefosas



“saprofitos” (Sanchez y Royse, 2001; Ardén, 2007). Una de las especies
mayormente utilizada es Pleurotus ostreatus (Stemets, 2000), comestible para
humanos y animales, no obstante, solo se consume el cuerpo fructifero (Chang,
1980). Este hongo destaca por sus distintas contribuciones a la sociedad, y se
puede considerar de importancia en la economia social, principalmente, para el
suministro de alimentos ayudando a mejorar la calidad de la salud, ya que este
hongo contiene altos valores nutricionales (Chegwin, 2014).

El género Pleurotus es un grupo manejable y que puede ser cultivable a
través de todo el mundo en diversos substratos y condiciones que tienen un impacto
por su contenido de macronutrientes y micoquimicos, particularmente por el aporte
de aminoacidos esenciales como requerimientos nutricionales basicos para los
adultos; se han utilizado componentes bioactivos como sustratos o suplementos
que combinados con minerales ayudan como tratamientos post-cosecha (Carrasco
et al., 2017). Debido a esto, se ha utilizado para la medicina, farmacia, industria,
control bioldgico, descontaminacién de suelos, alimentacion humana y hasta de

animales (Sanchez y Royse, 2001).

I.3. Valor nutricional de Pleurotus spp.

En los ultimos afos se ha descrito al hongo con el nivel nutricional mas alto
que cualquier hortaliza, ademas de poseer propiedades medicinales como, la
reduccion de los niveles de colesterol, anticancerigenas, antivirales, ténico cardiaco
y aportando un bajo contenido calérico (Sanchez, 2008). Se ha considerado un
complemento alimenticio de alta importancia, con una gran cantidad de aminoacidos
esenciales; asi como, un alto contenido de proteinas (en base seca, entre 19 y
35%), acidos grasos insaturados, vitaminas B1 y B2, minerales como fosforo y
potasio, fibra (en base seca, 4 al 20%) y carbohidratos (peso fresco, entre 51 y
88%), (Chang y Buswell, 1997; Gaitan-Hernandez et al., 2006; Rampinelli et al.,
2010). El hongo seta es consumido en todo el mundo debido a sus caracteristicas
gastrondmicas, en presentaciones como ceviche de hongos y hongos en salsa que
se procesan ya envasados para su comercializacién (Gémez et al., 2016). Uno de

los hongos que pueden ser utilizados es Pleurotus djamor var. roseus. En la tabla 1



se pueden observar el contenido nutricional que presenta Pleurotus djamor,

cultivado sobre hojas secas de platano (Rampinelli et al., 2010).

Tabla 1. Contenido nutricional de hongo Pleurotus djamor (Rampinelli et al., 2010).

Contenido nutricional del hongo Pleurotus djamor

Sustancia

Contenido (%)

Agua
Carbohidratos
Ceniza

Grasa
Proteina bruta
Fibra
Vitamina B1
Vitamina B2
Calcio
Fosforo
Potasio

Hierro

Acido ascérbico (vitamina C)

80
32 g/100g
7.40 g/100g
1.12 g/100g
22 - 25 g/100g
25 g/100g
1.28 mg/100g
0.22 mg/100g
33 mg/100g
1365 mg/100g
3149 mg/100g
15.20 mg/100g
90-144 mg/100g




Il. ANTECEDENTES

I.1. Implementacién de hongos como alimento

Se han realizado algunas investigaciones buscando otras alternativas, una
de ellas es la utilizacion de hongos como alimentos, en el 2017, Van Doan et al.,
(2017a), realizan una evaluacion de suplementos alimenticios a base del hongo
Cordyceps militaris y el bacilo Lactobacillus plantarum, en la tilapia Oreochromis
niloticus observando que la tasa especifica de crecimiento, peso ganado, peso final,
y factor de conversién alimenticia se ven aumentados con el uso de ambos
componentes, sugiriendo que la combinacion de estos componentes o substancias
naturales podrian ser consideradas como aditivos o alternativas de suplementos en
la alimentacion de peces en cultivo o en la acuacultura, ya que incrementan el
rendimiento en crecimiento y en la inmunologia sérica y en las lisosimas de la
mucosa de la piel (Van Doan et al., 2017Db).

Por otra parte, Ulukoy et al., (2016) reportaron los efectos del extracto del
hongo Pleurotus ostreatus, sobre los parametros inmunolégicos y hematolégicos de
la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss, los organismos fueron alimentados con
dietas que contenian: control negativo 0% y 1, 2% de suplemento del extracto de
hongos durante seis semanas; analizaron las muestras de sangre después del
tratamiento, posteriormente los organismos fueron incubados con Lactococcus
garvieae para observar la mortalidad. Los resultados de este estudio mostraron que
los organismos alimentados con una dieta suplementada con extracto del hongo
estimulé la actividad de las células fagociticas, lisozima y actividad de la
mieloperoxidasa en el suero, al mismo tiempo, se encontré un aumento significativo
en la cantidad de neutréfilos, monocitos y glébulos blancos totales, células
involucradas en la respuesta inmune. Ademas, mostraron una mortalidad reducida
después de la infeccidn por L. garvieae en comparacion con los controles negativos.
Estos resultados muestran que la suplementacion de las dietas de pescado con
extracto de hongos (setas) a concentraciones de 1y 2% (P > 0.05) aumenta los
parametros hematolégicos y modula la respuesta inmune (Ulukoy et al., 2016); se
ha utilizado al hongo Lentinula edodes en dietas al 1% y 2% como suplemento



alimenticio de trucha Oncorhynchus mykiss, después de ser alimentados fueron
retados para evaluar resistencia a la enfermedad contra Lactococcus garvieae,
mostrando una influencia significativa en los parametros inmunolégicos , la tasa de
supervivencia fue la mas alta en el grupo de alimentacion suplementado con 2%
sugiriendo que una dieta complementada con extracto de hongo L. edodes mejoro
la respuesta inmune y disminuyd la tasa de mortalidad de la trucha arcoiris contra
L. garvieae (Baba et al., 2015); también en la trucha (Oncorhynchus mykiss) se ha
probado a Pleurotus ostreatus y ortiga (Urtica dioica), observando una mayor
resistencia a Aeromonas hydrophila y ganancia en peso y tasa de crecimiento
especifica (Bilen et al., 2016), otro de los aspectos que se evaluan al utilizar hongos
es la variacién en cuanto a los conteos diferenciales de los leucocitos donde ha
observado que los que varian son los neutréfilos monocitos, macrofagos y
neutrofilos que aumentan cuando se utilizé Pleurotus ostreatus en trucha (Ulukuy et
al., 2017).

En la alimentaciéon de peces cultivados, se ha observado que una dieta mixta
balanceada con mezclas de harina de pescado combinadas con harina de gusano
o harina de setas como Pleurotus sajor-caju, presentd resultados positivos en el
crecimiento de los peces y en sus respuestas fisioldgicas (Paripuranam et al., 2011).
El extracto del hongo Cordyceps militaris ayuda a producir altas tasa de crecimiento
y funciona como inmunoestimulante en las dietas alimenticias, ademas se detecto
una elevacion en la resistencia a Streptococcus agalactiae, lo que refuerza a las
investigaciones sobre el uso de sustratos de hongos puede ser aplicable a otras
especies de peces con interés comercial (Van Doan et al., 2017b).

Se ha utilizado, ademas, probidticos microencapsulados como una
estrategia para disminuir el consumo de antibiéticos en los sistemas intensivos y
mitigar los impactos sobre el ambiente, siendo considerados una alternativa ya que
muestran respuesta positiva para el crecimiento en O. niloticus (Gutiérrez et al.,
2016). Se considera que algunos hongos, particularmente los del género Pleurotus
(Khalafalla y EI-Sayed, 2015), pueden favorecer el rendimiento en el crecimiento asi
como mejorar las respuestas al estrés propiciando mejores condiciones fisioldgicas

y metabdlicas de los organismos en condiciones de cultivo; otra de las alternativas
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es el uso de suplementos alimenticios o probidticos, que cuando son suministrados
de manera adecuada puede producir incremento en la viabilidad de los cultivos y
permitir a los organismo tener una mejor respuesta al estrés, las enfermedades y
una mejor tasa de crecimiento (Gatlin et al., 2006).

Con el fin de mantener la salud de los peces y mejorar el rendimiento, se han
utilizado inmunoestimulantes como aditivos dietéticos para mejorar el aumento de
peso, la eficiencia de la alimentacion y / o la resistencia a enfermedades en peces
cultivados, en acuicultura, los inmunoestimulantes no especificos se han usado
ampliamente, probablemente debido al conocimiento limitado de la respuesta
inmune en los peces y la facilidad de su aplicacién, es ahi donde se abre la
posibilidad de que los hongos funciones como inmunoestimulantes (Vallejos-Vidal
et al., 2016).

II.2. Uso del género Pleurotus en dietas

La importancia del cultivo de Pleurotus radica en la agricultura y su economia,
es de facil manejo y obtencion, se ha utilizado los residuos del cultivo del hongo
como un complemento para la alimentacion del ganado (Gaitan-Hernandez et al.,
2006), aves, porcinos y peces, ademas, se ha sometido a procesos de
vermicompostaje para la produccion de biomasa de lombriz (Rodriguez, 2007).
Asimismo, se ha observado que la mezcla de los residuos agricolas con el micelio
del hongo, constituye una fuente potencial de proteinas, la cual puede ser aplicada
para las grandes demandas nutricionales no convencional para ganado (Soto-
Velasco, 1986).

Miranda (2013), utiliz6 como alimento alternativo el hongo Pleurotus
ostreatus en roedores como los cuyos, observd que lo organismos consumen sin
problema, el alimento hecho a base de un 75% del sustrato post-cultivo (micelio) de
dicho hongo, presentando una mayor ganancia de peso. Por su parte, Potter y
Hotckiss (1995), mencionaron que existen animales que se alimentan de Pleurotus
ostreatus en épocas de apareamiento o enfermedad en su medio natural, por lo que

se cree que este hongo sirve como estimulante sexual, sedante o con efecto
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medicinal en caso de enfermedad, también se ha considerado un complemento

alimenticio de aceptable valor nutricional (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

I.3. Requerimientos nutricionales de Oreochromis niloticus

Uno de los principales organismos cultivados es la tilapia del Nilo
Oreochromis niloticus, su demanda ha crecido fuertemente durante la ultima
década, ya que es una fuente de proteina de alta calidad con alto valor en el
mercado (Asaduzzman et al., 2017); Se ha probado en alimentos para tilapia, una
variedad de proteinas vegetales, incluidas semillas de soja, semilla de algodon,
girasol, colza, mani y sésamo (Khalifa et al., 2018).

Dentro de los requerimientos nutricionales de la tilapia se han aplicado dietas
de alimento balanceado que contienen el 30% de proteina, 5% de grasa, 12%
humedad, 10% de cenizas, 39% ELN y 4% de fibra cruda (Vega-Villasante, 2010),
sin embargo, el requerimiento proteico depende de la fase de crecimiento en la que

se encuentre el pez (Tabla 2).

Tabla 2. Requerimiento proteico del organismo por estadio.

Requerimientos proteicos por estadio

Peso de la tilapia (estadio) (g) Requerimiento proteico (%)

Larva (0.5) 40-45
0.5-10 35-40
10-30 30-35
30-250 30-35
250-talla comercial 25-30

Fuente:Manual de Crianza Tilapia. Nicovita

La concentracién de lipidos debe ir de acuerdo a la cantidad de proteina
administrada de la siguiente manera: 40% de proteina: 6-8% lipido, 35% proteina:
4.5-6% lipido, 25-30% proteina: 3-3.5% lipido; las vitaminas y minerales deben ser
suplementadas con una dieta balanceada ya que el pez no puede sintetizarlas, sin
embargo, son de gran importancia, puesto que participa en las reacciones

metabdlicas, los procesos de osmorregulacion a nivel celular y a la formacién de

12



huesos, escamas y dientes. Las tilapias necesitan diversos nutrientes para su
crecimiento, reproduccién y buena salud, entre ellos los aminoacidos esenciales
para la formacion y regeneracién de tejidos asi como de proteinas necesarias para

obtencidn de energia (Lacerda et al., 2015).
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IIl. JUSTIFICACION

Debido al incremento de la produccion acuicola en respuesta a la demanda
alimenticia de algunas comunidades se han generado limitantes tales como, la
disposicion o alcance de los alimentos a bajo costo que ayuden a mantener un
ambiente saludable y que permita generar bienestar en los peces sin afectar la
produccion y rentabilidad, que involucra la eficiencia alimenticia (dado que los peces
se encuentran entre los animales mas eficientes en la conversion de alimentos en
tejido corporal), tasa de crecimiento y una respuesta favorable contra patogenos. El
uso de alimentos balanceados en la actualidad es un recurso importante e
indispensable en la crianza de peces de consumo humano, los alimentos a base de
hongos pueden mejorar el bienestar del pez y del ambiente, principalmente por
contener del 30 al 40% de proteina de peso seco la cual contiene la mayoria de los
aminoacidos esenciales creando asi un alimento funcional para peces, por lo tanto
el presente proyecto busca evaluar la eficiencia del alimento a base del hongo
Pleurotus djamor var. roseus, para favorecer el crecimiento de la tilapia Oreochromis
niloticus y mejorar los procesos de produccion, misma que constituye una alternativa

sobre el manejo de recursos naturales de importancia productiva.

IV. HIPOTESIS

Con la inclusién de proteina fungica, Pleurotus djamor var. roseus, en dietas para la
tilapia Oreochromis niloticus, se espera favorezca el crecimiento e indices

hematicos de los organismos estudiados.
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V. OBJETIVO

V.1 Objetivo general

Evaluar la eficiencia nutricional de dieta a base del hongo Pleurotus djamor var.
roseus en diferentes concentraciones (15, 20 y 25%), para el crecimiento de la
Tilapia Oreochromis niloticus.

V.2. Objetivos particulares

¢ Obtener biomasa de cuerpos fructiferos de Pleurotus djamor var. roseus en
cultivo sobre paja de trigo.

e Formular dietas a base del hongo Pleurotus djamor var. roseus en diferentes
concentraciones, como un sustituto del alimento convencional para peces.

e Evaluar la tasa de crecimiento, factor de conversion alimenticia y
sobrevivencia de Oreochromis niloticus bajo una dieta basada en Pleurotus
djamor var. roseus.

e Evaluar los parametros hematolégicos de las tilapias con cada una las dietas

alimenticias a base del hongo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Crecimiento de cepa

La cepa 901 fue proporcionada por el laboratorio de Micologia CIB UAEM
para su resiembra y mantenimiento, para propagar el micelio en cajas Petri, para su

incubacion a temperatura ambiente (Sanchez y Royse, 2001).

VI.2. Preparacion de inéculo

Se realizé la hidratacion del grano de trigo de la siguiente manera, se
calentaron 5L de agua hasta alcanzar el punto de ebullicién, en una olla de presion,
posteriormente, se agrego el trigo previamente pesado y se mantuvieron por 15 min
sin apagar la flama, transcurridos los 15 min se apago la flama y se dejo6 reposar 20
min. Posteriormente, se dejaron escurrir en la tarja para extenderlo sobre la mesa
para quitar el exceso de agua y calor con ayuda de un ventilador, una vez obtenida
una hidratacion entre el 50 - 55% del total del trigo, se agreg6 4 g de cal con 12 g
de yeso por cada kg en peso seco de grano de trigo y se homogenizé la mezcla. Se
colocaron 200g de granos de trigo en frascos de vidrio de 1L y tapados con papel

aluminio para su esterilizacion (Ortega, 2017).

VL.3. Esterilizacion

Los frascos conteniendo los granos de trigo fuero esterilizados en autoclave
a 121°C y libras/pulg?, durante una hora y media, posteriormente se dejaron enfriar
a temperatura ambiente para su posterior inoculacion (Master) (Vazquez et al.,
2015).

VI1.4. Inoculacién de los granos de trigo

La inoculacion del Master (F1), se realizé colocando un fragmento de la cepa
crecida en cajas Petri. Posteriormente se realiz6 la siembra de un primer indculo

utilizando granos de trigo (F1) cubiertos ya con micelio del master, en bolsas de
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polipapel con trigo estéril previamente preparado, se incubaron hasta que los granos

se observaran totalmente cubiertos por el micelio de hongo (Ortega, 2017).

VL.5. Elaboracion de las unidades de produccion para el cultivo en
medio solido

Para favorecer el crecimiento de los cuerpos fructiferos, se preparé paja de
trigo mezclandola con agua hasta alcanzar una humedad del 60%, posteriormente
se peso 750g de paja humeda por cada bolsa de polipapel se colocé un filtro hecho
con cinta micropore, para permitir aireacién, posteriormente se esterilizd en
autoclave por 1.3 h a 121°C, se dejo enfriar a temperatura ambiente por 12 horas

antes de ser utilizadas (Ortega, 2017).

VLI.6. Inoculacion Unidades de Produccion

Las bolsas con el sustrato estéril (paja humeda), se colocaron en la campana
de flujo laminar para mantener un ambiente estéril y evitar la contaminacion, se tomé
la bolsa de inoculo previamente descrita con el micelio del hongo y se agregaron
100 g de in6culo a la bolsa con paja humeda, se disperso el hongo por medio de la
agitacion hasta observar que los granos de trigo con micelio estuvieran distribuidos
uniformemente por toda la bolsa, posteriormente fueron cerradas con un sellador
termoeléctrico para evitar la contaminacion de la bolsa inoculada (UP, Unidades de

Produccién).

VL.7. Fructificacion

Una vez obtenidas las UP’s, se colocaron en las areas de fructificacién
ubicadas en el médulo de crecimiento del Laboratorio de Micologia en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB), durante 60 dias a una temperatura de 23 °C
promedio con una humedad del 90 al 95%, una vez que los cuerpos fructiferos
alcanzaron el estadio adulto se procedid a realizar la cosecha. Las UPA’s fueron

regadas por la manana, a medio dia y por la tarde para preservar la humedad.
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VL.8. Analisis quimico proximal

Los cuerpos fructiferos adultos que se cosecharon se secaron a temperatura
ambiente para evitar la desnaturalizacion de las proteinas y nutrientes,
posteriormente, estos cuerpos fructiferos fueron pulverizados, una vez obtenido el
polvo de hongo se procedié a determinar el contenido proteico de la siguiente
manera: se utilizé el método de Kjeldahl que se basa en la digestion por destruccién
oxidativa con acido sulfurico de los compuestos organicos de una muestra en la
presencia de un catalizador y temperatura. Resultando en la produccién de
nitrdgeno organico amoniaco, mismo que es retenido y puede ser determinado por
destilacion alcalina y titulacion. Se obtuvo el peso exento de la muestra y se
procedié a realizar la digestion. Se colocd la muestra en un tubo de vidrio para
digestion y se agregaron dos tabletas 10g de una mezcla 9:1 de sulfato de potasio
y sulfato de cobre (Kjeldahl). Se agregd 15 mL de acido sulfurico concentrado al
tubo y se incub6 a una temperatura de 440°C durante 1 hora, al término del ciclo se
dejo enfriar el tubo por una hora aproximadamente para evitar la desnaturalizacion
de las proteinas por choque térmico (Ronald et al., 1996). Posteriormente, se
procedid a realizar la destilacion de la muestra agregando 70 mL de agua destilada
y se coloco el tubo en el destilador Kjeltec TM2100, la destilacion fue recolectada
en un matraz de 250 mL conteniendo 25 mL de la solucién indicadora de acido
bdrico, la solucion destilada en el matraz se titul6 con la solucion de acido sulfurico
0.1N. Se utilizé la cantidad de mililitros empleados en la titulacién para realizar el

célculo siguiente:

% N =[(Vm-Vb x 140.07]
PM

Donde:

N= peso molecular del nitrogeno

Vm= mL usado para la titulacidon de la muestra
Vb= mL usado para titular blanco, usualmente es 0

PM= peso de muestra en mg
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Una vez obtenido el peso molecular del nitrdgeno se procedié a calcular el
porcentaje total de la proteina contenida en la muestra, utilizando el factor de 6.25,

el cual es calculado por el contenido de nitrégeno proteico.

% proteina cruda =% N x 6.25

Figura 1. Analisis bromatolégico A) Polvo de hongo y de harina pescado para calcular el
contenido proteico de cada una, B) digestor para los tubos con muestras de las harinas para
digerir las proteinas por el método de Kendalf; C) titulacion de los matraces que contiene la
destilacion obtenida de las proteinas.

VL.9. Preparacion de formulaciones

Una vez obtenidos los valores de proteina contenidos en la muestra del polvo
de hongo se procedid a realizar las formulaciones, tomando en cuenta los
parametros nutricionales del estadio del organismo (Tabla 2) y diversos insumos
utilizados comercialmente para la elaboracion de alimento para peces: harina de
pescado, polvo de hongo, aceite de pescado, mezcla de minerales, carbohidratos y
grasas.
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Figura. 2. Formulaciones (pellets) de las tres dietas con diferentes contenidos porcentuales del
hongo Pleurotus djamor var. roseus (15, 20 y 25%), en proceso de secado en el horno a 60°C.

VI. 10. Pruebas de palatabilidad

Se realiza un prueba para determinar si los peces aceptan las
dietas propuestas, para ellos se tomaron tres acuarios con diez
organismos cada uno a los que se les proporciono la dieta tres veces al
dia, para observar si el alimento se consume y si es aceptado pos los
organismos, esto se realizé durante siete dias, previos a iniciar la fase

experimental (figura 6).

V1.11. Organismos y tratamientos

Los peces se mantuvieron en condiciones de laboratorio con temperatura de
27 °C, y pH 6.8, aireacion constante, fueron separados en cuatro grupos (T1, T2, T3
y Control), y en cada pecera se utilizaron siete organismos. Se realizaron tres
periodos de alimentacién, 9, 13 y 17 h con base a la biomasa a una tasa de
alimentacion del 7 % mantenida diariamente, durante un periodo de 60 dias, se

realizaron tres repeticiones por cada tratamiento.

VI.12. Parametros zootécnicos

Utilizando los resultados de peso y talla se calcularon los valores zootécnicos

con las siguientes ecuaciones (Ricker, 1979; Karga y Mandal, 2017).

Ganancia de Peso (GP) = PF - PI
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(PF: peso final y PI: peso inicial)

Ganancia de Talla (GT)=TF - TI
(TF: talla final y TI: talla inicial)

Tasa Especifica de Crecimiento TEC (%) = (Ln(PF) - Ln(Pl) x100
t

(PF y Pl son el peso final e inicial, t es el tiempo y Ln es el logaritmo natural)

Porcentaje de Sobrevivencia % S= No final de peces x 100

No inicial de peces

Factor de Conversion Alimenticia (FCA): relacion entre el alimento

consumido y la biomasa al final del periodo experimental

VI.13. Parametros hematolégicos

La muestra sanguinea se tomé de cinco organismos en los dias 0, 30 y 60
de cada tratamiento. Se midié la concentracion de hemoglobina, hematocrito,
recuento de eritrocitos, para determinar los indices hematicos Volumen Corpuscular
Medio (VCM), Concentracion Media de Hemoglobina Globular Media (CMHG),
Concentracion de Hemoglobina Media (CMH) (Ulukoy, 2016).

Toma de muestra sanguinea. Se esterilizo con alcohol al 70% la zona de la
branquia donde se ubica la vena aorta ventral al interior de la branquia. La
extraccion de sangre se realizd con una jeringa con anticoagulante EDTA, se tomd

1.5 ml de sangre aproximadamente (Campbell y Ellis, 2007).
Conteos diferenciales de leucocitos. Se realizdé el conteo diferencial de

leucocitos en un microscopio compuesto registrando los valores de cada tipo celular

en porcentaje.
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Recuento total de leucocitos. Del tubo de la muestra de sangre se tomd
con una pipeta de glébulos blancos hasta la marca de 0.5 unidades, posteriormente
se tomé la solucion de Turk al 1% hasta la marca de 11 unidades sin burbujas, se
mezcldé durante tres minutos, se colocd una gota en la camara de Newbauer y se
procedi6 a realizar el conteo de las células en los cuatro de las esquinas. El recuento
del nimero de leucocitos se expresa en cel’s/mm3 (Figura 3, Camara de Newbauer,

cuadros azules) (Campbell y Ellis 2007).

Recuento total de eritrocitos. Se tomo la muestra con la pipeta de globulos
rojos hasta la marca de 0.5 unidades, y complementando con la soluciéon de Hayem
al 1% hasta la marca de 101 unidades sin burbujas. Mezclar de 2 6 3 min, eliminar
las 3 primeras gotas, la siguiente se coloca en la camara de Newbauer; se contaron
las células en los cinco cuadros de la reticula central. El recuento del numero de
eritrocitos se expresa en cel’s/mm?3 (Figura 3, Camara de Newbauer, cuadros rojos)
(Campbell y Ellis 2007).

—

Figura 3. Hemocitometro area azul para recuento de gldbulos blancos (leucocitos), areas rojas para recuento
de glébulos rojos (eritrocitos).

Hematocrito. Se llenaron los tubos capilares a un 70-80 % y fueron sellados
por calor, se procedio a centrifugarlos durante 5 min a 10000 rpm. Posteriormente,
se procedié a medir la cantidad de muestra de los paquetes celulares y suero para

obtener la relacion en porcentaje (Book, 1993).

Determinacion de hemoglobina. Se utilizé el Kit Hemoglobin Cal, que
consta de Diluyente de Drabkin y solucién patrén. Se tomaron para el diluyente 4.9

ml de agua destilada y se adicionaron 0.1 mL de la soluciéon de Drabkin; se utilizé
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esta misma solucion como blanco y una mas para la solucidon patron (valor de
referencia), lo anterior fue realizado con cada muestra de cada organismo (20ul).
Se realizdé la lectura en un espectrofotometro a 540 nm, una vez obtenido el
resultado se realizé la férmula dada por el Kit para para obtener la concentracion de
hemoglobina en g/dL (Blaxhall et al., 1973).

indices hematicos. A partir de los resultados de concentracion de
hemoglobina, recuento de eritrocitos y microhematocrito, se utilizaron las formulas
para obtener los indices eritrocitarios (Tabla 3), Volumen Corpuscular Medio (VCM),
Concentracion de Hemoglobina Media (HCM) y Concentracion media de
Hemoglobina Corpuscular (CHCM) (Lee et al., 1998).
Tabla 3. Formulas para calcular indices Hematicos, utilizando los valores obtenidos en los

parametros hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito y recuento total de glébulos rojos).
indice Hematico Formula

Volumen Corpuscular Medio (fL) (Hematocrito * 10)/Recuento total de Eritrocitos
Concentracion Media de Hemoglobina Globular (%)  (Hemoglobina * 100)/Hematocrito

Hemoglobina Globular Media (pg) (Hemoglobina * 10)/ Recuento total de Eritrocitos

VI1.14. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en la fase experimental fueron analizados en el
programa Statistica 7.0, utilizando una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) con un valor de significancia P=0.05. La normalidad se
determind y confirmé con la prueba de Kolmogorov-Smirnov antes del analisis de
datos. Se utilizé el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba
de Tukey.
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VII. RESULTADOS

VII.1. Produccion de hongo

En la produccion de los cuerpos fructiferos del hongo Pleurotus djamor var.
roseus (Figura 4)se obtuvo un total de 23.5 kg de hongo fresco, con una Eficiencia

Bioldgica de 55% + 3.17 y la Tasa de produccién de 0.87.

Figura 4. Cuerpos fructiferos de Pleurotus djamor var. roseus, A) apertura de las bolsas con los
cuerpos fructiferos en desarrollo y crecimiento a 10 dias; B) desarrollo de los cuerpos fructiferos.

VIl.2. Hongo molido

Del hongo obtenido se realizd el secado obtenido 2,326 g (Figura 5A y 5B),

representando un aproximado del 10% del hongo en freso.

Figura 5. A) Polvo de hongo molido, tamizado con un colador de poro fino; B) peso del polvo en
seco para la elaboracion de las dietas.
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VIL.3. Contenido de proteina

Al realizar el analisis quimico proximal del hongo molido, se determiné que el
contenido de proteina total era de 4.32 % de nitrdgeno, que dio como resultado un

total de 27 % de proteina en base seca.

VIl.4. Formulaciones

Se realizaron tres formulaciones en base a las necesidades nutricionales de
los organismos (Tabla 2), todas a la concentracion final de 35 % de proteina: dieta
1; 15% de hongo y 85% harina de pescado, dieta 2; 20% hongo y 80% harina de
pescado y dieta 3: 25% hongo y 75% de harina de pescado, con los complementos

para todas las dietas (Tabla 4).

Tabla 4. Relaciéon de la cantidad e ingredientes (aditivos) para las formulaciones de los tres
tratamientos a diferentes concentraciones del polvo de hongo, calculados a partir de la determinacion
del contenido proteico de las harinas y que todas al final tuvieran una concertacién de 35% de
proteina.

Contenido (g) Tratamiento1  Tratamiento 2  Tratamiento 3
(T1) (T2) (T3)
Harina de pescado 545 513 481
Polvo de hongo 198 265 330
Aceite de pescado 100 100 100
Mezcla de Minerales 40 40 40
Dextrina 67 32 0
Aglutinante 50 50 49
Total 1000 1000 1000

VIL.5. Analisis de dietas

Se realizé la determinacion del contenido nutricional de cada una de las

dietas asi como del alimento convencional, dando que cada una de las dietas y
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control dan una Ganancia de Energia de 4,200 Cal g!, como se describe en la tabla
5.

Tabla 5. Composiciéon aproximada de las dietas experimentales (g kg-1 de materia seca).

Control Dieta1 Dieta2 Dieta3

Proteina Cruda 3522 3525 3526 3529
Lipidos Crudos 87.8 87.9 88.1 88.3
Ceniza 76.1 76.6 76.8 76.9
Fibra 49.3 50.1 50.5 50.9

Ganancia de Energia (Cal g')* 4,216 4,209 4,208 4,207

VII.6. Pruebas de Palatabilidad

El alimento formulado con cada una de las tres concentraciones de polvo de
hongo fue proporcionado durante una semana previa al inicio experimental,
observado que el alimento es consumido por todos los peces de los acuarios de
prueba logrando una tasa de aceptacion del 100% de los organismos en los 3

acuarios.

Figura. 6. Pruebas de aceptacion y palatabilidad con el 100 % de aceptacion.

VII.7. Desarrollo experimental de los tratamientos

El desarrollo experimental para poner a prueba las tres mezclas obtenidas,
se realizé de la siguiente manera, se utilizaron 3 acuarios para cada una de las
dietas y para la dieta control (alimento convencional: Pedregal con 35% de

proteina), dando un total de 12 acuarios, conteniendo 40 litros de agua con un pH
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de 7.2 y oxigeno disuelto en promedio de 6.82 mg/L, mantenidas a una temperatura
de 28 + 2 ° C, por medio de la utilizacion de un termostato sumergible en cada
pecera (condiciones monitoreadas semanalmente). Se distribuyeron 7 organismos
por acuario dando un total de 84 organismos (Figura 7A), de los cuales, se registré
peso, talla y muestra sanguinea a los 0 dias para realizar el calculo de la biomasa
y el alimento requerido (g) (Figura 7B) y posteriormente, cada 7 dias después de

iniciado el tratamiento.

Figura 7. A) Acuario para la fase experimental en condiciones de laboratorio con aeracion y
temperatura controladas monitoreadas una vez por semana; B) calculo de biomasa para
establecer la dieta en viales con registro por pecera de todos los tratamientos.

VII.8. Biometrias de los organismos

Se observd ganancia de peso en los tres tratamientos a base de hongo
(Grafica 1), al analizar y comparar los tratamiento por cada tiempo estadisticamente
podemos describir que a los 30 y 45 dias se observa ya una diferencia significativa
entre los tratamientos y el control (F=3.32 P=0.02; F=9.25 P=0.00002) no obstante,
al culminar el tratamiento (60 dias) se observa que el tratamiento 3 (25% de polvo
de hongo) muestra resultados similares con el control (alimento convencional), con
diferencia significativa (F=11.64 P=0.00002) (Grafica 2).
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Tabla. 6. Comparacion de las ganancias de peso de los tratamientos y el control a los 60 dias
de crecimiento (Promedio + DE, n=30).

Peso (g) Control Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
(15%) (20%) (25%)
Inicio 3+0.16 3.5+0.22 3.3+0.22 3.1+0.17
15 dias 6.1+1.14 5.7+0.45 5.8+0.24 6.2+ 1.29
30 dias 11.7 + 0.82 11.5 + 1.47 12.2 +0.72 11.8 +0.77
45 dias 16.6 + 0.77 14.7 +1.15 16.3 +1.09 16.1+0.7
60 dias 23.3+0.95 21.2+1.19 22.6+1.21 22.3+1.32
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Grafica 1. Ganancia de peso de cada uno de los tratamientos y control F 4, 30= 11.64; P >

0.05 durante los 60 dias de la fase experimental (solo se muestra lo mas representativo que se
dio a los 45 y 60 dias).

Se realizd el registro de las tallas (longitud patrén) al mismo tiempo que
fueron tomados los datos del peso (0, 15, 30, 45 y 60 dias) (Tabla 9). En los datos
promedio de los tres tratamientos a base de hongo, se observé que los organismos
aumentan de tamafio de manera similar (Grafica 3), al realizar un analisis de
varianza (ANOVA) se comprueba que existe diferencia significativa a los 15, 45 y
60 dias (F=5.64 P=0.0015; F=5.13 P=0.0022; F=33.14 P=0.000001) entre estos, el
control (Grafica 4) (alimento convencional) registra un aumento significativo

(F=45.6) en los dias 15, 30, 45 y 60, en la talla de los organismos a diferencia de
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los que fueron alimentados con los tratamientos hechos a base de polvo de hongo
(Grafica 2).

Tabla. 7. Registro de la talla promedio de los organismos en cada uno de los tratamientos a los
0, 15,30, 45 y 60 dias del experimento, (Promedio + DE, n=30).

Talla (cm) Control Tratamiento1l Tratamiento2 Tratamiento 3
(15%) (20%) (25%)
Inicio 4.1+0.74 4.2 +0.82 4.2 +0.26 4.1+0.16
15 dias 7+0.31 6.5+0.41 6.6 +0.61 6.9+0.16
30 dias 10.1+0.41 10.6+ 0.63 10.4+0.5 10.2+0.16
45 dias 13.7+041 13.7+0.64 13.5+ 0.66 13.2+0.16
60 dias 18.3 +0.57 16.9 + 0.62 18.3+ 0.48 18.6 + 0.16
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Grafica 2. Ganancia de talla de cada uno de los tratamientos y control F4, 30=45.6; P > 0.05
durante los 60 dias de la fase experimental.
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VI1.8.1. Tasa Especifica de Crecimiento (TEC %/dia)

La tasa especifica de crecimiento se refiere a la medida ganada por el
organismo al dia, ésta se calcula a partir del peso inicial y final de cada uno de ellos.
En este estudio se observé que la tasa de crecimiento del tratamiento 3 y el control,
producen un crecimiento similar a diferencia del tratamiento 1, que produjo la menor
tasa de crecimiento de los tres tratamientos.
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Grafica 3. Tasa especifica de crecimiento (%/dia) durante la fase experimental, el que muestra
una mejor tasa es el Tratamiento 3 y el Control.

VI1.8.2. Factor de conversion alimenticia (g/g)

El Factor de Conversion Alimenticia tiene un mejor rendimiento en el tratamiento
tres y en el que se invirtié mas alimento fue en el tratamiento dos 1.7 g para producir
un gramo de biomasa, y el control mantiene un mejor resultado de conversion del

alimento.
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Grafica 4. Factor de Conversioén Alimenticia durante la fase experimental, se muestra que el que
tiene un menor aprovechamiento del alimento es el tratamiento 2 a diferencia del Tratamiento 3
y control que se invierte menos alimento.
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VI1.8.3. Tasa de sobrevivencia

Se iniciaron con 10 organismos por acuario con tres repeticiones por
tratamiento y se determind la tasa de sobrevivencia durante los 60 dias de fase
experimental, mostrando una tasa de sobrevivencia al 100% durante 45 dias, sin
embargo esta bajo a 97 % en los tratamientos 1y 2, 98% en el tratamiento 3 y 96%

para el control (Grafica 7).
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Grafica 5. Tasa de sobrevivencia, en el caso de los tratamientos dos y tres es menor la tasa de
mortalidad, a diferencia del tratamiento uno donde hay una mayor tasa de mortalidad al cabo
de los 60 dias.

Tabla 8. Rendimiento en el crecimiento de O. niloticus alimentado con las dietas experimentales.
Los valores se expresan como media = SE. Los valores en la misma fila que tienen letras
superindice muestran la diferencia significativa (P <0.05), n = 10.

Variable Tratamientos
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Control

Talla inicial (cm-1) 42+0822 42+0272 4.1+0.21° 41+0.75°
Peso inicial (g-1) 3.4 +0.222 3.3+0.222 3.1+0.18° 3.1+0.17°
Talla final (cm -1) 16.9+0.622 18.2+0.48> 185+0.63* 18.3+0.57°
Peso Final (g -1) 21.1+1.192 225+1.22° 223+1.32> 23.3+0.96°
Tasa Especifica de 3.1+0.012 3.2+0.012 3.3+0.01° 3.4+0.01°
Crecimiento (% dia-1)

Ganancia de peso 19.3+0.022 19.2+0.022 20.3+0.02° 20.2+0.02°
Factor de condicion 0.43+0.01 0.37+0.01° 0.35+0.01° 0.38+0.01°
Tasa de conversion alimenticia 1.7 +0.012 1.4 +0.01® 1.3+0.01° 1.4 +0.01°
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VIL.9. Parametros hematolégicos

Se realizaron los perfiles hematolégicos a cinco organismos de cada
tratamiento y control a los 0, 30 y 60 dias del tratamiento, y se registraron los
promedios (Tabla 5), se observdé que en las muestras tomadas en el dia O,
mostraban valores similares en la concentracion de glébulos rojos (RTR), blancos
(RTB), hemoglobina (Hb), y paquete celular (Hto), sin embargo el muestreo
realizado a los 30 dias de iniciado el tratamiento, se observa un incremento en
comparacion al inicio de la fase experimental, con las tres dietas hechas a base de
polvo de hongo, a excepcion del grupo control no varia en relacién al inicio. En la
Tabla 9 se comparan todos los parametros hematolégicos al inicio y a los 60 dias
que es al tiempo donde se aprecia el incremento en hemoglobina, hematocrito
recuento total de gldébulos rojos y blancos y en los conteos diferenciales de neutrdfilo
y linfocitos. En las graficas 8-11 se presenta los valores y las diferencias
significativas de la hemoglobina, hematocrito, recuento total de gldbulos rojos y
blancos comparados al inicio a los 30 y 60 dias entre los tres grupos y el control por
una prueba de ANOVA.

Tabla 9. Comparacion de los parametros hematolégicos al inicio y a los 60 dias de alimentacion,
con la formulacién que contiene polvo de hongo Pleurotus djamor var. roseus (Promedio + DE,
n=>5).

Parametros Control 15% 20% 25%
Hematoldgicos

Inicio 60 dias Inicio 60 dias Inicio 60 dias Inicio 60 dias
RTR (cels/mm3) x10° 2.374+0.12 2.88+0.08° 2.52+0.12 3.67+0.12 2.4+0.092 3.68+0.118 2.38+0.218 3.60+0.442
RTB (cels/mm3) x102 2.03+0.122 2.66+0.13¢ 2.18+0.19° 3.06 +0.20° 2.08 +0.83° 33+0.16%° 2.1+0.07° 3.38+0.840
Hemoglobina (g/dL) 7.5+0.422 11.2+0.8¢ 8+1.22° 14+0.72 8.6+0.5° 15.2 +0.820 7.240.84° 14 +0.44°
Hematocrito (%) 14.4+1.14° 17.8+1.9° 17.6+1.142 254+2.28 14.2+0.8° 24412 16 + 1.6%° 24.6+1.67°
VCM (fL) 60.7 + 4520 61.9+7.8% 69.9 +4.7° 69.2 +4.2° 58.3+4.20 65.2+2.5° 67.6 +7.9% 69.9 + 4.4°
CMH (pg) 315+27° 38.9+26% 31.7+4.6° 382+19% 353+3.22 41.3+2.2° 30.5+5.2° 449+1.3°
CMHG (%) 52.2+ 6.9% 63.5+8.42 453+5.42 55.4+5.42 60.6+2.6° 63.5+5.42 45.7 +9.3° 64.5 +5.62
Neutréfilos (%) 62.6+ 3.222 60.8 +1.6° 60.2+ 1.72 50.2+1.1% 61.2+1.9° 46.2+ 2.6%° 61.8+2.4% 4384320
Eosindfilos (%) 36+11°2 3+16° 4+1.6% 3.2+08° 4.4+15° 2.2+08° 5+1.6% 4+1.0%
Baséfilos (%) 1.8+0.83% 2.8+0.83% 3.241.09° 3+1.228 2.4 +0.54% 1.8+0.83% 2.4+0.542 2.2+083%
Monocitos (%) 3.8+0.83° 3.8+1.2° 42140832 2.4 +0.54° 4.2+0.832 2.4+0.892 3.2+0.83° 2.6+1.512
Linfocitos (%) 28.2+3.11° 29.6 +2.5¢ 28.4 +3.5° 412 +2.04% 27.8 +2.68° 47.4+207° 27.6+1.14° 474425

*Nota. RTR: recuento total de glébulos rojos, RTB: recuento total de glébulos blancos, VCM: volumen corpuscular medio, CMHG: concentracion
media de hemoglobina globular, CMH: concentracion media de hemoglobina. Los valores con letras diferentes dentro de una fila son
significativamente diferentes (ANOVA, P < 0.05)
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Grafica 6. Concentracion de Hemoglobina (Hb), como se puede apreciar los tres tratamientos
presentan un aumento en los valores después de 30 y 60 dias, el mejor efecto es con tratamiento
2 (20% de hongo) ANOVA, F=39.71; p=0.00001.
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Grafica 7. Hematocrito (Hto), como se puede apreciar los tres tratamientos presentan un
aumento en los valores después de 30 y 60 dias. ANOVA F=19.70; p=0.000013.
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Grafica 8. Recuento Total de Glébulos Rojos (CTR), como se puede apreciar los tres
tratamientos presentan un aumento en los valores después de 30 y al final a los 60 dias. ANOVA
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Grafica 9. Recuento Total de Glébulos Blancos (RTB), como se puede apreciar los tres
tratamientos presentan un aumento en los valores después de 30 y al final a los 60 dias. ANOVA
F=22.48; p=0.00006.
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Se realizé el analisis de los indices hematicos de los organismos, en estos
se relaciona los valores de hematocrito, hemoglobina y conteo total de rojos, para
determinar el tamario de los eritrocitos (VCM), la cantidad de hemoglobina por cada
eritrocito (CMH) y la cantidad de hemoglobina total en relacion al paquete celular
(CMHG). Se observé que el tamafio de los eritrocitos no presenta diferencia
significativa a los 30 dias (F=2.35; p=0.11) y los 60 dias (F=1.05; p=0.39). En cuanto
a la cantidad de hemoglobina por eritrocito no tuvo significancia desde el inicio
(F=1.63; p=0.22) y alos 60 dias (F=1.35; p=0.29) y en el porcentaje de hemoglobina
solo presentd significancia entre los tratamientos a los 60 dias (F=10.82;

p=0.00039). Tabla 8 previamente mostrada.

Figura 8. a) neutrdfilo b) eosindfilo, c) basdfilo, d) linfocito y monocito. Microscopia de luz 100X. Bar
20 um.

En la tilapia los eritrocitos se caracterizan por ser elipticos, poseen nucleo

céntrico, se aprecia pleomorfismo celular que quiere decir que se pueden encontrar
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diferentes formas de las células y los nucleos, en los leucocitos se determinaron los
cinco grupos principales: neutrofilos, son células que se caracterizan por poseer un
nucleo exceéntrico, la reaccidén de sus granulos es neutra, por eso se aprecia de color
blanco o azul claro, (Figura 8a); eosindfilos, son células que se caracterizan por
poseer un nucleo exceéntrico y la reaccion de los granulos citoplasmaticos es acida
y son redondos, se aprecian de color naranja. (Figura 8b); basdfilo, son células que
se caracterizan por poseer un nucleo excéntrico y su reaccion de sus granulos es
basica, por eso se aprecia de color azul en sus granulos (Figura 8c); monocitos son
células que no tienen granulos, son grandes y su nucleo se puede apreciar en
varias formas, el citoplasma se observa de color azul claro y en ocasiones mas
obscuro (Figura 8d); y los linfocitos, son células pequefas que se caracterizan por
poseer un nucleo que ocupa casi la totalidad del citoplasma y no presenta granulos
(Figura 8d). Los conteos diferenciales se presentan en la tabla 5 con las diferencias
significativas en los neutrdfilos y linfocitos, en el caso de los neutréfilos estos bajan
su numero después de los 60 dias de tratamiento en las tres dietas, sin embargo se
observa que los linfocitos son los que aumentan a los 60 con los tres tratamientos
como se muestra en las graficas 12 y 13. Esto podria estar relacionado con la
activacion de la respuesta inmune adaptativa que la realizan los linfocitos y en el

caso de los neutrdéfilos estos pueden tener una alta actividad fagocitica.
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Grafica 10. Recuento Diferencial de Neutréfilos como se puede apreciar los tres tratamientos
presentan una disminucion después de 30 y al final a los 60 dias. ANOVA, F=54.2; p=0.00001.
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Grafica 11. Recuento Diferencial de Linfocitos como se puede apreciar los tres tratamientos
presentan aumento después de 30 y al final a los 60 dias. ANOVA F=66.7; p=0.0001.
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VIIl. DISCUSION

La acuicultura es el sector de produccién de alimentos de mas rapido
crecimiento en el mundo. La acuicultura suministra el 50% de todos los peces que
se consumen en todo el mundo hoy en dia, y se pronostica que para 2030 sera la
principal fuente de peces (FAO, 2016); una herramienta que puede ser muy utilizada
es el recuento de células de la sangre que podria favorecer el conocer mas sobre
el estado de salud de los organismos (Fazio, 2019) esto relacionado con la nutricion
y alimentacion en la acuicultura.

La alimentacion es uno de los principales objetivos dentro del manejo
operativo de una Unidad de Produccion Acuicola (UPA), y mas si se tiene una dieta
formulada con ingredientes naturales, puede ser considerado una alternativa viable
si esta ofrece ventajas que permitan un mejor éxito de las UPA’s y de especies de
interés comercial en este sentido como la tilapia Oreochromis niloticus. Para
implementar una dieta se debe cuidar que contenga los suficientes aportes
nutricionales y que se pueda considerarse como organico (amigables con el
ambiente) y funcional, (Mente et al., 2011), asi como el uso de inmunoestimulantes
naturales (Billen et al., 2011), vertientes actuales que busca la acuicultura. Una de
las nuevas propuestas es la utilizacion de hongos debido a que contienen
compuestos bioactivos como complementos y suplementos alimenticios o
inmunoestimulantes incrementando la viabilidad de los cultivos, que los organismos
tengan una mejor respuesta ante el estrés, y ante las enfermedades en peces de
interés comercial (Van Doan et al., 2017; Rairakhwada et al., 2007; Billen et al.,
2011), activando el sistema inmunolégico de los peces (Katya et al., 2014; Van Doan
et al., 2017; Safari y Sarkheil, 2018). La combinacién de probidticos e
inmunoestimulantes es actualmente un tema de conversacién en nutricién de peces,
(Newaj-Fyzul y Austin, 2015; Oliva-Teles, 2012). Para ello en este proyecto se probo
la inclusion del polvo de hongo Pleurotus djamor var. roseus en una dieta a tres
concentraciones (15, 20y 25%) para evaluar su efecto en el crecimiento y en los
parametros hematoldgicos d la tilapia Oreochromis niloticus.

Uno de los principales aportes vistos al utilizar hongos como suplementos o

complementos alimenticios es mejorar el crecimiento (Gatlin et al., 2006) y en
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algunos estudios se ha evaluado la activacion del sistema inmune por varias
especies de hongos en dietas para algunos peces de interés comercial como P.
eryngii en Cyprinus carpio (Safari y Sarkheil, 2018) o en el pez gato Pangasius
bocourti (Van Doan et al., 2016), P. ostreatus en el pez gato Silurus asotus (Katya
et al., 2014), o los betaglucanos de setas en Epinephelus coioides (Chang et al.,
2013) y Lentinula edodes en truchas arcoiris, Oncorhynchus mykiss (Baba et al.,
2015).

En la busqueda de saber si los hongos favorecen el crecimiento se han
realizado algunos estudios, Safari y Sarkheil, (2018), probaron polvo de hongo
Pleurotus eryngii a diferentes concentraciones porcentuales (0, 0.5, 1, 1.5y 2%), y
encontraron que favorece el crecimiento de Cyprinus carpio koi después de 63 dias
de prueba con dietas con el hongo, la tasa especifica de crecimiento fue de 1.35
%/dia y su factor de conversion alimenticia es de 2.13 con el 1.5 % de polvo del
hongo (Safari y Sarkheil, 2018), otro que se ha utilizado es Cordyceps militaris como
suplementos alimenticio en la tilapia Oreochromis niloticus (Van Doan et al., 2017a),
demostraron que C. militaris ayuda a mejorar la tasa especifica de crecimiento (de
2.50 a 2.92%) conforme se va aumentando la cantidad de extracto del hongo, peso
ganado, peso final, y factor de conversién alimenticia que demuestran que el que
tiene un mejor factor (1.47) es el que tiene mas cantidad del hongo sin ser la maxima
cantidad utilizada en ese estudio, sugiriendo que la combinacion de estos
componentes o0 substancias naturales podrian ser consideradas como aditivos o
alternativas de suplementos en la alimentacion (Van Doan et al., 2017); Ulukoy
(2016), utilizd el extracto de Pleurotus ostreatus en concentraciones 1 y 2% de
suplemento durante 6 semanas también influye en el crecimiento de la trucha
arcoiris Onchorynchus mykiss, elevando su nutricién y respuesta a estrés positiva
(Ulukoy, 2016), en este estudio al evaluar la inclusién del polvo de hongo Pleurotus
djamor var. roseus en diferentes porcentajes (15, 20 y 25%), se encontr6 que ayuda
a la ganancia de peso y talla, encontrado que los tratamientos de 20 y 25 %
favorecen el crecimiento sin mostrar diferencias significativas con el alimento
convencional, mostrando un rendimiento similar al convencional, ya que sus tasas

de especifica de crecimiento es de 3.2y 3.3 %/dia y la del control fue de 3.4%/dia y
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su factor de conversion alimenticia es de 1.6 %/dia para el de 20% y 1.4%/dia para
el de 25% mejor que el de alimento control que tuvo un factor de 1.3 %/dia, sin
embargo, esto abre la posibilidad de que el uso de los hongos gradualmente podrian
substituir en mayor cantidad la utilizacién de harina de pescado, por otra parte, el
hongo mejoro la sobrevivencia manteniéndola al 100 % hasta los 50 dias, el que
mejor tasa de sobrevivencia tiene es el que tiene 25% de hongo, lo que nos indica
que el hongo P. djamor var. roseus podria estar mejorando de alguna manera su
fisiologia, particularmente una mejor activacién del mecanismo de defensa o en su
fisiologia del crecimiento.

El uso y la validacién de las herramientas de monitoreo de la salud de los
peces se han vuelto cada vez mas evidentes debido a la expansion de la acuicultura;
el recuento de células sanguineas es una herramienta de diagnéstico importante
que puede utilizarse para conocer el estado de salud de los peces en respuesta a
los cambios relacionados con la nutricidn, calidad del agua y enfermedades (Fazio,
2019).

El perfil hematologico de peces puede indicar su estado fisiolégico y salud,
de modo que la hematologia combinada con otros métodos de diagnostico de rutina
podria usarse para identificar y evaluar las condiciones que causan estrés o
enfermedades que afectan el rendimiento de la produccion (Tavares-Dias y Moraes,
2004). En peces, la sangre es un indicador de problemas fisiopatologicos al
determinar cualquier cambio que se produzca durante el manejo de los organismos
en cultivo, por ejemplo debido al uso de inmunoestimulantes (Tewary y Patra, 2011)
o efectos potenciales de los prebidticos en los alimentos acuaticos (Fric, 2007). Los
recuentos diferenciales y totales de leucocitos son marcadores importantes para la
determinacion de la actividad inmune de los peces (De Pedro et al., 2005). Al utilizar
dietas a base de hongos como complementos o suplementos que pueden funcionar
como inmunoestimulantes activando el sistema inmune y los parametros
hematoldgicos como el caso de la utilizacion del polvo de P. eryngii en carpa koi
Cyprinus carpio donde repartan un aumento significativo en el hematocrito (22.3%
en el control a 25.8 %) hemoglobina (de 2.74 a 3.52 mmol/l) recuento total de

globulos blancos (de 33.20 a 36.9x 103 /ul)) recuento total de glébulos rojos (de 1.64
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a 2.15 x 10% /ul) gradualmente conforme van aumentando la concentracién del
hongo desde el control hasta el 2% de hongo (Safari y Sarkheil, 2018); por otra parte
en la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss utilizando el extracto hongo Pleurotus
ostreatus en concentraciones 1y 2% de suplemento durante 6 semanas reportan
aumento en el conteo total de globulos blancos al utilizar 1% de hongo van de 42 a
52 x103cel/mm, y al utilizar 2% de hongo de 80 a 83 x103cel/mm, mejor que el
control, no encontraron diferencia significativa en el hematocrito (Ulukoy et al.,
2016), esto es muy similar a lo que observamos en el presente estudio en la tilapia
cuando se les administro las dietas que contenian una concentracion del polvo de
hongo Pleurotus djamor var. roseus mostré un aumento en los valores del perfil
hematoldgico en el recuento total de glébulos rojos (de 2.37 a 3.68 x108cel/mm) en
la hemoglobina (de 7.2 a 14.2 g/dL); hematocrito (14 a 25.4 %) y conteo total de
glébulos blancos (2.03 a 3.38 x103cel/mm), también conforme se va aumentando la
concentracion del polvo del hongo. Por otra parte los indices hematicos (Volumen
Corpuscular Medio y Concentracion Media de Hemoglobina) también se ven
ligeramente aumentados puesto que en estos hay una relacidn entre los valores de
la hemoglobina, hematocrito y conteo total de globulos rojos, al utilizar Pleurotus
djamor var. roseus en la tilapia Orochromis niloticus.

El sistema inmune innato de los peces teledsteos tiene componentes celulares y
humorales, siendo los leucocitos los que se encargan de las primeras lineas de
defensa, principalmente los monocitos, neutrofilos, macrofagos y linfocitos T y B,
estos tienen una respuesta favorable cuando pueden ser previamente estimulados
como puede ser por la accién de los hongos por sus componentes los betaglucanos
pues se ha observado que los recuentos de monocitos y neutrofilos fueron mayores
al aumentar el extracto de Pleurotus ostreatus en trucha (Ulukuy et al., 2017). Los
neutréfilos desempenan un papel crucial en la generacion de respuestas inmunes
en peces (Ainsworth 1992), ademas el uso de otras fuentes de proteina como en la
beluga juvenil (Binaii et al., 2014) y en trucha arcoiris (Awad y Austin, 2010)
revelaron una mejora en los conteos de neutrofilos, en alevines de Channa striata
se probaron tres prebidticos comerciales (B-glucano, galactooligosacarido y

manano-oligosacarido) observando que los leucocitos aumentan para resistir
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enfermedades por Aeromonas hydrophila (Munir et al., 2018), o los 3-glucano que
favorecen la activacion del sistema inmune innato produciendo enzimas y actividad
fagocitica como mecanismo de defensa aumentando el numero de células como los
macrofagos (Mueller et al., 2000), o como los polisacaridos con propiedades
inmunomoduladoras del hongo C. militaris (Van Doan et al., 2017b), esto podria
atribuirse a la activacion del mecanismo de inmunidad no especifica por los
componentes de los hongos. En acuicultura, si se tiene un buen crecimiento,
suplementos alimenticios y ademas resistencia a las enfermedades, suele ser viable
un cultivo, bajo estas condiciones existen varias limitaciones, como el estrés y la
enfermedad que se traducen en un debilitamiento del sistema inmunoldgico
permitiendo que las enfermedades se propagan rapidamente y la amenaza de la
industria de la acuicultura conduce a una grave pérdida economica. El uso de
antibidticos en la alimentaciéon de animales acuaticos cultivables se ha practicado
en general para reducir las enfermedades infecciosas, asi como para mejorar la
supervivencia y el crecimiento (Kannan et al., 2019a); las vacunas se han utilizado
para controlar diversas enfermedades en las industrias acuicolas, sin embargo,
estas practicas pueden aumentar la resistencia de los patdgenos, por lo que se
necesitan nuevas estrategias para controlar los patégenos (Kannan et al., 2019b).
En los ultimos afios, muchos paises prohiben los animales acuaticos debido al uso
de una gran cantidad de antibidticos y quimioterapias, por lo que se necesitan
nuevas estrategias alternativas para promover el crecimiento de los animales
acuaticos y controlar los patégenos (Kannan et al., 2019b), actualmente se busca
nuevas alternativas como los probidticos, prebidticos y simbidticos que funciones
como suplementos dietéticos e inmunoestimuladores que estimulen el crecimiento
y las respuestas inmunitarias contra microbios patogenos. En la practica de la
acuicultura, los polisacaridos fungicos son una sustancia prebidtica que es
ampliamente aceptada como un componente nutricional para regular el crecimiento
y la condicién de salud. En la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se determino
que los extractos de hongo Pleurotus ostreatus le permitié a este pez tener una
resistencia ante la bacteria Aeromonas hydrophila, por o que puede proponerse

como un inmunoestimulante nuevo y econémico, para la trucha arco iris (Bilen et
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al., 2016); también en la trucha se prob¢ el efecto del extracto de hongo Lentinula
edodes y probaron que se hace resistente a la enfermedad producida por
Lactococcus garvieae (lactococosis) y ademas aumenté su tasa de supervivencia y
también mejord su respuesta inmunolégica (Baba et al., 2015). En acuicultura, los
inmunoestimulantes no especificos se han usado ampliamente, probablemente
debido al conocimiento limitado de la respuesta inmune en los peces y la facilidad
de su aplicacion (Vallejos-Vidal et al., 2016). Esto podria ser atribuido a las
propiedades nutritivas, nutracéuticas e inmunomoduladoras de los hongos en la
inclusién en las dietas 0 como suplementos alimenticios como una nueva alternativa

acuicultura.

IX. CONCLUSION

La inclusion de polvo del hongo Pleurotus djamor var. roseus, en dietas
balanceadas para tilapia Oreochromis niloticus, en las primeras etapas de
crecimiento, permitié6 mantener una tasa especifica de crecimiento y sobrevivencia
equiparada con las dietas comerciales, la suplementada con hongo ayuda a mejorar
aspectos de su fisiologia (perfil hematoldgico), bajo condiciones de laboratorio. Por
otra parte, el hongo Pleurotus djamor var. roseus puede considerarse como un
prebiotico natural para modular el sistema inmunitario de la tilapia previniendo
enfermedades ya que podria mejorar su capacidad fisiolégica e inmunolégica y
tener una mejor respuesta ante posibles condiciones adversas como baja
concentracion de oxigeno ya que el hongo estimula la produccion de eritrocitos,
hemoglobina, sugiriendo que al estimular la produccion de leucocitos
particularmente los neutréfilos y los linfocitos permite que la respuesta inmune
innata y adaptativa puedan funcionar de una manera adecuada ante posibles

patogenos.
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X. PERSPECTIVAS

¢ Realizar pruebas de alimentacién en fase de campo, bajo las condiciones naturales.

e Probar las dietas en otras fases del desarrollo de la tilapia en condiciones
controladas.

e Estimular a los organismos con algunos PAM’S (Patrones asociados a patégenos)
y después alimentarlos con las dietas para evaluar cémo responden los organismos
con el hongo y si este actua como inmunomodulador.

¢ Evaluar histolégicamente el efecto de las dietas sobre los érganos de la tilapia.
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