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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron los efectos de la adicién de acidos biliares en alimento
balanceado comercial sobre el crecimiento, sobrevivencia y la respuesta
inmunologica en juveniles de Penaeus vannamei. Se probaron dosis de 750, 2 250
y 3750 ppm en alimento balanceado comercial, comparativas con un control O ppm.
Se utilizaron langostinos con un peso promedio de 5,8 g a una densidad inicial de
35 juveniles/m3. Estos fueron distribuidos aleatoriamente en 12 tanques circulares
(tres por cada dosis) de PVC de 1,5 m3 de capacidad total, provistos de aireacion
mecanica por un periodo de cultivo de 28 dias. Los resultados indicaron que no
hubo diferencia significativa (p>0,05) en el crecimiento, conteo de hemocitos
totales, concentracion de la enzima fenoloxidasa y del anion superéxido, a favor de
las dosis de acidos biliares frente al control. Pero si hubo diferencia significativa
(p<0,05) en la sobrevivencia y la concentracion de proteinas plasmaticas a favor de
la dosis de 2 250 ppm respecto al control y las otras dosis; encontrdndose los
valores de estos parametros inmunoldgicos en niveles aceptables de un individuo
sano. También, los acidos biliares adicionados en dosis de 2 250 ppm al alimento
balanceado evidenciaron mejoramiento del nivel de lipidos en los tubulos
hepatopancreaticos. Se concluyé que los acidos biliares agregados artesanalmente
en el alimento balanceado comercial en la dosis de
2 250 ppm mejoraron la sobrevivencia, la concentracién de proteinas plasmaticas

y el nivel de lipidos de los tubulos hepatopancreaticos del langostino.

Palabras clave: acido biliar, respuesta inmunolégica, Penaeus vannamei,
supervivencia.
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ABSTRACT

In this work, the effects of the addition of bile acids in commercial balanced feed on
the growth, survival and immune response of Penaeus vannamei were studied.
Doses of 0, 750, 2 250 and 3 750 ppm were tested in commercial balanced feed.
Prawns with an average weight of 5.8 g were used at an initial density of 35
juveniles/m3. These were randomly distributed in 12 circular PVC tanks (three for
each dose) with a total capacity of 1.5 m3, provided with mechanical aeration for a
culture period of 28 days. The results indicated that there was no significant
difference (a>0.05) in shrimp growth, total hemocyte count, concentration of the
enzyme phenoloxidase and superoxide anion, in favor of the doses of bile acids
compared to the control. But there was a significant difference (a<0.05) in survival
and plasma protein concentration in favor of the 2 250 ppm dose compared to the
control and the other doses. However, the values of these immunological
parameters were at acceptable levels for a healthy shrimp. Also, the bile acids
added to the balanced feed showed that they could improve the lipid level in the
hepatopancreatic tubules of the shrimp and the degree of infestation by
Zoothamnium sp.; but not the degree of gregarine/trophozoite infestation. It is
concluded that the bile acids added by hand in the commercial balanced feed at the
dose of 2 250 ppm improve the survival and the concentration of plasma proteins of

the shrimp.

Keywords: bile acid, immune response, Penaeus vannamei, survival.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Un recurso cultivable que ha crecido de manera exponencial en todas las latitudes
es el langostino Penaeus vannamei. Es una industria que genera grandes divisas.
Sin embargo, la productividad de estos cultivos depende de una Optima
alimentacion y nutricion de la especie; asi como también, del control de las
enfermedades para evitar pérdidas econdémicas. Por este motivo, es necesario
implementar estrategias eficaces que permitan mejorar los pardmetros productivos

en los sistemas de produccion.

Muchas estrategias estan basadas en el manejo del estanque de cultivo; otras en
la aplicacion de sustancias o aditivos en agua de cultivo; asi como también, en el
alimento. Uno de estos aditivos en los alimentos que actualmente se estan

estudiando son los acidos biliares.

Los acidos biliares exégenos, como aditivos alimentarios en la dieta de P.
vannamei, optimizan la utilizacion y digestion eficiente de las grasas y proporcionan
MAas energia a partir de la sustancia grasa; asi como también, incrementan el
rendimiento en crecimiento, disminuyen los costos de alimentacion y protegen la
salud intestinal y hepética, de la misma forma contribuyen a la acuicultura

sostenible, al aumentar la eficiencia de los piensos (Chandra, 2018).

Al respecto, se ha evaluado la adicion de acidos biliares en la dieta para P.
vannamei y sus efectos positivos sobre el crecimiento y otros parametros; ademas,
se han logrado resultados alentadores sobre los efectos en la respuesta inmunitaria
(Lietal., 2023a, Su et al., 2021 y Kumar et al., 2019) y otros parametros bioquimicos
(Su et al., 2021 y Li et al., 2023b). También, se ha comprobado que la adicién de
acidos biliares en dietas bajas en harina de pescado, mejoran el crecimiento
corporal del langostino (Wang et al., 2023, Li et al., 2023 y Xie et al., 2021); sin

embargo, no se ha demostrado la efectividad de estos acidos agregados
17



artesanalmente a alimentos balanceados comerciales cuya elaboracion esta

basada en niveles altos en harina de pescado.

Es posible lograr efectos positivos de los &cidos biliares adicionados a alimentos
balanceados; pues Su et al. (2021) ha demostrado que estos &cidos mejoran el
crecimiento del langostino utilizando dietas altas en harina de pescado; similares a

dietas comerciales.

La efectividad de estos acidos agregados artesanalmente en alimentos
balanceados comerciales, conducen a una aplicacion practica en la alimentacion
del langostino. Esto implica una mejora en la eficiencia del alimento, mantener la
calidad de agua, mejorar los parametros productivos y fortalecer el sistema

inmunologicos del langostino.

Por tal razon, este trabajo plantea como objetivo: determinar el efecto de la adicion
de &cidos biliares a razén de 0, 750, 2 250 y 3 750 g/kg de alimento balanceado
comercial sobre el crecimiento, sobrevivencia y la respuesta inmune de P.

vannamei.

18



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. Bases teodrico-cientificas

2.1.1.

2.1.2.

Hepatopancreas de P. vannamei.

Weel (1973) afirma que desde aproximadamente 1960, el término
hepatopancreas se ha utilizado cada vez mas para designar la glandula
digestiva, que se encuentra en muchos moluscos y crustaceos.
Manifiesta que, anteriormente, este 6rgano se conocia ampliamente
como glandula del intestino medio.

Aunque este investigador no esta de acuerdo con el término
hepatopancreas por cuanto este 6rgano no realiza la funcion de un
verdadero higado como el de los vertebrados que produce bilis, acepta
que este O6rgano produce una gran cantidad de enzimas digestivas
como un verdadero pancreas; asi como también, sustancias similares

a los acidos biliares con funciones emulsificantes.
Acido biliar y bilis. - funcién.

Los acidos biliares son componentes de la bilis. Tienen como funciéon
ayudar en la digestion y absorcion de las grasas de los alimentos en el
proceso digestivo (Tacon, 1989). La bilis es un liquido de color amarillo
verdoso que producen las células hepaticas y mejora la eficacia de la
digestion de los lipidos; actuando como emulsionante; siendo esencial
para activar las lipasas (Romano et al., 2019).

Los &cidos biliares son anfifilos faciales derivados del colesterol
responsables de la solubilizacidén del colesterol y la grasa mediante la
formacion de micelas mixtas con fosfolipidos (Mukhopadhyay and
Maitra, 2004).

19



2.1.3.

La bilis es un conjunto de moléculas anfipaticas que se sintetizan en el
higado a partir del colesterol. Contiene cantidades menores de grasas
(0,4 a 0,5%), incluidos &cidos grasos, colesterol y fosfolipidos. El
aspecto caracteristico de la bilis, de color amarillento a verde, se debe
a la presencia de bilirrubina (amarilla) y biliverdina (verde) (Hofmann et
al., 2010). La bilis se secreta en el intestino proximal, donde actia como
surfactante al emulsionar los lipidos en micelas, lo que mejora la
digestion al permitir mas sitios de escision para la lipasa. Ademas, la
bilis es necesaria para la activacion de la “lipasa activada por sales
biliares”, que tiene una amplia especificidad de sustrato (Lijima et al.,
1998).

Asimismo, la bilis mejora la absorcion de otros nutrientes liposolubles,
como las vitaminas A, D, E, K, carotenoides y astaxantina (Olsen et al.,
2005; Yang et al., 2012; Sallam et al., 2017). Ademas, la bilis facilita la
excrecion de colesterol y otros metabolitos que pueden volverse toxicos
si se acumulan (Hofmann et al., 2010).

Estructura del acido biliar.

Los acidos biliares tienen un ndcleo esteroide (con 19 carbonos) con
cadenas laterales que terminan en un &cido carboxilico y estas cadenas
laterales influyen en el tipo de bilis. La bilis se puede clasificar en
términos generales en alcoholes biliares (no acidos, con 27 carbonos),
acidos biliares (con 27 carbonos) o acidos biliares (con 24 carbonos)
(figura 1) y se sintetiza a partir del colesterol en los hepatocitos del
higado. A pesar que el colesterol es esencial para la mayoria de los
crustaceos, no se ha encontrado la presencia de sales biliares en este

grupo de animales (Hagey et al., 2010; Kumar et al., 2018).

20



2.1.4.

Figura 1

Estructura quimica de: (a) Alcohol biliar de 27 carbonos, (b) acido biliar
de 27 carbonos y (c) acido biliar de 24 carbonos. Esquema tomado de
Romano et al. (2019).

Los &cidos biliares son sorprendentemente diversos en un sentido
estructural y en diferentes especies difieren quimicamente en tres
aspectos: estructura de la cadena lateral, estereoquimica de la fusion
del anillo A/B vy distribucién del numero, posicion y estereoquimica de
los grupos hidroxilo en el nucleo esteroide (Mukhopadhyay and Maitra,
2004).

Los acidos biliares se sintetizan a partir del colesterol e implican una
serie de pasos complejos tanto en el nucleo esteroide como en la
cadena lateral. Esta biosintesis implica al menos cinco pasos en cada
uno (nucleo y cadena lateral). Dado que estos pasos pueden, en
principio, ocurrir en cualquier orden, la elucidacion de los pasos
individuales de la biosintesis de &cidos biliares no es sencilla
(Mukhopadhyay and Maitra, 2004).

Respuesta inmune e inmunoestimulantes en P. vannamei.

Cajas et al. (2020) indican que la respuesta inmune es una composicion
de tejidos, células y un sistema de moléculas que cumplen el rol
defensivo en el organismo contra infecciones de agentes, asi como de
otras sustancias que puedan ocasionar dafio. Agrega que el langostino,
como todo crustaceo, no posee una memoria inmunologica sistema
inmune adaptativo (capacidad de memoria inmunolégica) el cual, si
esta presente en peces y vertebrados. Asi mismo, manifiestan que
otros nutrientes como elementos traza, vitaminas, y acidos grasos

poliinsaturados, mejoran la respuesta inmunoldgica del langostino.

Morales y Cuéllar-Angel (2014), sefialan que los principales sistemas
de defensa actualmente reconocidos en los crustaceos son: (1)
Reconocimiento del no-propio por proteinas de reconocimiento patrén

y Dscam; (2) Sefalizacion y activacion de los hemocitos; (3)
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Respuestas inmunocelulares (fagocitosis, formacion de capsulas y
nodulos, infiltracién y trampas extracelulares de acidos nucleicos); (4)
Produccion de moléculas antimicrobianas (Especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno y péptidos antimicrobianos); (5) Melanizacién
mediada por el sistema de activacion de la profenoloxidasa (proPO) y
(6) Defensas antivirales (citocinas analogas a interferones, sistema

RNA de interferencia, apoptosis y autofagia).

Asi mismo, los autores antes mencionados, indican que estas
herramientas vienen siendo utilizadas como indicadores de salud. Los
pardmetros hemato-inmunoldégicos mas comunmente empleados en
crustaceos son: (1) Hemogramas (conteo total y diferencial de
hemocitos), (2) Tiempo de coagulacion de la hemolinfa, (3) Actividad
de la enzima fenol oxidasa (PO), (4) indice de fagocitosis, (5)
Produccion de radicales de oxigeno (ROIs), (6) actividad
antimicrobiana, (7) titulo aglutinante del plasmay (8) concentracion de

proteinas totales de la hemolinfa.

Molina et al. (2001) manifiestan como valores de parametros
inmunologicos aceptables los siguientes: En la actividad antibacteriana,
la inhibicion normal debe estar entre el 40 y 60%; la cuantificacion del
anion superéxido (O?) consideran valores menores o igual a 1, como
ausencia de generacion de superoxido; valores mayores 1,2 son
aceptables, los 6ptimos se encuentran encima de 1,5; la cuantificacion
de proteinas plasmaticas en animales saludables es mayor o igual a
100 mg/ml; el conteo de hemocitos debe ser una media de 20 millones

por mililitro en un juvenil saludable.

Carcamo-Aréchiga et al. (2015), manifiestan que el exoesqueleto es
donde se inicia el proceso de proteccién, tal es asi que, si algun
patogeno rebasa esta barrera, tendra que enfrentar una fila de factores
inmunologicos derivados de plasma y hemocitos, donde se generaran
una serie de acciones para lograr eliminarlos y poder desarrollar una
afeccién en el hospedero. Por tal motivo, se debate el rol de los

hemocitos, la sefalizacion y la fagocitosis, como también los procesos
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inmersos en la expresion de las proteinas plasmaticas, como la
lisozima, tripsina, a2-macroglobulina, fenol oxidasa, y los péptidos

antimicrobianos.

Fonseca (2013), indica que los invertebrados, especificamente los
crustaceos como los langostinos, carecen de respuesta inmunolégica
especifica para contra restar presencia de agentes infecciosos, por lo
que han desarrollado un alto y eficiente sistema de defensa
inespecifico, siendo sus principales componentes los hemocitos
circulantes y también varias proteinas de defensa, pero al no lograr
desarrollar una facultad de memoria inmune, el empleo de vacunas se

dificulta.

Fierro-Coronado et al. (2018) evalu6 una levadura y bacterias acido
lacticas como inmunoestimulantes en langostinos infectados con virus
de la mancha blanca (WSSV), concluyendo que los
inmunoestimulantes microbianos afectan disminuyendo la tasa
porcentual de infeccion por WSSV en P. vannamei, cuando estan

infectados con baja carga viral tratandolos cada tres dias.

Medina (2018) evalué de la incorporacion de harina de Dunaliella sp. al
alimento de P. vannamei cuyo objetivo fue reducir la tasa de mortalidad
al ser infectados con V. parahaemolyticus y, concluye que en cuanto a
la expresidon genética de SOD se encontraron diferencias significativas
(p<5%) al dia 7 en organismos alimentados con Dunaliella sp. y beta-
glucano y una expresion cuatro veces superior que el control. Concluye
que la inclusion de Dunaliella sp. presentd positivamente un efecto en
la sobrevivencia, respuesta fisiologica e inmune durante una infeccion

con la bacteria V. parahaemolyticus.

Rueda (2018), realiz6 el estudio aplicando inmunes estimulantes en la
dieta para langostinos con tres tratamientos: T1, Control con vitaminas;
T2, Beta glucanos 125 ppm, nucleoétidos 112 ppm - vitaminas y T3, Beta
glucanos 250 ppm - nucleétidos ppm mg/kg - vitaminas. Todos los

inmunes estimulantes fueron incorporados en el alimento paletizado
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para P. vannamei, por un periodo de 30 dias. Los parametros peso
final, biomasa final, sobrevivencia y factor de conversion alimenticio no
presentaron diferencia significativa estadisticamente, los parametros
inmunoldgicos Conteo total de hemocitos - THC (hemocitos/ml), Tasa
de sal de tretrazolio (NBT), Actividad fenol oxidasa, Hemocitos
granulosos (hemocitos/ml), Hemocitos semi granulosos (hemocitos/ml)
y los Hemocitos hialinos (hemocitos/ml) presentaron un ligero aumento

en el tratamiento 3 respecto al tratamiento control.

Lépez (2020) determind que también la calidad de la materia prima en
el alimento balanceado afecta significativamente en la respuesta
inmune; pues, reemplazando aceite de pescado (sardinay salmén) por
aceite de canola, encontr6 un efecto negativo en el rendimiento
productivo de juveniles de P. vannamei experimentados en 28 dias; la
expresion de los genes relacionados con el metabolismo de los lipidos
se vio afectado significativamente, asi mismo con el sistema
inmunolégico, fosforilacion oxidativa, proteinas estructurales,
marcadores asociados al desarrollo, contraccion muscular y

crecimiento.

Weiss et al. (2019), probaron harina de semillas de lupino (Lupinus
angustifolius) como componente de la dieta de Penaeus vannamei, en
niveles de inclusién de 0, 100, 200 y 300 g kg™ que complementaban
el componente harina de pescado, y un alimento comercial como
referencia general. La sobrevivencia no difiri6 significativamente entre
los grupos. El rendimiento del crecimiento se vio significativamente
afectado en camarones alimentados con dietas que contenian mas de
100 g kg* de harina de lupino. La suplementacién con harina de lupino
no afect6 el contenido de proteina de hemolinfa, mientras que las
concentraciones de glucosa y acilglicéridos variaron entre los
tratamientos y fueron mas altas en los animales alimentados con una
dieta de 100 g kg™ de harina de lupino. La actividad de la fenoloxidasa
fue mayor en los camarones alimentados con una dieta de 100 g kg-1

de harina de lupino, lo que indica un mejor estado inmunoldgico.
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Wang (2020), manifiesta que la expresion genética a nivel del sistema
inmune se ve afectada durante la fluctuacion de temperatura entre 13
y 28 grados centigrados en el cultivo de langostinos. Encontrd que las
expresiones relativas de los genes de mucina (Muc) permanecieron
estables; asimismo, las expresiones del receptor 4 como peaje (TLR),
inmunodeficiencia (IMD) y la profenoloxidasa (proPO) disminuyeron
significativamente después de la exposicion a temperatura baja; en
tanto que, después del aumento de temperatura, la expresion de TRLR,

IMD, lisozima (Ly) y proPO aumentaron significativamente.

Yasmine (2021), indica que la aplicacion de inmunoestimulantes es la
base para la proteccién tactica del cultivo de langostino. Por lo tanto,
las variaciones en la expresidbn génica de cinco genes inmune
atribuibles (profenoloxidasa, serina proteinasa, transglutaminasa,
lisozima y superéxido dismutasa) fueron evaluados con un alimento
suplementado con Bacillus subtilis, sugiriendo finalmente que la
aplicacion transitoria de B. subtilis para P. vannamei mejora el sistema
inmunoldgico, y su estado inmunoldgico esta equilibrado y todo en
contra V. parahaemolyticus por respuestas defensivas rapidas y

tempranas.
2.2. Antecedentes

Granda (2022) evalu6 el efecto de enzimas digestivas naturales y acidos
biliares extraidos de tilapia Oreochromis sp., sobre el crecimiento y la cantidad
de bacterias totales en P. vannamei. Para esto, utilizo 1 g de esta sustancia
por kilogramo de alimento en dos dosis por dia. Concluyd que, respecto a la
biomasa final, no hubo diferencia significativa entre los tratamientos; pero en
la carga bacteriana, hubo diferencia significativa entre la mezcla de enzimas
digestivas y el control, pero no con los acidos biliares; asi como también, no

hubo diferencia significativa entre éstos y el control.

Wang et al. (2023) investigaron los efectos de agregar acidos biliares a una
dieta baja en harina de pescado sobre el crecimiento, la utilizacion de

nutrientes y los parametros bioquimicos séricos de P. vannamei. Primero,
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formularon una dieta de control positivo y negativo para contener 200 g/kg de
harina de pescado (FM20) y 140 g/kg de FM (FM14), respectivamente. Luego,
agregaron acidos biliares a la dieta FM14 en niveles de inclusion de 75 (BA75),
150 (BA150) y 300 (BA300) mg/kg. Concluyeron que la adicion de 150 mg/kg
de acidos biliares a una dieta baja en harina de pescado (140 g/kg FM) podria
mejorar el rendimiento del crecimiento y la utilizacion de nutrientes del

camaron blanco.

Li et al. (2023a) evaluaron el reemplazo de la harina de pescado con
concentrados de proteina de semilla de soja y algodon y la suplementacién
dietética de &cidos biliares en el rendimiento del crecimiento, la inmunidad, la
muda y la salud intestinal de P. vannamei. Formularon seis dietas: dieta alta
en harina de pescado (HFM, 25% harina de pescado), dieta baja en harina de
pescado (LFM, 10% harina de pescado), LBA1 (LFM + 0,15 g kg™ acidos
biliares), LBA2 (LFM + 0,3 g kg™ acidos biliares), LBA3 (LFM + 0,6 g kg™
acidos biliares) y LBA4 (LFM + 0,9 g kg™ &cidos biliares). Concluyeron que la
suplementacién con acidos biliares aumenté la expresidon de genes
relacionados con la inmunidad y la muda, mejoré la salud intestinal y mejor6
el rendimiento de crecimiento del langostino alimentado con una dieta baja en

harina de pescado.

Li et al. (2023b) estudiaron los efectos de la suplementacion con acidos
biliares en dietas bajas en harina de pescado sobre el metabolismo de los
esteroles, la circulacion entero hepatica de los acidos biliares, el perfil de
acidos  biliares y la apoptosis en el camarén blanco del
Pacifico P. vannamei. En este experimento formularon seis dietas: dieta HFM
(25 % de harina de pescado), dieta LFM (10 % de harina de pescado) y LFM
suplementada con cuatro niveles (0,15, 0,3, 0,6 y 0,9 g kg™) de acidos biliares,
gue fueron LBAL, LBA2, LBA3 y LBA4, respectivamente. Concluyeron que los
acidos biliares mejoraron el crecimiento, promovieron el metabolismo de los
esteroles, mejoraron la circulacion entero hepéatica y redujeron la apoptosis en

langostinos con dietas bajas en harina de pescado.

Kumar el al. (2019) exploraron el papel de los &cidos biliares y los

transportadores de acidos biliares en la infeccion por la enfermedad de
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necrosis hepatopancreatica aguda en el camaron blanco P. vannamei
(AHPND). Los resultados muestran que la virulencia de V. parahaemolyticus
que causa AHPND esta regulada positivamente por los acidos biliares y que
el transportador de acidos biliares de sodio apical y los acidos biliares en el
estbmago del camardn tienen papeles importantes en la patogénesis de
AHPND.

Su et al. (2021) estudiaron los efectos de los acidos biliares en dietas altas en
harina de pescado sobre el crecimiento, el metabolismo de los lipidos, la
inmunidad no especifica y la microbiota intestinal del camarén blanco del
Pacifico P. vannamei. Formularon cinco dietas para contener 0, 0,1, 0,2, 0,3y
0,5 g kgt (control, BA1, BA2, BA3 y BA4 de &cidos biliares, respectivamente).
Encontraron que el grupo BA2 tuvo el mayor peso final y aumento de peso del
langostino. Ademas, los acidos biliares mejoran la respuesta inmune; en tanto
que, 0,5 g kg-1 de &cidos biliares podrian causar dafio oxidativo a los
camarones. La diversidad y riqueza de la microbiota intestinal se vieron
significativamente alteradas por los &cidos biliares. Finalmente, recomiendan

la dieta suplementada con acidos biliares a 0,2 g kg™.

Su et al. (2022) investigaron los efectos interactivos del colesterol (CHO) y los
acidos biliares (BA) en la dieta sobre el crecimiento, el metabolismo de los
lipidos, la respuesta inmune y la microbiota intestinal de P. vannamei y
explorar el efecto ahorrador de los BA sobre el CHO en las dietas de
camarones. Tanto el CHO como los BA en la dieta afectaron
significativamente los indices bioquimicos séricos (colesterol total,
triglicéridos, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad y colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad) y aumentaron las actividades de
proteasa y lipasa hepatopancreaticas (p<0,05). Sélo la suplementacién con
BA mejord significativamente la capacidad antioxidante (capacidad
antioxidante total, actividad de superéxido dismutasa y contenido de glutation)

del hepatopancreas (p<0,05).

Xie et al. (2021) sostienen que el metabolismo de los acidos biliares en los
animales acuéticos generalmente se suprime cuando la harina de pescado

(FM) se reemplaza por proteinas vegetales. Evaluaron los efectos de la
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2.3.

suplementacion dietética con acido chenodesoxicolico (CDCA) sobre el
crecimiento, la respuesta inmune y la salud intestinal de Penaeus monodon
alimentados con una dieta baja en FM. Formularon tres dietas: dieta alta en
FM (25 %) (HF), dieta baja en FM (15 %) (LF) y dieta baja en FM suplementada
con 0,1 % de CDCA (LFC). Determinaron que los langostinos alimentados con
la Dieta LF mostraron un menor aumento de peso y eficiencia alimenticia que
los alimentados con la Dieta HF; asimismo, indicaron que la suplementacion
dietética de CDCA en una dieta baja en FM mejoré el rendimiento del

crecimiento, la respuesta inmune y la salud intestinal de los camarones.

Definicion de términos basicos.

2.3.1. Acidos biliares.
“Los acidos biliares son formados y concentrados por el higado, y son
secretados por el higado a la bilis, y de aqui pasan al tracto
gastrointestinal (duodeno) via conducto biliar, donde actian como
emulsificantes biol6gicos de gran importancia. Ayudan a solubilizar los
glébulos de grasa del alimento, de tal modo que las enzimas
hidrosolubles o lipasas, pueden reaccionar con las moléculas de grasa
y desdoblarlas para facilitar la absorcién de la grasa” (Tacon, 1989, p.
3).

2.3.2. Respuesta inmunitaria.
“La funcion del sistema inmune es mantener la individualidad biolégica
y por ello, su principal actividad consiste en diferenciar y eliminar todo
material no propio de sus tejidos. Los crustaceos no poseen respuestas
inmunes especificas contra agentes infecciosos y su funcién defensiva
se basa en un desarrollado sistema de defensa inespecifico, basado
en hemocitos circulantes y en varias proteinas de defensa” (Fonseca et
al., 2013, p. 68).

2.3.3. Inmunidad.
“La inmunidad de un organismo es el estado de resistencia natural o

adquirida frente a una determinada enfermedad o al ataque de un
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2.3.4.

2.3.5.

2.3.6.

agente infeccioso o toxico. En el caso del camardn, ésta recae en la
inmunidad innata, en donde los sistemas humoral y celular juegan
papeles muy importantes en la defensa de los organismos” (Carcamo-
Aréchiga et al. 2015, p. 32).

Actividad fenoloxidasa.

“La enzima fenoloxidasa (PO por sus siglas en Inglés), se encuentra
confinada en el interior de los hemocitos del camaron y juega un papel
crucial en la cascada inmunolégica que se activa cuando es reconocida
una substancia como cuerpo extrafo (antigeno)” (Morales y Cuellar-
Anjel, 2014, p. 78).

“‘La actividad fenoloxidasa, es la responsable de la melanizacion
observada en los procesos inflamatorios de los artropodos, manchas

negras en los animales” (Molina et al., 2001, p. 1).

Cuantificacion del anion superoxido.

“Lafagocitosis es la ingestion y degradacién de microbios invasores por
parte de células especializadas, es la reaccion de defensa celular mas
comun y constituye la primera linea de defensa una vez que un cuerpo
extrafio ha pasado la cuticula. Paralelo a este mecanismo se encuentra
un proceso de destruccion llamado choque respiratorio que es propio
de las células fagocitarias maduras, este proceso se manifiesta como
un incremento en la actividad metabdlica de la célula y una produccion
de radicales de oxigeno téxicos, entre estos el anién superdxido”
(Molina et al., 2001, p. 1).

Cuantificacion de proteinas plasmaéticas.

“‘Es la determinacion del numero total de proteinas presentes en el
plasma. La concentracion de proteinas plasmaticas es un indicador
importante del estado fisiolégico del animal” (Molina et al., 2001, p. 1).
“‘Este parametro es utilizado para evaluar el estado sanitario de los
camarones. Sin embargo, entre el 60 y el 97% de las proteinas
plasmaticas totales esta compuesto por hemocianina (pigmento

extracelular que transporta el oxigeno a los tejidos del camarén). Por
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2.3.7.

esta razon, cambios importantes en la concentracion de la
hemocianina, afectan directamente los valores obtenidos para

proteinas plasmaticas (Morales y Cuellar-Anjel, 2014, p. 78).

Hemograma.

“El hemograma consiste en realizar un conteo total o diferencial de los
hemocitos en la hemolinfa, para establecer una relacion entre los
valores obtenidos y las condiciones de salud de los camarones
examinados (o de sus poblaciones de origen)” (Cuellar- et al. 2001, p.
1).
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CAPITULO llI

MATERIALES Y METODOS.

3.1. Lugar de ejecucion

La ejecucion de esta investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del
Taller de Recursos Acudticos Il de la Facultad de Ingenieria Pesquera y
Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de Tumbes, ubicada en la
localidad de Puerto Pizarro, distrito y provincia de Tumbes, en las
coordenadas geogréficas: -3,504470 y -80,393300 (figura 2).

‘Edcultad dejingenieria
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Figura 2

Fotografia satelital del lugar de ejecucién del proyecto en el Taller de Recursos

Acuaticos Il encerrado en rojo (Imagen capturada de Google Earth, 2023).



3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion

Aplicada: Porque al demostrarse que las propiedades favorables de los
acidos biliares, pueden ser utilizados en forma practica e inmediata en el

cultivo de langostino para mejorar la produccion.

Experimental: Porque la demostracion se llevd a cabo mediante un
experimento utilizandose tres concentraciones de los &cidos biliares, como

tratamientos, en la dieta del langostino.

Poblacién y muestra
3.3.1. Poblacion

La poblacién estuvo conformada por 420 langostinos P. vannamei con
un peso promedio de 5,8 g por individuo; obtenidos del Centro de
Produccion Acuicola de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias
del Mar.

3.3.2. Muestra

El tamafio de muestra de langostinos para determinar el peso promedio
y los pardmetros inmunoldgicos fue de 10 a 15 individuos juveniles por
tanque de cultivo experimental. Para la sobrevivencia se tomé toda la

poblacion de cada tanque.

El tamafio de la muestra, para una poblacion de 420 juveniles, fue

calculado mediante la féormula de Schaeffer et al. (1987):

N Z?(p q)

N = e

e?(N-1) + 2 (p q)
Donde:
n : Tamafio de la muestra
z : Nivel de confianza (1,96)
p Proporcién de la poblacién con las caracteristicas deseada (éxito)
g : Proporcion de la poblacion sin las caracteristicas deseadas (fracaso)
e Nivel de error dispuesto a cometer (0,05)
N Tamafio de la poblacion (420)



3.4.

3.5.

Obteniéndose n=202. Luego fue necesario hacer un reajuste por
cuanto el valor “f” calculado mediante la siguiente férmula, fue superior
al 5% (48%).

n

Donde:

No : Tamafio de la muestra reajustada
n : Tamafo de la muestra (202)
N : Tamafo de la poblacién (420)

El tamafio de la muestra reajustada fue de 136 individuos; que para

cada tanque fue de 11 individuos.

Caracteristicas del producto comercial que contiene acido biliar.

El producto comercial utilizado para esta investigacion contiene como
ingrediente activo 75% de acidos biliares (acido chenodesoxicélico y acido
colico) y un 25% de almidén de maiz como trasportador. Las caracteristicas
de este producto estan disponibles en https://www.produccion.gob.ec/wp-
content/uploads/2023/04/RSU-21-04-2023.pdf. Ha sido diseflado para
promover la digestion y absorcion de grasas y vitaminas liposolubles, proteger
al higado y a la vesicula biliar, apoyar la salud animal, aumentar la utilizacién
de la dieta y reducir el costo de la alimentacién. El producto podria ser
ampliamente utilizado en la alimentacion para todas las especies de animales
como aves de corral, ganado, acuicultura, animales de compaiiia, etc. En

crustaceos se recomienda dosis de 1 a 3 kg por tonelada de alimento.

Preparacion del alimento con inclusion del acido biliar.

Se utilizé un alimento comercial extruido con niveles minimos de proteina de
40% y 35% y en presentaciones de 0,8 y 1,2 mm de diametro,
respectivamente. Tuvieron un minimo de 6% de grasa, un maximo de 5% de
fibra cruda, un maximo de 12% de cenizas y un maximo de 12% humedad.
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3.6.

Para su elaboracion se utilizaron harinas de oleaginosas, proteina de
animales terrestres, subproductos de grano, aceite, macro minerales,
concentrado de proteinas, gluten, aminoacidos, vitaminas, aglutinantes y pre
mezcla de minerales. Las caracteristicas del alimento balanceado se
encuentran en la etigueta del producto y estd disponible en
https://www.produccion.gob.ec/wp-content/uploads/2023/04/RSU-21-04-
2023.pdf.

La preparacion del alimento balanceado con inclusion de los acidos biliares
se realizé diariamente; para ello se elabor6é una mezcla de ligante con agua
en una relacién 80/20, que fue utilizada para ligar los ingredientes (acidos
biliares y alimento) en proporcién de 40 ml de solucion ligante por kilogramo
de alimento balanceado. A esta mezcla se le agregd la cantidad
correspondiente de acidos biliares de acuerdo a cada tratamiento (control, 750
ppm, 2 250 ppm y 3 750 ppm). El mezclado fue realizado hasta humedecer
uniformemente el alimento. Posteriormente se llevé a secado al medio
ambiente por dos horas para finalmente distribuirlo al langostino de los

tanques experimentales.

Cultivo de P. vannamei.

Los juveniles fueron distribuidos aleatoriamente en 12 tanques circulares de
PVC de 1,5 m2 de capacidad total, provistos de aireacion mecanica. Estos
tanques constituyeron las unidades experimentales de los cuatro tratamientos
con tres repeticiones por cada uno. La densidad inicial fue 35 juveniles/m?3. La
racion diaria de alimento balanceado fue dividida en cuatro dosis,
suministradas en los horarios de 8 am, 12 m, 3 pmy 6 pm. La designacion del
tratamiento a cada tanque se hizo aleatoriamente (figura 3). El periodo de
cultivo fue de 28 dias.
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3.7.

l T1/R1 m T1: 750 ppm (0,75 g /ke)
12 : 2250 ppm (2.25 g /¥g)

S— 3% 3750 : (3,75 gi/ka)
!

TO : Control (O g'/kg)

l T3/R1
I T2/R3 T1/R2

rn/nz TO/R3

Figura 3

Esquema de la distribucion aleatoria de los tratamientos en los tanques
experimentales que se encontraban formando dos columnas por seis filas
dentro del ambiente del taller Recursos Acuaticos Il de la Facultad de

Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar.

Crecimiento y sobrevivencia del langostino.

Las muestras de langostino de cada tanque fueron tomadas aleatoriamente
unavez por semana. La cantidad de langostinos que se tomaron fue el tamafio
de la muestra indicada anteriormente. El peso promedio se determind por

método gravimétrico con la siguiente férmula:

Peso promedio (g) = peso total (g) por muestra/organismos por muestra

El incremento de peso en cada semana fue calculado restando el peso del

langostino al final de la semana con el peso final de la semana anterior.

La sobrevivencia semanal fue determinada contando el total de individuos de
cada tanque experimental. Luego, este valor fue llevado términos de

porcentaje, considerando a la poblacién inicial como 100%.

35



3.8.

3.9.

Parametros inmunologicos del langostino.

Para la toma de muestras de hemolinfa de Litopenaeus vannamei se siguio el
protocolo sugerido por el laboratorio de analisis particular Ecobiotech LAB
SAC: Se dejo de alimentar 12 horas antes del muestreo; el langostino fue
llevado gradualmente a 5 °C de temperatura del agua con aireacion y se
mantuvo asi por 5 minutos; se extrajo de 100 a 300 uL de hemolinfa por
langostino de la base del quinto periépodo utilizando una jeringa hipodérmica
desechable de 1 mL con aguja 25 G x 16 mm provista de 500 uL de solucion
anticoagulante SIC-EDTA fria (2 a 8 °C, aproximadamente). Luego, la
hemolinfa fue diluida con mas solucion anticoagulante y mantenida sobre
hielo, hasta su posterior andlisis. Se registré de los volimenes de solucién
anticoagulante y hemolinfa de cada muestra.

Estas muestras fueron enviadas al laboratorio antes mencionado para el
analisis respectivo; el cual realizd: conteo de hemocitos utilizando el método
de recuento en camara de Neubauer descrito por Morales y Cuellar-Anjel
(2014); proteinas plasméticas totales por método colorimétrico de Biuret
mediante kits de analisis QCA, segun Gomall et al. (1949) citados por Morales
y Cuellar-Anjel (2014); cuantificacion de fenoloxidasa total por método de
oxidacion de L-DOPA segun Hernandez-Lopez et al. (1996) citados por Lopez
et al. (1996) y cuantificacion de anién superéxido por el método de reduccion
de NBT descrito por Song and Hsieh (1994).

Estos parametros inmunolégicos fueron tomados al inicio y al final del cultivo

experimental. Luego con estos datos, fueron calculadas sus variaciones.

Parametros de calidad de agua y patolégicos.

Se midié temperatura, oxigeno disuelto, pH, alcalinidad, salinidad y amonio
toxico (NHs) del agua de cultivo, en los horarios y con los instrumentos o
meétodos indicados en la tabla 1; basados en las recomendaciones de Rojas
et al. (2005).
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3.10.

Tabla 1

Horarios, frecuencia, instrumento o método de la toma de pardmetros de

calidad de agua de los tanques de cultivo experimental.

Parametro Horario y frecuencia Instrumento o Método
6:00 h'y 18:00 h,

Temperatura diariamente Termometro YSI Pro20
6:00 h,

Alcalinidad semanalmente Espectrofotometria/YSI9100
12:00 h, Refraptometro Manual

N semanalmente Salinémetro 0-100ppt Stx-3
Salinidad Vee Gee

6:00 h'y 18:00 h,

Oxigeno disuelto diariamente Oximetro YSI Pro20
12:00 h, Potenciémetro Portatil DPH-
Potencial de hidrogeno semanalmente 2 / Medidor de pH
Amonio toxico 12:00 h,
(amoniaco) semanalmente Espectrofotometria/YSI9100

El nivel de lipidos en el hepatopancreas, el grado de infestacion por
ectoparasitos en las branquias y por gregarinas en el intestino del langostino,
fueron determinados siguiendo los métodos descritos por Morales y Cuellar-
Anjel (2014). Las muestras preparadas en fresco fueron observadas
directamente en el microscopio, iniciando con el objetivo de menor aumento
4x y finalizando con el de mayor aumento 10x. Debido a la rapida
descomposicion de las muestras, primero se analizd el hepatopancreas,

después se las branquias y finalmente el intestino.

Procesamiento y anéalisis de datos.

Los datos colectados de los parametros de crecimiento, sobrevivencia e
inmunoldgicos del langostino fueron ordenados y procesados a través del
programa computacional Excel de Microsoft Office. Asimismo, se utilizo el
programa SPSS para determinar si hay diferencias significativas en el
crecimiento, sobrevivencia, conteo de hemocitos, concentracién de proteinas

plasmaticas, concentracion de fenoloxidasa y concentracion del anion
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superoéxido, a través del andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Duncan

a un nivel de seguridad de 95 %.
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4.1.

4.2.

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, indica que los datos siguen una
distribucion normal (p>0,05, anexo 3) y la prueba de homogeneidad de
varianzas de Levene, indica que las varianzas son homogéneas (p>0,05,
anexo 4). Por tanto, la prueba de Duncan es valida porque se cumple con los
dos requisitos anteriores y se considera correcta la interpretacién del orden
jerarquico de los promedios obtenidos de los parametros biométricos e

inmunologicos del langostino.

Crecimiento y sobrevivencia del langostino.

Durante todo el periodo experimental de cultivo, el crecimiento promedio del
langostino tratado con 2 250 ppm de acidos biliares en la dieta, estuvo
ligeramente por encima de los otros tratamientos como se muestra en la
figura 4. Sin embargo, al final del cultivo, en el peso promedio y en el
incremento de peso promedio, los tratamientos y el control no tuvieron

diferencias significativas (p>0,05) entre ellos (tabla 2, anexos 1y 5).

Los resultados muestran que, en ninguna de las dosis de acidos biliares en el
alimento balanceado, hay un efecto a su favor en el crecimiento corporal del
langostino. Estos resultados discrepan con los obtenidos por Su et al. (2021),
quienes lograron mejorar el crecimiento del langostino alimentados con dietas
altas en harina de pescado, similares a los alimentos balanceados
comerciales, con dosis de 200 y 300 ppm de acidos biliares. Esta discrepancia
puede ser debidas a las dosis probadas en esta investigacion que fueron muy
altas (750 ppm a 3750 ppm); como la dosis ensayada por Granda (2022)
(1 000 ppm) quien obtuvo crecimiento del langostino similar al control. Esto

muestra que dosis elevadas no tienen efecto favorable en el crecimiento. Asi
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también, Su et al. (2021), en dietas altas en harina de pescado, afirman que
en dosis iguales o mayores a 500 ppm de acidos biliares, podrian causar dafio

oxidativo al langostino.

[EEN
[EEN

750 ppm de acido biliar en dieta

[EnY
o

2250 ppm de acido biliar en dieta

@ 3750 ppm de &cido biliar en dieta
o 9
S Control
£
S 8
o
R 7
o)
o

6

5

0 7 14 21 28

Tiempo de cultivo (dias)

Figura 4
Crecimiento de P. vannamei alimentado con dietas suplementadas con tres

dosis de acidos biliares.

La sobrevivencia de P. vannamei sometido a dieta con dosis de 2 250 ppm de
acidos biliares, fue muy superior que las otras dosis; y que las dosis de 750 y
3 750 ppm estuvieron ligeramente por encima del control durante el periodo
de cultivo (figura 5). El andlisis estadistico determiné que la sobrevivencia
promedio final en la dosis de 2 250 ppm fue significativamente mayor (p<0,05)

gue en las otras dosis de &cidos biliares y el control (tabla 2, anexos 1, 5y 6).

En la figura 5 se puede observar que la sobrevivencia de P. vannamei
alimentado con dosis de 750 y 2 250 ppm de acido biliar en la dieta fue
superior a la del control; por lo tanto, la sobrevivencia mejora con el uso de
acidos biliares; aunque estos resultados no fueron similares a los obtenidos
por Su et al. (2021), quienes no encontraron diferencias significativas en este
pardmetro. Sin embargo, las diferencias significativas de sobrevivencias

obtenidas a favor de las dosis de acidos biliares antes mencionadas, se deben
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a la estimulacion que estos acidos estan generando en el sistema
inmunologico del langostino, demostrados por Li et al. (2023a), Su et al. (2021)

y Kumar et al. (2019), que influyen favorablemente en la sobrevivencia.

Tabla 2

Peso promedio final, incremento de peso y sobrevivencia de P. vannamei

alimentado con dietas suplementadas con tres dosis de acidos biliares.

Dosis de acido

s enladea  OpPIOTI0 enenode - sobreiienc
(ppm)
750 10,072 + 0,40 4,392 + 0,62 93,9+ 1.4
2 250 10,802 + 0,72 5,052 + 0,84 96,9¢+ 0,5
3750 9,982 + 0,72 4,092 + 0,65 91,02+ 0,6
Control 10,272+ 0,21 4,562 + 0,23 89,82+ 1,5

Promedios con letra diferente como superindice, indican diferencia significativa.

102
100
_. 98
3
c 96
‘©
T 94
=
o
5 92
(% 750 ppm de acido biliar en dieta
90 2250 ppm de &cido biliar en dieta
88 3750 ppm de acido biliar en dieta
Control
86
0 7 14 21 28
Tiempo de cultivo (dias)
Figura 5

Sobrevivencia de P. vannamei alimentado con dietas suplementadas con tres
dosis de &cidos biliares.
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4.3. Parametros inmunolégicos del langostino.

Tanto en el conteo final de hemocitos como en la variacion de hemocitos de
la hemolinfa del langostino, no se evidencio efecto a favor de alguna de las
dosis de &cidos biliares en la dieta; pues el analisis de varianza determind
diferencia no significativa (p>0,05) entre los tratamientos (tabla 2, anexos 2 y
5). Puede observarse en la tabla 3 que los valores finales de la concentracion
de hemocitos son iguales a las variaciones, respectivamente; esto es debido
a que el conteo inicial (empezando el cultivo) de hemocitos estuvieron por

debajo de 10° cél./ml.

Los niveles de hemocitos obtenidos fueron superiores a los encontrados por
Su et al. (2021), quienes probaron acidos biliares en dietas altas en harina de
pescado. Sin embargo, los valores obtenidos en niveles alrededor de
108 cél./ml, como se muestra en la tabla 3, fueron superiores a los reportados
por los autores antes mencionados, quienes obtuvieron valores en niveles de
106 cél./ml. Esta diferencia y las variaciones de hemocitos (tabla 3) muestran
que este pardmetro inmunoldgico esta muy estimulado; no por los acidos
biliares; pero si por los niveles de temperatura que estuvieron en un rango de
26,2 a 27,8 °C; valores muy cercanos al indicado por Martin Rios et al. (2022);
quienes luego de un andlisis de investigaciones al respecto, mencionaron que:
“La temperatura que propicié el mayor valor de los parametros inmunoldgicos

fue 28 °C para el cultivo de P. vannamei”.

Tabla 3

Conteo final de hemocitos y variacion de hemocitos de P. vannamei

alimentado con dietas suplementadas con tres dosis de &cidos biliares.

Dosis de acido biliar en Conteo de hemocitos Variacion de hemocitos

la dieta (ppm) (cél./ml) (cél./ml)
750 3,4E+082 + 5,3E+07 3,4E+082 + 5,3E+07
2 250 3,8E+082 + 1,5E+08 3,8E+082 + 1,5E+08
3750 2,7E+082 + 7,1E+07 2,7E+082 + 7,1E+07
Control 3,0E+08? + 3,6E+07 3,0E+082 = 3,6E+07

Promedios con letra diferente como superindice, indican diferencia significativa.
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La concentracion de proteinas plasmaticas del langostino encontrada al final
del periodo de cultivo, fue significativamente mayor (p<0,05) donde se aplicé
2 250 ppm de acido biliar en la dieta, que en los otros tratamientos; sin
embargo, la variacion de la concentracion de proteinas plasmaticas no fue
significativamente mayor donde se aplico acidos biliares que el control (tabla

4, anexos 2,5y 6).

La concentracion final de proteina plasmética evidencia que si hay un efecto
de estos acidos. Por lo tanto, esto demuestra que los acidos biliares
agregados al alimento balanceado comercial en nivel de 2 250 ppm, aumentan
la concentracidén de proteinas plasmaticas; lo que significa que estos acidos
estimulan el sistema inmune del langostino. Asimismo, todas las
concentraciones obtenidas estan por encima del minimo establecido por
Molina et al. (2001), quienes recomienda niveles mayores o0 iguales a
100 mg/ml de proteinas plasmaéticas totales; asi como también, estan dentro
del rango indicado por Gullian (2001), quien considera normal el rango de 100
a 130 mg/ml.

Al obtener niveles normales de este pardmetro inmunoldgico en el tratamiento
control, demuestra que el alimento balanceado cubre los requerimientos
nutricionales necesarios para mantener los niveles apropiados de proteinas
plasmaticas del langostino; pero que los acidos biliares agregados en niveles
de 2 250 ppm en el alimento balanceado, aumentan la concentracion de estas
proteinas.
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Tabla 4

Concentracion de proteinas plasméticas y variacién de la concentracion de
proteinas plasmaticas de P. vannamei alimentado con dietas suplementadas

con tres dosis de acidos biliares.

. L, . Variacion de la
Dosis de acido

- : Concentracion de proteinas concentracion de
biliar en la dieta o . ‘o
plasmaticas (mg/ml) proteinas plasmaticas
(ppm)
(mg/ml)
750 124,22 + 1,28 5,5632b + 2,17
2 250 126,86° + 1,00 8,78 + 2,53
3750 120,882+ 0,98 4,252+ 2 31
Control 119,572+ 1,35 5,132b + 1,82

Promedios con letra diferente como superindice, indican diferencia significativa.

La concentracién de fenoloxidasa de la hemolinfa del langostino al final del
cultivo, no mostré diferencia significativa a favor del uso de &cidos biliares en
la dieta; pues, tanto el control como las menores dosis tuvieron similares
efectos, y mayores que la dosis mas alta. Sin embargo, los valores de las
variaciones de la concentracion de fenoloxidasa mostraron efectos
significativamente mayores (p<0,05) en la dosis de 2 250 ppm (tabla 5, anexos
2,5y 6).

Si bien se ha logrado un efecto de la adicion de acidos biliares en el alimento
balanceado sobre la variacion de la concentracion de fenoloxidasa, ésta
representa alrededor del 2%; lo que implica valores muy bajos. Sin embargo,
la concentracion de fenoloxidasa al final de cultivo, que representan el estado
inmune final del langostino, no muestra una clara diferencia. No obstante, los
valores obtenidos de este parametro se encuentran por encima del minimo
(250 mD.0O.) establecido por Molina et al. (2021); y en los rangos normal (200
a 350 mD.0.) y alto (350 a 500 mD.0Q.), segun los indicados por Gullian (2001).

Los valores relativamente altos obtenidos en la concentracion de fenoloxidasa
tanto en los tratamientos experimentales como en el control, pueden ser

debido principalmente a factores abidticos como la temperatura cercana a los
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28 °C por tiempo prolongado, salinidades entre 5 %o y 25 %o, o0xigeno disuelto
en niveles adecuados y niveles bajos de amonio, como sostiene Martin Rios
et al. (2022).

Tabla b

Concentracion final de fenoloxidasa y variacion de la concentracién de
fenoloxidasa de P. vannamei alimentado con dietas suplementadas con tres

dosis de acidos biliares.

Variacion de la
concentracion de
fenoloxidasa

Concentracion final de
fenoloxidasa
(mD.O.)

Dosis de acido biliar
en la dieta (ppm)

(mD.O.)

750 3492b + 18 7°c+11
2 250 378°+ 18 8¢+15
3750 3352+ 14 62P+ 1,1
Control 370° + 10 52+1,1

Promedios con letra diferente como superindice, indican diferencia significativa.

La concentracion de anion superoxido en la hemolinfa del langostino al final
del cultivo, no tuvo diferencia significativa entre los tratamientos con &cidos
biliares en la dieta; asi como también, el uso de &cidos biliares en la dieta no
mostro efectos significativamente mayores (p>0,05) respecto al control (tabla

6, anexos 2, 5y 6).

Al igual que en la fenoloxidasa, en el anion superoéxido, los valores de las
variaciones de la concentracién de anion superéxido muestran un efecto
favorable a la adicion de acidos biliares en el alimento que la concentracién
final del anién superoxido, por lo que no se puede atribuir una clara
diferencia. No obstante, los valores finales logrados con la adicion de los
acidos biliares se encuentran en niveles por encima del minimo (21,5 D.O.)
segun Molina et al. (2021); no asi para el control. Asi también, los valores de
este parametro se encuentran en el rango de bueno (de 1,5 a 2,0 D.O)
indicado por Guillan (2001). Los niveles adecuados de este parametro se
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explican por los niveles apropiados de oxigeno disuelto; pues en condiciones
de hipoxia la concentracion del anion superoxido disminuye, como lo

menciona Martin Rios et al. (2022).

Aunque los autores mencionados anteriormente han establecido un valor
minimo en condiciones fisiolégicas normales, es importante establecer un
valor maximo; pues las especies reactivas de oxigeno como el anion
superoxido en elevadas concentraciones pueden causar peroxidacion
lipidica y alterar la integridad estructural de las membranas celulares, lo que
lleva a la liberacibn masiva de alanina aminotransferasa y aspartato
aminotransferasa en la sangre que puede causar dafio oxidativo en el

hepatopancreas (Su et al., 2021).

Tabla 6

Concentracion final de anion superéxido y variacion de la concentracion de
anion superéxido en la hemolinfa de P. vannamei alimentado con dietas

suplementadas con tres dosis de acidos biliares.

Variacion de la

Dosis de acido Concentracion final de h .,
concentracion de anion

biliar en la dieta anion superoxido Superéxido
(ppm) (D.0)) 5.0)
750 1,642 + 0,02 0,392P + 0,05
2 250 1,652+ 0,09 0,53+ 0,14
3750 1,632+ 0,03 0,372+ 0,04
Control 1,452+ 0,13 0,262 + 0,04

Promedios con letra diferente como superindice, indican diferencia significativa.

4.4. Pardmetros de calidad de aguay patoldgicos.

Los pardmetros fisicos y quimicos de calidad de agua permanecieron
constantes durante el cultivo, excepto el amoniaco que fue incrementando
su concentracion durante el cultivo, y fueron muy similares entre uno y otro

tratamiento.

El oxigeno disuelto vario de 3,9 a 4,4 mg/L por la mafianay de 4,5a 5,1 mg/L

por la tarde. La temperatura oscil6 de 26,2 a 27,8 °C por la mafiana y de 26,9
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a 28,5 °C por la tarde. El pH fluctu6 de 7,4 a 7,8, la alcalinidad de 140 a 205
mg/L, la salinidad de 21 a 22 %o y el amonio téxico (NHs) de 0,05 mg/L al
inicio del cultivo, hasta 0,39 mg/L al final del cultivo (Anexo 7).

Estos niveles de los parametros de calidad de agua estuvieron dentro de los
limites permisibles (Instituto Nacional de Pesca, 2018) a excepcion del
amonio toxico que paso el nivel 6ptimo de 0,1 mg/l; aunque esto no ha
significado mortalidad del langostino como muestran los resultados de

sobrevivencia.

Respecto a los parametros patoldgicos tomados al inicio y final del cultivo, el
grado y nivel de lipidos en los tubulos hepatopancreaticos del langostino
empezo con G1 (0 a 85% de lipidos) en todos los tratamientos y terminé con
G3 (90 a 96% de lipidos) en todos los tratamientos excepto en la dosis de
2 250 ppm de &acidos biliares en la dieta que alcanz6 el G4 (96 a 100% de
lipidos) (Anexo 8). Con esta dosis de &cidos biliares en la dieta también se
ha logrado obtener mejores resultados en la sobrevivencia y en la
concentracion de proteinas plasmaticas en esta investigacion. Con esta
dosis de acidos biliares se alcanza los requerimientos 6ptimos necesarios en
el organismo del langostino, para que alcance el mas alto nivel de lipidos en
los tubulos hepatopancreaticos. Para esto, no solamente las dietas deben
cubrir los requerimientos de sustancias grasas, sino que también se
absorban en el intestino; siendo obligatorio que estas grasas previamente se
emulsifiquen; proceso que es realizado por los &cidos biliares (Tacon, 1989;
Mukhopadhyay and Maitra, 2004 y Romano et al., 2019).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

. Con &cidos biliares adicionados extra pellet en el alimento balanceado en
dosis de 750 a 3 750 ppm, se obtiene crecimiento corporal del langostino

similar al del control, cultivado experimentalmente en tanque.

Con la dosis de 2 250 ppm de acidos biliares se logra mejorar
significativamente la sobrevivencia del langostino, frente a las otras dosis y

el control.

Las dosis de 0, 750, 2 250 y 3 750 ppm de &cidos biliares adicionados al
alimento balanceado, no tuvieron efectos diferenciales sobre el conteo de
hemocitos totales del langostino; encontrandose todos ellos en niveles

aceptables.

. Con la dosis de 2 250 ppm de acidos biliares se logra significativamente la
mayor concentracion de proteinas plasmaticas respecto a las otras dosis y
el control; encontrandose en todas las dosis, la concentracion de proteinas

en valores aceptables.

Las dosis de acidos biliares probadas no tuvieron efecto diferencial a su
favor al control entre los tratamientos en la concentracion final de la enzima
fenoloxidasa y del anién superodxido; hallandose estos parametros en los

niveles aceptables.

El nivel de lipidos de los tubulos hepatopancreéticos del langostino en las
dosis de acidos biliares y control, alcanzaron niveles del 90% a 96%; siendo
la dosis de 2 250 ppm de &cidos biliares en la dieta; donde llegaron al rango
del 96% a 100% de lipidos.



CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con la adicion de acidos biliares en dietas alimenticias de
bajo nivel proteico, o con menores niveles nutricionales en comparacion a

dietas premium usadas en el cultivo del langostino.

Aungue no se ha demostrado en esta investigacion la lixiviaciéon de los
acidos biliares durante la alimentacién de P. vannamei, se sugiere probar
estas dosis de &cidos biliares, y dosis inferiores, adicionadas a alimentos
balanceados desde su fabricacion.

A raiz de las evidencias encontradas en los parametros patologicos: nivel
de lipidos en los tdbulos hepatopancreéticos y grado de infestacion por
Zoothamnium sp., se sugiere probar experimentalmente con repeticiones en

cada dosis, los acidos biliares en la dieta.

Asi mismo considerar analisis microbiolégicos/bacteriolégicos para
determinar cargar bacterianas iniciales y finales en proximas

investigaciones con la aplicacion de acidos biliares en la dieta.
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ANEXOS

Anexo 1. Peso promedio, biomasa y sobrevivencia de P. vannamei alimentado en tres dosis de acidos biliares en la dieta.

Tratamiento Tiempo Peso promedio (g) Biomasa (g) Sobrevivencia (%)
(Dosis de acido de
bilia_r enla cu!tivo Repeticion Repeticion Repeticion Promedio Repeticion  Repeticion  Repeticién Promedio Repeticion Repeticion Repeticién Promedio
dieta) (dias) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 5,52 5,93 5,57 5,67 193 208 195 199 100,0 100,0 100,0 100,0
7 6,86 6,55 7,01 6,81 235 227 233 232 98,0 99,0 95,0 97,3
750 ppm 14 7,28 7,33 8,15 7,59 248 253 268 256 97,5 98,5 94,0 96,7
21 8,55 8,65 9,76 8,99 287 294 318 300 96,0 97,0 93,0 95,3
28 10,37 9,61 10,22 10,07 342 320 331 331 94,3 95,1 92,4 93,9
5,62 5,88 5,73 5,74 197 206 201 201 100,0 100,0 100,0 100,0
7 6,98 6,91 7,22 7,04 239 239 250 243 98,0 99,0 99,0 98,7
2 250 ppm 14 8,78 7,88 8,22 8,29 300 272 283 285 97,5 98,5 98,5 98,2
21 9,89 9,11 9,66 9,55 336 312 331 327 97,0 98,0 98,0 97,7
28 11,39 10,00 11,00 10,80 384 340 374 366 96,3 97,1 97,1 96,9
5,69 6,22 5,74 5,88 199 218 201 206 100,0 100,0 100,0 100,0
7 6,54 7,01 6,22 6,59 224 240 213 226 98,0 98,0 98,0 98,0
3 750 ppm 14 7,81 8,02 7,18 7,67 267 267 245 259 97,5 95,0 97,5 96,7
21 9,22 9,23 8,04 8,83 300 300 270 290 93,0 93,0 96,0 94,0
28 10,38 10,41 9,14 9,98 328 333 292 318 90,3 91,4 91,3 91,0
5,78 5,61 5,74 5,71 202 196 201 200 100,0 100,0 100,0 100,0
6,85 6,95 6,08 6,63 228 238 202 223 95,0 98,0 95,0 96,0
Control 14 8,02 8,11 7,59 7,91 262 270 247 260 93,5 95,0 93,0 93,8
21 9,15 9,22 8,88 9,08 288 300 283 290 90,0 93,0 91,0 91,3
28 10,46 10,32 10,04 10,27 327 330 311 323 89,3 91,4 88,6 89,8
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Anexo 2. Parametros inmunologicos de P. vannamei alimentado en tres dosis de acidos biliares en la dieta.

Tratamiento

Conteo de hemocitos (cél./ml)

Concentracion de proteinas plasmaticas (mg/ml)

Concentracion de fenoloxidasa

Concentracién de anién

(Dosis de acido & L (mD.O.) superoxido (D.O.)

biliar en la epeticion = . L " . L . . o . . o
dieta) Inicial Final Variacion Inicial Final Variacién Inicial Final Variacién Inicial Final Variacion

1 4,0E+05  2,9E+08 2,9E+08 118,28 122,75 4,47 355 361 6 1,28 1,66 0,38

2 3,8E+05 4,0E+08 4,0E+08 116,84 124,88 8,04 350 358 8 1,29 1,63 0,34

750 ppm 3 4,8E+05  3,4E+08 3,4E+08 120,96 125,05 4,09 320 328 8 1,21 1,65 0,44

Promedio 4,2E+05 3,4E+08 3,4E+08 118,69 124,23 5,53 342 349 7 1,26 1,64 0,38

1 3,9E+05  2,6E+08 2,5E+08 116,28 126,08 9,80 350 360 10 1,05 1,73 0,68

2 4,1E+05 5,5E+08 5,4E+08 115,84 126,50 10,66 389 397 8 1,15 1,55 0,40

2250 ppm 3 45E+05  3,4E+08 3,4E+08 122,10 128,00 5,90 370 377 1,18 1,68 0,50

Promedio 4,2E+05  3,8E+08 3,8E+08 118,07 126,86 8,79 370 378 8 1,13 1,65 0,53

1 4,0E+05 1,9E+08 1,9E+08 114,11 120,18 6,07 345 352 7 1,18 1,59 0,41

2 3,8E+05  3,0E+08 3,0E+08 118,84 120,48 1,64 325 330 5 1,29 1,65 0,36

3750 ppm 3 45E+05  3,2E+08 3,2E+08 116,96 122,00 5,04 320 325 5 1,31 1,64 0,33

Promedio 4,1E+05  2,7E+08 2,7E+08 116,64 120,89 4,25 330 336 6 1,26 1,62 0,36

1 4,1E+05 3,0E+08 3,0E+08 112,15 118,05 5,90 365 371 6 1,10 1,35 0,25

Control 2 4,3E+05  2,6E+08 2,6E+08 114,20 120,65 6,45 375 379 4 1,29 1,51 0,22

3 4,6E+05  3,4E+08 3,4E+08 116,96 120,01 3,05 355 359 4 1,28 1,59 0,31

Promedio 4,3E+05  3,0E+08 3,0E+08 114,44 119,57 5,13 365 370 5 1,22 1,48 0,26
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Anexo 3. Prueba de normalidad de datos de Shapiro-Wilk en los parametros
biométricos e inmunoldgicos del langostino sometido a cuatro dosis de acidos
biliares en la dieta (incluido el control), segun SPSS, version 24.

Parametro Estadistico gl Sig.
Peso inicial del langostino (g) 0,896 12 0,143
Peso final del langostino (g) 0,950 12 0,640
Incremento de peso del langostino (g) 0,970 12 0,915
Supervivencia (%) 0,921 12 0,295
Conteo inicial de hemocitos (cél./mL) 0,923 12 0,315
Conteo final de hemocitos (cél./mL) 0,879 12 0,085
Variacién de conteo de hemocitos (cél/mL) 0,879 12 0,084
Concentracion inicial de proteinas plasméaticas (mg/mL) 0,973 12 0,936
Concentracion final de proteinas plasmaticas (mg/mL) 0,944 12 0,555
Variacién de concentracion de proteinas plasmaticas (mg/mL) 0,966 12 0,869
Concentracion inicial de fenoloxidasa total (D.O) 0,946 12 0,579
Concentracion final de fenoloxidasa total (D.O) 0,941 12 0,513
Variacién de concentracion de fenoloxidasa total (D.O) 0,947 12 0,587
Concentracion inicial de anion superoxido (D.O) 0,877 12 0,080
Concentracion final de anién superoxido (D.O) 0,869 12 0,063
Variacién de concentracion de anién superéxido (D.O) 0.918 12 0.269
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Anexo 4. Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene en datos de los
parametros biométricos e inmunologicos del langostino sometido a cuatro dosis de
acidos biliares en la dieta (incluido el control), segin SPSS, version 24.

. Estadistico .
Parametro de Levene gl gl2 Sig.
Peso inicial del langostino (g) 2,883 3 8 0,103
Peso final del langostino (g) 2,426 3 8 0,141
Incremento de peso del langostino (g) 1,415 3 8 0,308
Supervivencia (%) 2,207 3 8 0,165
Conteo inicial de hemocitos (cél./mL) 1,123 3 8 0,396
Conteo final de hemocitos (cél./mL) 2,946 3 8 0,099
Variacion de conteo de hemocitos (cél./mL) 2,949 3 8 0,098
Concentracion inicial de proteinas plasmaticas (mg/mL) 0,644 3 8 0,608
Concentracion final de proteinas plasméticas (mg/mL) 0,325 3 8 0,807
Variacion de concentracion de proteinas plasmaticas (mg/mL) 0,219 3 8 0,881
Concentracion inicial de fenoloxidasa total (mD.O) 0,638 3 8 0,611
Concentracion final de fenoloxidasa total (mD.O) 0,549 3 8 0,663
Variacion de concentracion de fenoloxidasa total (mD.O) 0,160 3 8 0,920
Concentracion inicial de anién superoxido (D.O) 1,710 3 8 0,242
Concentracion final de anion superoxido (D.O) 3,366 3 8 0,075
Variacion de concentracion de anion superéxido (D.O) 2,476 3 8 0,136
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Anexo 5. Andlisis de varianza (ANOVA) de los parametros biométricos e
inmunologicos del langostino sometido a cuatro dosis de acidos biliares en la dieta
(incluido el control), segun SPSS, version 24.

Suma de

Media

Parametro P F Sig,
cuadrados cuadratica

Peso inicial del Entre grupos 0,076 3 0,025 0,630 0,616
langostino (g)

Dentro de grupos 0,321 8 0,040

Total 0,397 11
Peso final del langostino Entre grupos 1,214 3 0,405 1,297 0,340
© Dentro de grupos 2,494 8 0,312

Total 3,708 11
Incremento de peso del  Entre grupos 1,453 3 0,484 1,224 0,362
langostino (g)

Dentro de grupos 3,165 8 0,396

Total 4,618 11
Sobrevivencia (%) Entre grupos 89,897 3 29,966 25,888 0,000

Dentro de grupos 9,260 8 1,158

Total 99,157 11
Conteo inicial de Entre grupos 8,67E+08 3 2,89E+08 0,204 0,891
hemocitos (cél,/mL)

Dentro de grupos 1,13E+10 8 1,42E+09

Total 1,22E+10 11
Conteo final de Entre grupos 2,12E+16 3 7,08E+15 0,899 0,483
hemocitos (cél,/mL)

Dentro de grupos 6,30E+16 8 7,88E+15

Total 8,43E+16 11
Variacion de conteo de  Entre grupos 2,12E+16 3 7,08E+15 0,899 0,483
hemocitos (cél,/mL)

Dentro de grupos 6,30E+16 8 7,88E+15

Total 8,43E+16 11
Concentracion inicial de  Entre grupos 32,147 3 10,716 1,527 0,281
proteinas plasmaticas
(mg/mL) Dentro de grupos 56,157 8 7,020

Total 88,304 11
Concentracion final de  Entre grupos 97,750 3 32,583 23,920 0,000
proteinas plasméticas
(mg/mL) Dentro de grupos 10,898 8 1,362

Total 108,647 11
Variacion de Entre grupos 35,325 3 11,775 2,368 0,147
concentracion de
proteinas plasmaticas Dentro de grupos 39,777 8 4,972
(mg/mL) Total 75,101 11
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(Continuacion del Anexo 5)

Concentracion inicial de Entre grupos 3213,583 3 1071,194 4,227 0,046
fenoloxidasa (mD.O)

Dentro de grupos 2 027,333 8 253,417

Total 5 240,917 11
Concentracion final de Entre grupos 3 347,583 3 1115,861 4,538 0,039
fenoloxidasa (mD.O)

Dentro de grupos 1 967,333 8 245,917

Total 5 314,917 11
Variacién de Entre grupos 24,333 3 8,111 5,123 0,029
concentracion de
fenoloxidasa (mD.O) Dentro de grupos 12,667 8 1,583

Total 37,000 11
Concentracion inicial de Entre grupos 0,036 3 0,012 2,081 0,181
anion superdxido (D.O)

Dentro de grupos 0,046 8 0,006

Total 0,081 11
Concentracion final de Entre grupos 0,058 3 0,019 3,112 0,088
anion superdxido (D.O)

Dentro de grupos 0,050 8 0,006

Total 0,108 11
Variacion de Entre grupos 0,108 3 0,036 5,460 0,024
concentracion de anion
superéxido (D.O) Dentro de grupos 0,053 8 0,007

Total 0,161 11

61



Anexo 6. Subgrupos segun la prueba post hoc Duncan (a=0,05) de los parametros
biométricos e inmunoldgicos del langostino que arrojaron diferencia significativa
(p<0,05) entre los tratamientos segun ANOVA, utilizando el programa
computacional SPSS, version 24.

Subconjuntos (para alfa = 0,05) en la sobrevivencia
. Sobrevivencia promedio final (%)
Dosis N
1 2 3

Duncan? Control 3 89,77

3 750ppm 3 91,00

750ppm 3 93,93

2 250ppm 3 96,83

Sig. ,198 1,000 1,000

Subconjuntos (para alfa = 0,05) en la concentracién de proteinas

plasmaticas
) Promedio concentracion final (mg/mL)
Dosis N
1 2 3
Duncan? Control 3 119,57
3 750ppm 3 120,89
750ppm 3 124,23
2 250ppm 3 126,86
Sig. 204 1,000 1,000
Subconjuntos (para alfa = 0,05) en la concentracion de fenoloxidasa (mD.O)
. Prome_dlo concentracion Variacion de la concentracion (mD.O)
Dosis N final (mDO)
1 2 1 2 3
Duncan? 3 750ppm 3 336
750ppm 3 349 349 6
Control 3 370 7 7
2 250ppm 3 378 8
Sig. ,328 ,062 ,359 ,143 ,359

Subconjuntos (para alfa = 0,05) en la concentracion de

anion superoxido (D.O)

Variacién de la

Dosis N concentracion (D.O)
1 2
Duncan? Control 3 0,26
3 750ppm 3 0,37
750ppm 3 0,39 0,39
2 250ppm 3 0,53
Sig. 104 068
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Anexo 7. Parametros fisicos y quimicos de calidad de agua durante el cultivo
experimental de P. vannamei alimentado en tres dosis de acidos biliares en la dieta.

Tratamiento p Oxigeno Oxigeno  Temperatura Temperatura - - Amqnio
éfggts)liiﬁ; CD:EjIlti(\j/?) disuelto am disuelto pm am pm pH Alii]“g;gad SaI(Lr/::)c)jad 1-(?]:(QIJC;IC)
en la dieta) (mg/h (mg/l) C) C) NH3)
0 4,1 51 27,5 28,1 7.4 140 22 0,05
7 3,9 4,9 27,8 28,2 7,6 155 21 0,15
750 ppm 14 4,0 4,5 27,3 28,5 7,5 158 21 0,18
21 4,2 47 26,6 27,7 78 160 21 0,22
28 4,1 4,7 26,5 27,1 7,5 165 21 0,25
0 4,1 51 27,5 28,1 7,4 140 22 0,05
7 4,0 4,7 27,3 28,3 7,5 145 21 0,21
2 250 ppm 14 4,1 4,8 27,0 28,6 7,6 150 21 0,25
21 4,1 4,5 26,8 27,6 7,6 165 21 0,26
28 4,0 4,6 26,2 27,1 7,8 178 21 0,35
0 4,1 51 27,5 28,1 7,4 140 22 0,05
7 4,2 4,9 27,0 28,0 7,5 150 21 0,16
3750 ppm 14 4,1 4,8 27,2 27,5 7,5 155 22 0,23
21 4,3 4,8 27,1 27,9 7,6 160 21 0,31
28 4,0 4,5 26,4 26,9 7,7 190 21 0,39
0 4,1 51 27,5 28,1 7,4 140 22 0,05
7 4,3 4,8 27,3 28,2 7,5 160 22 0,11
Control 14 4,4 5,0 27,5 28,0 7,7 180 21 0,23
21 4,1 4,8 27,0 27,9 7,8 190 21 0,25
28 4,2 4,6 26,3 27,1 7,8 205 21 0,28
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Anexo 8. Parametros patologicos de P. vannamei alimentado con tres dosis de acidos
biliares en la dieta.

Parametro Tratamiento (dosis de acidos Dia 0 Dia 28
patoldgico biliares en la dieta) Nivel de lipidos Grado Nivel de lipidos Grado
750 ppm 0-85 % Lipidos Gl 90 — 96% Lipidos G3
Nivel y grado 2250 ppm 0-85 % Lipidos G1 96 -100% Lipidos G4
de lipidos en
hepatopéncreag 3750 ppm 0-85 % LI’pIdOS Gl 90 — 96% LipIdOS G3
Control 0-85 % Lipidos Gl 90 — 96% Lipidos G3
Ectoparasito Grado Ectoparésito Grado
Grado de 750 ppm Zoothamnium sp. Gl Zoothamnium sp. Gl
severidad a la
infestacién por 2250 ppm Zoothamnium sp. Gl Ninguno GO
epicomensales 3750 ppm Zoothamnium sp. Gl Ninguno GO
en lamelas
branquiales Control Zoothamnium sp. Gl Zoothamnium sp. G1
Parasitos Grado Parasitos Grado
750 ppm Gregarina/trofozoito Gl Ninguno GO
Grado de . . .
severidad a la 2250 ppm Gregarina/trofozoito Gl Ninguno GO
infestacion por 3750 ppm Gregarina/trofozoito G1 Ninguno GO
gregarinas
Control Gregarina/trofozoito Gl Ninguno GO
Nota:

Nivel lipidico en porcentaje:

G1: 0-85%, G2: 85-90%, G3: 90-96% y G4: 96-100%.

Epicomensales en lamelas branquiales/organismo:
GO: No presenta, G1:1-5, G2:6-10, G3: 10-15, G4: mayor a 15.

Gregarinas en el intestino/organismo:
GO: No presenta, G1:1-15, G2:16-50, G3: 51-100, G4: mayor a 100.
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