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RESUMEN

El uso de prebidticos y probiéticos en la nutricion animal
produce efectos beneficiosos estimulando selectivamente el
crecimiento o actividad de uno o mas tipos de bacterias en los
intestinos. El objetivo de la investigacion busco establecer las
variaciones morfométrica microscépicas en intestino enriquecido
con probioticos y prebidticos en alevines y juveniles de tilapia
roja Oreochromis spp. Para ello se utilizaron 600 alevines y
600 juveniles, con 4 tratamientos y 3 repeticiones. Se realizd
el analisis estadistico de medidas repetidas (PROC MIXED),
utilizando el programa estadistico SAS, para las comparaciones
multiples se utilizd el test de Tukey. La variable altura de
vellosidades en alevines y juveniles T,, T, y T, alcanzaron las
mayores longitudes con un coeficiente de variacion de 12,6% por
lo que las medidas tienden a ser homogéneas, se demostré que
la inclusion de estos compuestos, generan cambios significativos
(P<0,05) en las vellosidades respecto al T,; la variable densidad
de vellosidades en alevines, T,, T, y T, no aumentan el nimero de
vellosidades por centimetro cuadrado (cm?) respecto al control.
En juveniles, al encontrarse diferencias, se demostré que T, y
T, aumentaron el nimero de vellosidades por cm?. La variable
ancho de vellosidad en alevines, se encontré que T,, T,y T, no
tienen incidencia en aumento o disminucion del ancho de las
vellosidades; en juveniles, los resultados difieren dadoque T,y T,
tuvieron incidencia en la anchura de las vellosidades al aumentar
su grosor. Ello permite concluir que el comportamiento en la
morfometria cuando se enriquece el alimento con probidticos y
prebidtico varia dependiendo de la fase en que se encuentre el
pez.

Palabras clave: Morfometria; vellosidades; intestino; alevines;
juveniles
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ABSTRACT

The use of prebiotics and probiotics in animal nutrition produces
beneficial effects by selectively stimulating the growth or activity
of one or more types of bacteria in the intestines. The objective
of the research was to establish the microscopic morphometric
variations in intestine enriched food with probiotics and prebiotics
in alevins and juveniles of red tilapia Oreochromis spp. For this,
600 alevins and 600 juveniles were used, with 4 treatments and 3
repetitions. The statistical analysis of repeated measures (PROC
MIXED) was performed, using the statistical program SAS, for
the multiple comparisons the Tukey test was used. The variable
height of villi in alevins and juveniles T2, T3 and T4 reached
the highest lengths, this showed that the inclusion of these
compounds, generate significant changes (P <0.05) in the villi with
respect to T1; the villi density variable in alevins, T2, T3 and T4 do
not increase the number of villi per square centimeter (cm?) with
respect to the control. In juveniles, when differences were found,
it was shown that T2 and T3 increased the number of villi per cm?.
The width variable of villi in alevins were found that T2, T3 and T4
have no incidence in increase or decrease of the width of the villi;
in juveniles, the results differ since T3 and T4 had an influence on
the width of the villi when their thickness increased. This allows
to conclude that the behavior in the morphometry when the food
is enriched with probiotics and prebiotic varies depending on the
phase in which the fish is found.
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INTRODUCCION

Uno de los factores relevantes en la produccion animal es la
alimentacion, ésta puede representar hasta el 80% de los costos
de produccion [7]. La produccion piscicola no es la excepcion,
aun cuando los costos son los mas elevados respecto a otras
producciones pecuarias. El alto costo se debe en gran medida,
a que las especies piscicolas necesitan para su nutricion,
alimentos con elevados niveles proteicos, y la mayoria de
las fuentes proteicas con que se fabrican estos alimentos son
costosas, por lo que buscar alternativas que permitan maximizar
el aprovechamiento de la proteina del alimento en términos
nutritivos, seria una buena opcién para mejorar la gestion de la
alimentacion [10].

Una alternativa es el uso de prebidticos, los cuales son
ingredientes no digeribles de la dieta, que producen efectos
beneficiosos estimulando selectivamente el crecimiento y/o
actividad de uno o mas tipos de bacterias en el colon [14], a
su vez tienen la propiedad de elevar el potencial de salud del
hospedador, y probidticos, que son aquellos microorganismos
vivos que, al ser agregados como suplemento en la dieta,
afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana
en el intestino, los cuales sirven para mejorar crecimiento como
también la resistencia a enfermedades [1].

No obstante, en la mayoria de las investigaciones solo se
evaluan los parametros de: consumo de alimento, ganancia de
peso e indice de conversion alimenticia, dejandose a un lado la
importancia de la respuesta fisioldgica del sistema digestivo [8].

Por ende, la utilizacion de prebiodticos y probidticos en la
produccion de peces, busca lograr una mejor absorcion de los
nutrientes, disminuir la mortalidad y mejorar la resistencia a las
enfermedades, entre otros. El uso de prebidticos y probidticos
en el alimento ha demostrado tener un impacto significativo
en la salud del pez, ademas del resultado econdmico en la
produccion reduciendo el riesgo de enfermedades y la necesidad
de medicamentos y/o, tales como hormonas y antibioticos [2].

La biotecnologia moderna en acuicultura ha desarrollado
productos que regulan la flora bacteriana intestinal a través de
diversos microorganismos llamados probidticos (denominados
asi por la accion opuesta a la de los antibioticos), creando barreras
biolégicas para evitar la infeccion de peces y camarones, que
ocasiona altas mortalidades en piscinas y estanques [2].

En el mercado son muy conocidos los productos: Orego-
Stim® (Fito biotico), Bio-Mos® (manano oligosacarido), y Biosa®
(producto a base de bacterias y levaduras), desarrollados por
casas comerciales extranjeras, empleados en las producciones
pecuarias a nivel industrial, y que cuentan con investigaciones
que soportan su eficacia en la gran mayoria de las especies
animales, pero casi en ninguna en peces.

En Colombia son pocos los estudios cientificos realizados que

midan la influencia de los probiéticos y prebidticos en la absorcidon
de nutrientes procedentes de la alimentacion en especies
piscicolas, y solo se han evaluado los parametros de crecimiento
y aprovechamiento nutritivo dejando a un lado la importancia de
la respuesta fisiologica del sistema digestivo [5].

Portodoello, es necesario evaluarlas variaciones morfométricas
a nivel de intestino (altura de las vellosidades intestinales, ancho
de las vellosidades, numero de vellosidades, densidad por campo)
y asi complementar el estudio cientifico sobre la respuesta
fisioldgica al enriquecer el alimento concentrado con prebidticos
y probidticos en la alimentacion de Tilapia roja Oreochromis spp.

MATERIALES Y METODOS

La fase experimental se realizé en la Granja Piscicola Campo
Alegre en los meses de enero y febrero con un periodo de 60
dias (d) y, ubicada en la vereda Agua Clara, municipio de
Palmira, Valle del Cauca con coordenada geograficas de latitud
3°30 minutos 31,61 segundos N longitud 76 ° 14 minutos 17,39
segundo O, a unos 1100 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.)
con una temperatura promedio de 27°C. Se establecié el disefio
experimental de Medidas Repetidas, se evaluaron cuatro
tratamientos en cada una de las dos etapas productivas de la
tilapia, alevines y juveniles, cada tratamiento conté con tres
réplicas o repeticiones. Se utilizaron 1.200 peces (600 alevines
de tilapia y 600 juveniles de tilapia) con un peso promedio de
2 gramos (g), toda la fase experimental se desarroll6 en dos
reservorios en tierra cada uno con un volumen de 160 metros
cubicos (m?), utilizando un sistema de circuito abierto del agua.
Cada reservorio albergé un total de 3 japas o jaulas de 3metros
(m) de ancho por 3 metros (m) de largo, cada una subdividida
en cuatro partes, Se realizé la profilaxis del reservorio antes de
su llenado, fumigando con ' litro (L) de Gramoson para eliminar
malezas, posteriormente se efectud una fumigacién, formol
para eliminar patégenos y finalmente se distribuy6 cal dolomita
por todo el reservorio para mejorar las condiciones de pH. Los
alevines se distribuyeron en 12 jaulas al igual que los juveniles
en un solo estanque, y en cada parte se establecieron 50 peces.

Todos los dias (d) se procedid a retirar las bajas de peces
presentes en los tanques, y se midieron los valores de
temperatura y oxigeno disuelto mediante sonda multiparamétrica
(Metter Toledo modelo SevenGo pro™ EUA). Los analisis de
calidad del agua (amoniaco, nitritos, nitratos) fueron realizados
con KIT para analisis (MOL LABS Quimiométricas) tres veces por
semana (sem)

Adicion del prebiotico y probioéticos al alimento

Se utilizaron dos alimentos comerciales con 38 y idem 32% de
proteina de la marca ITALCOL S.A. con el fin de alimentar tilapias
en etapas de alevines y juveniles, respectivamente, la adicién
del prebidtico y probidticos al alimento se realizé de la siguiente
manera:
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Para una cantidad de alimento de 40 kilos (kg) en pellets, se
realizé un preparado (jarabe) que contenia 330 gramos (g) de
sacarosa comercial, 200 g de azdcar morena, 500 mililitros (mL)
de aceite y 200 mL de agua para los tratamientos. A cada mezcla
se le adiciono6 los productos a ensayar, a razén de: Biosa = 200
mL*kg" de alimento y, para Bio-mos y Orego-Stim = 8 mL*kg™' de
alimento. Una vez, incorporado cada producto al preparado, se
adiciond al alimento mezclando durante 15 minutos (min), paso
seguido, se puso a secar y se almaceno.

El alimento se suministr6 manualmente a saciedad en 6
raciones diarias, iniciando a las 9:00 y terminando a las 16:00
horas (h) para todos los tratamientos. Se registré diariamente la
cantidad de alimento suministrado.

Elanalisis estadistico delos datos obtenidos, serealizé mediante
medidas repetidas (PROC MIXED), empleando como factores el
tratamiento y el tiempo, Cada unidad experimental vendria a ser
el promedio (de datos recogidos) de cada repeticién. Se utilizé el
programa estadistico SAS (Statistical Analysis System Institute,
version 9.0, 2006); para las comparaciones multiples se utilizé el
test de Tukey.

Analisis morfométrico de vellosidades intestinales en

alevines

Los estudios de las distintas estructuras histologicas
pertenecieron a las regiones medias del intestino. Las variables
analizadas en la etapa de alevines y juveniles para medir
el desarrollo morfométrico intestinal fueron: Altura, ancho vy
densidad de vellosidades intestinales.

Las muestras se conservaron en formol al 10% y se enviaron
al laboratorio de histotécnia, donde se les practico la técnica
de inclusiéon en parafina, para hacer posteriormente los cortes
histologicos de 4 micra (u) de grosor y la tincion de hematoxilina
& eosina. Seguidamente se realizé la lectura de las 120 placas,
usando para tal fin un microscopio marca Olympus modelo CX31
fabricante Sony hecho en Alemania con objetivo micrométrico
con aumento de 10x.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se observa los resultados estadisticos de
las medidas morfométricas para las variables altura, ancho
y densidad en alevines de tilapia roja Oreochromis spp. Por
tratamientos, repeticiones y los coeficientes de variacion.

Al observar el valor de la variable altura de vellosidad, éste
presentd un coeficiente de variaciéon del 12,26%, lo que indico
que las medidas obtenidas tienen tendencia a ser homogéneas,
con una media representativa de 137,21 milimicra (mp). Respecto
a la variable ancho de vellosidad, al comparar las repeticiones
se observé un coeficiente de variacion (CV) del 13,69%, lo que
demuestra que los datos tienen tendencia a una distribuciéon
normal y homogénea, con una media de 78,49 mu. Para la
variable densidad de vellosidad, que significa el nimero de
vellosidades por unidad de area mp?, presentd un coeficiente de
variacion (CV) del 9,96%, esto mostré que los datos tienen una
tendencia uniforme y con bajo nivel de dispersion, presentando
una media del 17,34 my. Las variables altura, ancho y densidad
de vellosidades entre repeticiones no presentan diferencias
significativas.

ANDEVA PARA DATOS DE MEDIDAS MOR?()BIG/I24RICAS EN ALEVINES (Oreochromis spp.)

Variable Fuente Gl Suma de cuadrados Cuadrado medio F.Calc. F.Tabla. Media (um) CV (%)
Altura Repeticion 2 910 455 1,71 0,2578

Tratamiento 3 10516,9 3505,6 3,2 0,0047 137,2 12,2
Ancho Repeticion 2 217,2 108,1 1,28 0,3451

Tratamiento 3 760,2 153,4 2,99 0,1174 78,4 13,6
Densidad Repeticion 2 35,8 17,9 2,02 0,2137

Tratamiento 3 22 7,3 0,83 0,5252 17,13 9,9

Gl= Grados de libertad; F.Calc= Frecuencia calculada; F.tabla= Frecuencia de tablas; CV= Coeficiente de variacion.

TABLA Il
RESULTADOS MORFOMETRICOS DE LAS VELLOSIDADES INTESTINALES EN ALEVINES
OBTENIDOS CON LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

VARIABLES TRATAMINETOS
T1 T2 T3
Altura (mp) 101,2° 153,22 146,62
Ancho (mp) 73,42 80,42 86,82
Densidad (mp) 15,72 18,12 17,52

T1= Tratamiento 1; T2=Tratamiento 2; T3=Tratamiento 3; T4=Tratamiento 4.

d
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TABLA 11l
ANDEVA PARA DATOS DE MEDIDAS MORFOMETRICAS EN JUVENILES

VARIABLES FUENTE GL Suma Cuadrados Cuadrados Medios F., . Foingia Media (mp) CV (%)
Altura Repeticion 2 13,99 6,9 0,00 0,9952 1771
Tratamiento 3 16163,42 5387,80 3,74 0,0795 14,2
Ancho Repeticion 2 1306,20 653,10 2,34 0,1773 107,7
Tratamiento 3 3430,05 1143,35 4,10 0,0670 18,29
Densidad Repeticion 2 10,81 5,40 1,61 0,2749 15,13
Tratamiento 3 164,86 54,95 16.41  0,0027 13,15

Gl= Grados de libertad; F.calc= Frecuencia calculada; F.tabla= Frecuencia de tabla; CV= coeficiente de variacion.

TABLA IV
RESULTADOS MORFOMETRICOS DE LAS
VELLOSIDADES INTESTINALES EN JUVENILES
OBTENIDOS CON LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

VARIABLES
T T2 T3 T4
Altura (mp) 150,58  165,9%8 207,7* 184,0°
Ancho (mp) 102,74 9445  118,6* 1153
Densidad (1mp?) 12,58 18,00 16,2 13,6

T1= Tratamiento 1; T2=Tratamiento 2; T3= Tratamiento;
T4=Tratamiento 4.

En la TABLA Il se ven reflejados los resultados obtenidos de
las diferentes variables bajo los efectos de los 4 tratamientos
(T,: Control, T,: Orego-Stim, T,: Biosa, T,: Bio-mos), de esta
informaciéon se deduce que para la caracteristica altura de
vellosidad se observaron diferencias significativas (P>0,05) entre
T, y los demas tratamientos (T,, T,y T,); el tratamiento control (T,)
presentd el menor tamafo en altura de las vellosidades (101,21
my), en comparacion con los de mas tratamientos en los que se
incorporaba probiéticos y prebidtico en la alimentacion.

Para la variable ancho de vellosidad no se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos, pero se pudo
observar que se presentd una diferencia bioldgica entre los
tratamientos T, y T,, los cuales alcanzaron valores mayores en
comparacioncon T, y T,.

Los tratamientos evaluados no afectaron la variable densidad
de vellosidad, pues no se presentaron diferencias significativas
(TABLA 1), aunque es importante destacar que los tratamientos
que incorporaron pre y probidticos en el alimento (T,, T, y T,),
presentaron un mayor numero de vellosidades intestinales
respecto al control (T,).

Analisis morfométrico de vellosidades intestinales en
juveniles

Al estudiar las distintas estructuras histologicas, procedentes
de la porcion media del intestino perteneciente a tilapias en etapa

de juveniles, las variables analizadas para medir el desarrollo
morfométrico intestinal fueron: Altura, ancho y densidad de
vellosidades intestinales.

En la TABLA lll, se puede observar que, dentro de las
repeticiones para la variable altura de vellosidad, no se encontrd
diferencias significativas entre las muestras (P>0,05) y presento
una media de 177,16 mu y un coeficiente de variacion (CV) del
14,2% lo que indicé que los datos mantienen una distribucion
uniforme. Para efecto de los diferentes tratamientos en la variable
altura de vellosidad se tiene que, F. CALC fue mayor que F.
TABLA, lo que demuestra que existieron diferencias significativas
(P>0,05) entre tratamientos. Si se considera la variable ancho de
vellosidad dentro de repeticiones, no se observaron diferencias
significativas y presentaron un coeficiente de CV del 18,29%,
esto mostré que las medidas tienen tendencia homogénea con
una media de 107,79 my; contrario sucedié con el efecto de los
tratamientos sobre la variable ancho, la cual presento diferencias
significativas (P>0,05) ya que, F. CALC fue mayor que F. TABLA.
La densidad de vellosidades por mp? dentro de repeticiones,
indicé un CV del 13,15% y una media de 15,13 vellosidades/m?
lo que demuestra que los datos tienen tendencia homogénea y
presentaron una distribucion normal; La variable densidad bajo
el efecto de tratamientos presento diferencias significativas (P>
0,05) ya F. CALC fue mayor que F. TABLA, tanto los resultados
variaron de acuerdo al tratamiento utilizado.

Enla TABLA IV, se expresan los valores obtenidos para tilapias
en etapa juvenil bajo los efectos de los tratamientos. Para la
variable altura, se pudo observar que los tratamientos presentaron
diferencias significativas (P> 0,05), donde el tratamiento T, (150
my) obtuvo el menor valor respecto a T,y T, que no presentaron
diferencias entre si y obtuvieron los valores mas altos.

Para la variable ancho se observaron diferencias significativas
entre tratamientos, donde el tratamiento T, (94,4 my) obtuvo el
menor valor en comparacion con los tratamientos T, y T,, los
cuales alcanzaron los valores mas altos.

Para la variable densidad de vellosidades por unidad de area,
los tratamientos T, y T, arrojaron los menores valores, siendo
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T, y T, los tratamientos con mayor nimero de vellosidades
intestinales.

Las vellosidades intestinales son consideradas estructuras
funcionales para la digestion y la absorcion en el intestino de
los peces, esto permite deducir que, si aumenta el numero, y
mejoran su altura, el intestino tendra la capacidad de utilizar de
mejor forma los nutrientes incorporados en los alimentos [13].

En cuanto a la variable altura de vellosidades en alevines,
los tratamientos que incorporaron los probidticos (biosa y bio-
mos) y prebidtico (Orego-Stim) en el alimento, alcanzaron las
mayores longitudes, esto demostré que la inclusion de estos
compuestos generan cambios significativos (P < 0,05) en las
vellosidades intestinales de alevines de Oreochromis spp. Este
mismo comportamiento se presentd para juveniles, donde los
tratamientos enriquecidos con probidticos (biosa y bio-mos)
y prebidtico (Orego-Stim), alcanzaron las mayores longitudes
respecto al tratamiento control. [4], inform6 que se presentaron
cambios estructurales en el intestino de Solea senegalensis
cuando se adicion6é dos probiodticos (Shewanella putrefaciens
y Shewanella baltica) en la alimentacion. [14], observaron un
incremento en la longitud de las micro vellosidades del yeyuno
en pollos (Gallus novergicus) alimentados con una racion
suplementada, lo cual mejoré el aprovechamiento nutritivo del
alimento.

En cuanto a la variable densidad de vellosidades en intestino,
al no encontrarse diferencias significativas se asume que, los
probidticos y prebidtico no aumentan el numero de vellosidades
por 1 mp? en alevines de Oreochromis spp. Por el contrario,
resultados diferentes se obtuvieron en juveniles, al encontrarse
diferencias, y se pudo demostrar que los probiéticos como biosa
y el prebidtico Orego-Stim aumentaron el numero de vellosidades
por 1 mu?, por lo cual se puede afirmar que la capacidad de
absorcion de nutrientes en cada segmento de intestino es
proporcional al nimero de vellosidades que se encuentren, asi
a mayor numero de vellosidades mayor absorcion de nutrientes.

En cuanto a la variable ancho de la vellosidad en intestino de
alevines, se pudo observar que los tratamientos que incorporaban
probidticos (biosa y bio-mos) y prebidtico (Orego-Stim) en el
alimento, no incidieron en el aumento o disminuciéon del ancho
de las vellosidades. En ese sentido, los resultados obtenidos
en juveniles de Oreochromis spp., difieren a los encontrados
en juveniles, donde aquellos tratamientos que incorporaban
probidticos (biosa y bio-mos) en el alimento, tuvieron incidencia
en la anchura de las vellosidades al aumentar su grosor. Al
respecto Goldin [6] manifiesta que, al presentar menor grosor las
vellosidades intestinales, el numero de éstas aumenta pues se
pueden alojar mayor nimero en un mismo espacio, esto significa
en términos nutricionales una mayor superficie de absorcion.

Los resultados respecto a la variable altura de vellosidad
intestinal alcanzados con tilapias en etapa de alevines y
juveniles, concuerdan con lo reportado por Rodriguez y Beltran

[12], quienes encontraron que el tratamiento testigo presentd
menor altura de las vellosidades duodenales con respecto a los
tratamientos a los cuales les incluyeron probidticos.

Otros estudios [3,9, 10,11] reportaron resultados que coinciden
con el presente estudio, pues encontraron que las vellosidades
varian su morfometria aumentando su altura y densidad cuando
se adicionan probidticos en la dieta en diferentes especies.

FIGURA 1. PLACA DE INTESTINO DE LA TILAPIA.

pa muscular
intestinal ~

Fuente: G.J. Cornejo D. 2016
CONCLUSIONES

La inclusion de probisticos y prebidtico en el alimento generd
cambios significativos (P<0,05) en las vellosidades intestinales
de tilapias en etapa productiva de alevines y juveniles de
Oreochromis spp. en cuanto a la altura, pues incrementaron
su longitud, y solo se evidencid cambios estadisticamente
significativos en el ancho y la densidad de las vellosidades
intestinales cuando se alimentd con prebioético y probidticos
en la etapa juvenil. Para la etapa de alevinaje, aunque no se
presentaron diferencias significativas, hay que destacar que
biologicamente si se obtuvieron diferencias en los valores, donde
los tratamientos que suministraron probidticos y prebidtico en el
alimento alcanzaron los mayores valores.

Se pudo demostrar que el comportamiento en la morfometria
de las vellosidades intestinales de tilapias en fase de alevinaje
y juvenil, se modificaron cuando se enriquecié el alimento con
probidticos y prebidtico.
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