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Resumen

En la actualidad, una de las especies mas producidas a nivel mundial es la tilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus). Esta especie es omnivora con tendencia a la
herbivoria por lo que la utilizacién de ingredientes vegetales es una alternativa
viable para disminuir los costos sin afectar necesariamente la respuesta productiva.
El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el impacto de la inclusidon de harina
de raigras anual (Lolium multiflorum) como suplemento en la alimentacion de
juveniles de tilapia nilotica. El estudio se realiz6 en el modulo de acuicultura de la
FCA-UNLZ. Los peces fueron distribuidos por tratamiento y alimentados con seis
tipos de dietas formuladas a base de alimentos comerciales con una
suplementacion creciente de harina de raigras. Se evalué el impacto de cada
tratamiento en los principales indices zootécnicos: peso final (FM), ganancia de
peso (GP), tasa de crecimiento especifico (SGR), tasa de conversion alimenticia
(FCR), tasa de eficiencia proteica (PER), indice viscerosomatico (IVS), indice
hepatosomatico (IHS) e indice mesenterosomatico (IMS). Adicionalmente, se evaluo
el impacto a nivel histologico en el hepatopancreas mediante mediciones del area
de hepatocitos y un analisis cualitativo del grado de alteraciones histopatoldgicas.
Los resultados mostraron un menor aumento de peso, eficiencia en la conversion
alimenticia y aprovechamiento de la proteina en las dietas con mayores porcentajes
de inclusion de harina de raigras. Asimismo, en estos tratamientos se registraron los
menores valores de IVS, IMS e IHS. Por otro lado, los grados de alteraciones
histopatolégicas disminuyeron desde el primer al segundo muestreo en todos los
tratamientos. Las mediciones del area de hepatocitos mostraron diferencias entre

tratamientos, aunque estas no fueron concluyentes.



Palabras clave: Tilapia, raigras, histologia, hepatopancreas, crecimiento.

Abstract

Currently, one of the most widely produced species worldwide is the Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). This species is omnivorous with a tendency toward
herbivory, making the use of plant-based ingredients in its diet a viable alternative to
reduce costs without necessarily affecting productive performance. The objective of
this study was to evaluate the impact of including annual ryegrass (Lolium
multiflorum) meal as a supplement in the diet of Nile tilapia juveniles. The study was
conducted in the aquaculture module of FCA-UNLZ. The fish were distributed by
treatment and fed six types of diets formulated with commercial feeds supplemented
with increasing levels of ryegrass meal. The impact of each treatment on the main
zootechnical indices was evaluated: final weight (FW), weight gain (WG), specific
growth rate (SGR), feed conversion ratio (FCR), protein efficiency ratio (PER),
viscerosomatic index (VSI), hepatosomatic index (HSI), and mesenterosomatic index
(MSI). Additionally, the histological impact on the hepatopancreas was assessed
through measurements of hepatocyte area and a qualitative analysis of the degree of
histopathological alterations. The results showed lower weight gain, feed conversion
efficiency, and protein utilization in diets with higher inclusion percentages of
ryegrass meal. Likewise, the lowest values of VSI, MSI, and HSI were recorded in
these treatments. On the other hand, the degrees of histopathological alterations
decreased from the first to the second sampling in all treatments. Measurements of
hepatocyte area showed differences between treatments, although these differences

were not conclusive.

Keywords: Nile tilapia, ryegrass, histology, hepatopancreas, growth.



Introduccion

Estado de la acuicultura a nivel mundial

La acuicultura ha adquirido una creciente relevancia a nivel mundial. La
tendencia en los ultimos afos marca un crecimiento constante y sostenido. Siendo
asi, en 2022 la produccion mundial de animales acuaticos alcanzé un maximo de
185 millones de toneladas de los cuales el 51 % correspondié a la acuicultura en
tanto que el 49 % restante provino de la pesca comercial. Teniendo en cuenta los
datos histéricos, lo anteriormente expuesto es de gran relevancia debido a que, por
primera vez, la producciéon mediante acuicultura ha superado al correspondiente a
la pesca de captura (FAO, 2024). En ese contexto la flota pesquera mundial que
habia alcanzado un maximo de 5,3 millones de embarcaciones en el afo 2019, se
vio reducida a 4,9 millones de embarcaciones en el afio 2022. Sin embargo, la
pesca de captura mundial se mantuvo relativamente estable desde finales de la
década de 1980, oscilando entre los 86 y los 94 millones de toneladas por afo
(FAO, 2024). Por otra parte, se ha producido en los ultimos afios, una creciente
demanda en calidad higiénico-sanitaria y de trazabilidad en los alimentos por parte
de los consumidores. Esto, marca una oportunidad de diferenciacién en valor
agregado de los productos de acuicultura debido a la posibilidad de controlar los
parametros productivos en todas las etapas de desarrollo, contando ademas con la
capacidad de estandarizar las tallas de cosecha segun los requerimientos del

mercado destino (Espinos, 2020).



1990s 2000s
Promedio anual

(millones de toneladas, equivalente en peso wvo)

Produccion
Pesca de captura:
Continental 71 9,3 11,3 11,5 11,4 11,3
Marina 81,9 81,6 79,8 78,3 80,3 79,7
Total pesca de captura 88,9 90,9 91,1 89,8 91,6 91,0
Acuicultura
Continental 12,6 25,6 44,8 54,5 56,4 59,1
Marina 9,2 17,9 26,7 33,2 347 353
Total acuicultura 21,8 43,4 715 87,7 91,1 94 4
Total pesca y acuicultura mundiales 110,7 1343 162,6 1775 1828 1854

Figura 1. Produccion mundial de pesca y acuicultura mundial desde 1990 a 2022.

Fragmento de tabla extraido de FAO (2024)

Lo anteriormente expuesto destaca el estancamiento de la pesca extractiva y
el creciente rol que toma la produccion acuicola como abastecedora mundial de
proteina animal de elevado valor biolégico. En este sentido, dentro de este
crecimiento la tilapia de nilo (Oreochromis niloticus) toma un rol clave debido a que
es una de las especies de peces mas producidas a nivel mundial, con 5,3 millones
de toneladas en el afio 2022, solo superada por la carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) con una produccion de 6,2 millones de toneladas en el
mismo ano (FAO, 2024). A continuacién, en la figura 2 al excluirse las especies no
icticolas, pueden observarse las principales especies de peces producidas a nivel

mundial hasta el afio 2022.
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Figura 2. Las 10 principales especies acuicolas producidas mundialmente. Extraido de

FAO, (2024)

La acuicultura en Argentina

El territorio Argentino tiene un gran potencial para la produccién acuicola. Lo
antes expuesto se fundamenta en el hecho que el pais cuenta con un elevado
desarrollo latitudinal. Esto, por su parte, determina que a lo largo del territorio se den
distintos tipos de climas permitiendo el cultivo de especies de clima templado calido
en la region del Noreste (NEA), especies de clima templado en el Centro y especies
templado-frias en el Sur. Sin embargo, a pesar de este gran potencial productivo la
acuicultura argentina aun no supera una fase de crecimiento incipiente (Carciofi &
Rossi, 2021). Durante los ultimos afios ha tenido procesos de expansion y
crecimiento con una produccion maxima de 4000 toneladas en 2014 para luego

descender a 2592 toneladas en 2019. (Carciofi & Rossi, 2021).

El estancamiento en la produccion acuicola Argentina se podria deber a varios
factores. Dentro de los principales se destacan el poco desarrollo de infraestructura,

la escasez de semilla (término comunmente utilizado para nombrar a los juveniles
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de peces que se adquieren para su siembra y posterior engorde) de calidad y
variedad genética y la falta de especializaciéon en la elaboracion de dietas
balanceadas. Dentro de esta problematica particularmente se engloban distintos
aspectos como por ejemplo la escasez de materia prima especifica para la
elaboraciéon de alimento balanceado y la falta de sustitutos a la harina de pescado
como fuente proteica, lo cual deriva en la utilizacion de formulaciones que muchas
veces no cubren correctamente los requerimientos nutricionales especificos de cada

especie. (Sarmiento et al., 2019).

Particularmente las tilapias (Oreochromis spp) estan siendo cultivadas
principalmente en la region del NEA donde se ha logrado adaptar a las condiciones
climaticas y su produccién se realiza en estanques en tierra. Este tipo de sistemas
responden a una acuicultura extensiva ya que hay poco control de las condiciones
del agua y alimentacion. Secundariamente en las provincias de Buenos Aires y
Entre Rios se han establecido producciones de caracter intensivo en sistemas de
recirculacion (RAS) (MAGyP, 2022). Los sistemas RAS corresponden a
producciones intensivas en las cuales se fijan y mantienen estables las condiciones
fisicoquimicas del agua dentro de los rangos Optimos para las distintas especies.
Esto, permite un aumento en la densidad de cultivo a la vez que incrementa los
margenes brutos y disminuye el impacto ambiental por un menor recambio y

descarte de agua.

En términos comerciales la tilapia es una especie muy valorada debido a que
presenta filetes de alta calidad, ya que carecen de espinas, no tienen las
caracteristicas organolépticas de otras especies, y ostenta una gran versatilidad

gastronémica (Luchini, 2004). Sin embargo y pese a todo lo mencionado, la tilapia
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solo representa el 1 % de la produccién nacional de pescado de acuicultura.

(Carciofi & Rossi, 2021)

Salmdn de rio
2%

Tilapia

Figura 3. Produccién acuicola argentina, por especie al afio 2019. Extraido de Carciofi &

Rossi (2021) basado en datos de Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (MAGyP)

En este escenario resulta primordial lograr una formulacion de dietas
apropiada al contexto de cada situacidon productiva, sobre todo entendiendo que la
creciente industrializacion e intensificacion de los procesos productivos, ha
rematado en un incremento de patologias de las cuales las nutricionales son las
principales. En el caso de la tilapia (Oreochromis niloticus) el higado graso es una
alteracion muy comun, debida entre otros factores a deficiencias nutricionales a
causa de dietas que no suplen los requerimientos especificos para la especie y
también a alteraciones en el alimento provisto asociadas a grasas oxidadas y
peroxidacién lipidica (Triana Garcia, 2013). En muchos casos, estas situaciones se
producen porque los ingredientes que se utilizan no son aquellos que se ajustan al
metabolismo de las distintas especies. Como se indicd anteriormente, la tilapia es

una especie omnivora con tendencia a la herbivoria. Esto es importante ya que
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permite la inclusidn en sus dietas de ingredientes de origen vegetal los cuales son
de menor costo en comparacion con aquellos de origen animal como el caso de la

harina de pescado.

Raigras anual (Lolium multiflorum Lam)

El raigras anual (Lolium multiflorum) es una especie graminea forrajera
originaria de la cuenca del Mediterraneo y naturalizada en América, comunmente
utilizada como pastura en regiones templadas debido a su capacidad de adaptacién
al frio (Nunes et al, 2012). Su composicion quimica es variable segun su etapa
fenoldgica, condiciones del suelo, situacion climatica y momento de corte. Por eso
mismo, ante un primer corte, cuando la planta esta principalmente compuesta por
laminas, ésta tiene un elevado contenido en agua (76 %), un nivel de extracto etéreo
del 4 % de la MS, un nivel de proteina bruta oscilante entre 15 a 19 % de la MS y un
porcentaje de FDN aproximado de 40 a 45 % de la MS. Conforme la planta avanza
en su estadio fenoldgico, tanto el valor energético como el proteico disminuye. Por
contrapartida se observa un aumento del porcentaje de fibra a costa de una

disminucion de los carbohidratos no estructurales (FEDNA).

Su utilizacién tanto como verdeo de invierno como henificado para ganado
bovino es ampliamente difundido en Argentina debido a su capacidad de adaptacion
a distintos tipos de ambiente y gracias a poseer una gran capacidad de rebrote. A su
vez cuenta con un periodo de utilizacidn mas prolongado en comparacioén con otros
verdeos, lo que resulta un beneficio aun entendiendo que el crecimiento inicial de
este forraje resulta mas lento que el de otros verdeos invernales (Kloster et al,
2003). En este sentido, una de las alternativas que podrian emplearse para evitar el

cambio fenolégico y su impacto sobre la composicidon nutricional es la elaboracion
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de harina. Mediante esta practica, el forraje es cortado y deshidratado rapidamente
en condiciones controladas de modo que mantiene su composicion nutricional. A
pesar de esto, su utilizacion como harina es una practica poco difundida en la
alimentacion animal vy existen muy pocos estudios sobre su utilizacion en la
alimentacion de peces. Por lo tanto, el raigras podria considerarse un candidato
potencial para la innovacion en alimentacidn debido a sus caracteristicas
agronomicas y nutricionales destacando su facil dispersién y adaptacion a distinta

clase de suelos de baja y mediana fertilidad, asi como su resistencia a plagas (Lima

et al, 2023).

VRF1 Humedad Cenizas PB EE FB FND FAD  LAD
Excelente (=151) 76.2 12 4 197 399 191 405 226 234
Primera {125-151) 6.7 12.8 144 323 233 460 278 257
Segunda (103-124) 739 13.2 120 256 266 521 313 323
Tercera (87-102) 703 12.4 104 1 229 304 593 353 406

Cuarta (75-86) 692 14 4 600 233 323 652 380 524

Walor relativo del forraje = [(88.9 — (0.779 x FAD%)) x (120 / FND%)] / 1.29

Figura 4 Composicion quimica del raigras anual (Lolium multiflorum) en distintos estadios.

VRF= valor relativo del forraje. Fuente: FEDNA

Generalidades sobre la tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus)

La tilapia nilética (Oreochromis niloticus) es un pez teledsteo de la familia Cichlidae
oriundo de Africa. En la Figura 5 puede visualizarse su clasificacion taxonémica. Es
una especie de agua dulce y clima templado calido que se destaca en la acuicultura

y la produccion de alimentos a nivel mundial debido a su rapido crecimiento y
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adaptabilidad a diversos entornos acuaticos. (Meyer & Meyer, 2007). En adicion a
esto, Kaneshima Gonzalez, et al (2022) recomiendan una temperatura de 28 a 32°C
en el agua para el 6ptimo crecimiento y desarrollo de la especie. En la figura 7 se
observan las curvas de crecimiento de tilapia para distintas temperaturas,

encontrandose el mayor crecimiento a 28°C.

Reino Animalia

Filo Chordata
Clase Actinopteryqii
Orden Perciformes
Familia Cichlidae
Género Oreochromis
Especie Niloticus
Nombre comun Tilapia de nilo

Figura 5 Clasificacion taxondmica de la tilapia del Nilo. fuente: CONABIO (2017)

En este sentido la tilapia se considera una especie eurihalina, es decir, una
especie que tiene amplia tolerancia a distintos rangos de salinidad. Esto se
evidencia por su capacidad para crecer y reproducirse en aguas con una salinidad
de hasta 24 gr/l. A su vez se desarrolla correctamente aun con bajas
concentraciones de Oxigeno disuelto, es decir concentraciones de 3 mg/l y se
reproduce correctamente bajo niveles de transparencia de 20 a 100 cm, medida a

partir del disco Secchi (Meyer & Meyer, 2007).
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Anatomicamente presenta una coloracion grisacea y verde metalizada en la
mayoria del cuerpo, mientras que la region ventral muestra una coloracion gris clara.
Presenta un cuerpo aplanado lateralmente, cubierto de escamas cicloides y aleta
caudal de tipo redondeada. Ademas posee una boca protractil cuyas mandibulas
presentan dientes conicos (Saavedra Martinez, 2006). El perfil dorsal es convexo a
diferencia de las otras especies de tilapias principales (Oreochromis mossambicus 'y
Oreochromis hornorum) que presentan un perfil concavo. En condiciones éptimas

de produccion puede alcanzar pesos de 4,2 kg aproximadamente.

Figura 6. Ejemplar juvenil de Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

En condiciones naturales, la tilapia del Nilo tiene un régimen de alimentacién
omnivoro con tendencia a herbivoro (Boscolo et al, 2005). Es un pez capaz de filtrar
el alimento por medio de mucus secretado por las branquias que le permite atrapar
el plancton. Este moco enriquecido con plancton es luego ingerido. (Forouhar
Vajargah, 2021). Luego de dicho procesamiento, los nutrientes son absorbidos a

nivel intestinal. La especie, ademas, cuenta con un intestino delgado que supera al
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menos 6 veces el largo total del pez. (Forouhar Vajargah, 2021) Estas

caracteristicas determinan la clasificacion como especie omnivora/herbivora.

En términos reproductivos, las tilapias no presentan dimorfismo sexual
marcado. Su reproduccidon ocurre normalmente a temperaturas superiores a los
23°C alcanzando la madurez sexual tempranamente a los 4 meses con 15 cm de
largo total (Meyer & Meyer, 2007). Una particularidad de la especie es que incuba
los huevos en la boca y realiza cuidados parentales de las larvas y juveniles durante

los primeros dias en la mencionada cavidad.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de tilapia para varias temperaturas del agua. Fuente:
(Jover et al., 2003).
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Requerimientos nutricionales de las tilapias del Nilo

Como se ha mencionado anteriormente, la tilapia es un pez omnivoro con
tendencia herbivora. Durante la fase de reversion sexual presenta una alta demanda
proteica alcanzando un 41,3 % disminuyendo hasta 29,7 % post reversion sexual y
manteniéndose en 26,8 % al superar los 100 gr de peso total (Hayashi et al., 2002;
Furuya, 2010). A nivel general, la tilapia nilética crece sostenidamente con alimentos
balanceados con bajo contenido de proteinas y a su vez, es capaz de tolerar
mayores niveles de carbohidratos que la mayoria de las especies carnivoras de
cultivo (FAO, 2009). Sumado a esto, la tilapia nilética tolera en mayor medida
alimentos con un mayor porcentaje de aporte de proteina vegetal (FAO, 2009).
Forouhar Vajargah, (2021) menciona al respecto que la tilapia absorbe bien la
proteina vegetal, especialmente si es rica en fibra. A su vez menciona que la
cantidad de proteina requerida para el crecimiento maximo de la tilapia depende de
la calidad de la proteina y del tamano del pez. En base a esto se ha informado una
tasa de conversidn de hasta el 50 % en sus alevines. Por otra parte, las tilapias
aprovechan los lipidos como fuente energética eficientemente hasta un 5 % en la
inclusion, asi como mejoran la conversion alimenticia y el consumo de alimento. Sin
embargo, la energia proveniente de los lipidos tiene poca influencia en el
crecimiento de las tilapias (Boscolo et al.,2005). En este sentido, se debe tener en
cuenta una relacion adecuada entre proteina y energia, encontrando los valores
optimos en relaciones de 81-117 mg/Kcal ED, necesarios para la biosintesis proteica
requerida para la formacion de tejido en estadios de crecimiento (NRC, 1993). En la
figura 8 se observa una tabla con las relaciones 6ptimas de proteina/energia segun

distintos autores citados en la misma.

19



Proteina digestible Energia Digestible Relacion Respuesta Referencias
(%) kcal/g PB/ED (mg/kcal) pue: .
30 3.30 85.49 Ganancia Boscolo ef al. (2006)
32 3.00 90.90 de MNREC (1993)
38.6 3.80 101.57* peso Hayashi ef al. (2002)

Figura 8. Tabla de relaciones 6ptimas proteina/energia segun distintos autores, fuente:

(Torres, et al 2012)

Los minerales revisten gran importancia en el metabolismo y desarrollo
general. En el caso del calcio, muestra funciones principales en la contraccion
muscular, transmision de impulsos nerviosos, formacion de eritrocitos, equilibrio
acido base y como activador enzimatico. En el caso de la tilapia, el calcio es
incorporado principalmente de forma directa desde el medio externo por via
branquial y las escamas son un depdsito importante del mismo. El fésforo por su
parte es, al igual que en los mamiferos, un componente tanto de los acidos
nucleicos como de la membrana plasmatica y participa en las reacciones
bioquimicas de produccion del ATP (Torres, 2012). A su vez desempena funciones
en los sistemas buffer de fluidos corporales para la mantencion del equilibrio acido
base. En el caso particular del fésforo presenta una menor tendencia a ser
absorbido a nivel de las branquias y requiere un mayor aporte dietario. En ese
sentido es valorada su presencia en alimentos en forma de fosfato monocalcico o
bicalcico en porcentajes de 0,75 a 0,45%. En este contexto Torres (2012) menciona
que el fésforo presente en dietas con base vegetal ostenta una menor
biodisponibilidad en peces debido a que se encuentran en forma de acido fitico,

molécula que la tilapia no puede desdoblar debido a su incapacidad de producir la

enzima fitasa.
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En cuanto al aprovechamiento de la fibra, los reportes no parecen ser
concluyentes, Yong, et al (1989) reportaron una menor eficiencia alimenticia con
valores mayores a 3,6% de fibra en dietas para tilapia nilética. En este sentido
Lanna et al. (2004) reportaron que es posible utilizar niveles de fibra cruda en el
alimento que no superen el 9% de inclusion, debido a que porcentajes mayores

pueden provocar una reduccion significativa en la digestibilidad proteica.

Descripcidn anatomica e histolégica del tejido hepatico en
peces

En la mayoria de los teledsteos se observa el higado ubicado en la region
abdominal anterior con un tamafio y forma adaptado al espacio disponible entre los
demas oérganos viscerales. Por otro lado, el pancreas es un organo que puede
dividirse en su porcién endocrina y exocrina. La primera, conformada por los islotes
de Langerhans se encuentra normalmente alojada en el mesenterio (Sierra et al
2003). Por otra parte, la porcidn exocrina esta conformada por las células acinares
puede aparecer mayormente en islotes dispersos en el intestino o en el parénquima
hepatico, delimitado por tejido conectivo (Nejedli & Tlak Gajger, 2013; Vicentini,
2005). En el caso de la tilapia nilética se encuentra disperso dentro del higado,
rodeado por hepatocitos, conformando un hepatopancreas (Vicentini, 2005). Dicho
organo cumple funciones similares a las descritas para el higado y pancreas en los
mamiferos. Por otro lado, la arquitectura hepatica de los peces suele diferenciarse
de la de los mamiferos por su menor predisposicion a organizarse en lobulillos
hepaticos (L6épez Cepeda, 2020). Siendo asi, su estructura general puede dividirse

en estroma y parénquima claramente diferenciados.

21



El estroma consta de una capsula que cubre e individualiza el érgano y de
tabiques que parten de la misma hacia el interior dando sustento al parénquima que
se divide en 2 unidades funcionales: el higado propiamente dicho y regiones
pancreaticas dispersas dentro de él. El parénquima hepatico en la tilapia esta
organizado por una porcion endocrina y una exocrina. La primera consta de hileras
de hepatocitos dispuestos en cordones anastomosados y rodeados por los
sinusoides, por otra parte la region exocrina hepatica consta de un sistema de

conductos que drenan la bilis y la comunican con el intestino (Rezende, 2019).

El hepatocito de tilapia normalmente ostenta una forma poliédrica redondeada
con un nucleo redondo ubicado en el centro del citoplasma. Metaboliza sustancias
que difunden hacia el espacio de Disse que comunica la célula hepatica con el
sinusoide, y de alli dichas sustancias drenan por la vena central del lobulillo que
llega a la circulacion general via vena hepatica. (Torres et al., 2010). Los procesos
de infiltracion lipidica a nivel hepatico generan un aumento de la vacuolizacién del
hepatocito con movilizacién del nucleo hacia la periferia citoplasmatica con la
pérdida de su tipica forma esférica. Esto es especialmente evidente en peces
criados en cautiverio alimentados con dietas comerciales (Wolf et al., 2005). Sin
embargo Wolf & Wolfe (2005) y Boorman et al (1997) mencionan que también
pueden presentarse este tipo de alteraciones en casos de hipoxia prolongada y ante

el uso inadecuado de farmacos en la produccion.
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Figura 9. Corte histoldégico de hepatopancreas de Tilapia. Puede observarse la hilera de
hepatocitos divididos por sinusoides. Tincion hematoxilina-Picrosirius (100X). Fuente:

elaboracion personal.
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Hipétesis y Objetivos
Hipétesis

e La inclusion de harina de raigras en la dieta produce mejoras en los

parametros zootécnicos de tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus).
Objetivo general

e Evaluar la respuesta productiva e histologica de tilapias del Nilo a la

suplementacion con harina de raigras anual.
Objetivos especificos

e Estudiar el impacto de la suplementacion con harina de raigras anual sobre el
crecimiento de juveniles de tilapias del Nilo alimentados con dos dietas

comerciales.

e Evaluar el impacto de la suplementacion con harina de raigras anual sobre
parametros biométricos de juveniles de tilapia nilética alimentados con dos
dietas comerciales.

e Evaluar el impacto de la suplementacion con harina de raigras anual sobre el
hepatopancreas a nivel histolégico de juveniles de tilapias del Nilo

alimentadas con dos dietas comerciales.
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Materiales y métodos

Descripcidn, localizacién y condiciones ambientales
Para la realizacion del ensayo se utilizaron como material bioldgico, 360
juveniles de Oreochromis niloticus (tilapias del Nilo) de 2 meses de edad con un

peso aproximado de 18 g. Los peces no fueron sexados para el ensayo.

Los mismos se distribuyeron de manera homogénea en nueve tanques
circulares de 1000 litros cada uno y en nueve peceras de 250 litros que se
encuentran en el médulo experimental de Acuicultura de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora, Buenos Aires, Argentina.

En cada uno de los tanques y peceras se colocaron 20 peces.

Cada uno de los tanques se encuentra integrado a un sistema de recirculacion
por lo que estan provistos de un sistema de oxigenacion y filtrado fisico-biolégico
para mantener estables las caracteristicas fisico-quimicas del agua. De este modo,
se pueden establecer y mantener a lo largo del ensayo las condiciones
fisico-quimicas del agua de manera estable. Las peceras, por su parte, se
encuentran también integradas a un sistema de recirculacion igual al descrito en los
tanques. Por lo tanto, tanto los peces que se alojaron en los tanques como los que

se alojaron en las peceras recibieron las mismas condiciones ambientales.

Previo al inicio de los tratamientos, los juveniles fueron sometidos a un periodo
de acostumbramiento de dos semanas en el cual recibieron una dieta control
comercial formulada para la especie. Dicha dieta contiene 32 % de proteinas.

Transcurrido dicho lapso se iniciaron los tratamientos. ElI periodo de
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acostumbramiento mencionado es muy importante en los peces para permitir que se
adapten no solo a las instalaciones sino también a la rutina del modulo y a las

personas que trabajan en el mismo.

Tratamientos

Los tratamientos consistieron en la implementacion de dos dietas comerciales que
varian, fundamentalmente en el contenido de proteinas, una formulada para peces
carnivoros (C) y otra formulada para peces omnivoros (O) las cuales fueron
utilizadas como dietas control. A su vez, cada una de las dietas mencionadas fue
suplementada con un 10 y 20 % de harina de raigras anual (Lolium multiflorum). De
este modo, las dietas experimentales (seis en total) quedaron definidas de la

siguiente manera:

Dietas de base carnivora Dietas de base omnivora

Dieta carnivoro control (CC) Dieta omnivoro control (OC)

Dieta carnivoro + 10% harina de raigras | Dieta omnivoro + 10% harina de raigras
(C1) (O1)

Dieta carnivoro + 20% harina de raigras | Dieta omnivoro + 20% harina de raigras
(C2) (02)

Tabla 1. Descripcion de las dietas respectivas a cada tratamiento.

Cada una de las dietas fue aplicada a tres tanques o peceras (repeticiones) las
cuales fueron asignadas al azar. Cada uno de los tanques circulares o peceras fue
individualizado con el rotulo correspondiente para evitar confusion en la

administracion de los tratamientos. A los dos meses de edad, y durante siete meses,

26



los juveniles de O. niloticus fueron sometidos a los tratamientos de alimentacion

mencionados con las dietas descritas previamente.

Las dietas experimentales mencionadas fueron entregadas a los animales dos
veces al dia, a las 9 hs y a las 17hs hasta evidenciar signos de saciedad. Luego, se
retiraron los restos de alimento ya que con el mismo se determiné el consumo diario
de alimento de cada tratamiento. Previo a cada alimentacion, se midieron en el agua
los parametros fisico-quimicos de la misma. Para tal fin se emplearon reactivos
comerciales para determinar concentracion de Amoniaco (ppm), Nitratos (ppm),
salinidad y dureza (°d), oximetro para la determinacién de la concentracion de
oxigeno (ppm) y pH-metro para medir el pH. Ademas, se midi6 la temperatura del

agua en los momentos mencionados.

Elaboracién de las dietas experimentales

El proceso de elaboracion de las dietas consistid en tres etapas. Durante la
primera etapa se obtuvo la harina de raigras. Para tal fin, se sembraron 2 parcelas
experimentales de 36 m? con dicho forraje en el mes de febrero. La densidad de
siembra utilizada fue calculada en base al poder germinativo de las semillas para
alcanzar una cantidad de 300 plantas por metro cuadrado. Las semillas utilizadas
para el ensayo fueron del cultivar tetraploide Bill Max. En el mes de mayo se realizé
la cosecha del forraje fresco y se deshidratd a 60 °C durante 72 h con la finalidad de
mantener la integridad de los compuestos bioactivos (acidos grasos y vitaminas) los
cuales son termosensibles. Posteriormente, el forraje fue molido para la obtencion
de la harina la cual fue almacenada en un freezer a -20 °C en bolsas plasticas

oscuras para evitar la accion de la luz.
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La segunda etapa consistio en la elaboracidn de las dietas experimentales
suplementadas. Dicha elaboracion se realizé cada 15 dias. Para tal fin se molieron
las dietas control (omnivoro y carnivoro) y se les adiciond 10 y 20 % de harina de
raigras. Luego, todo el polvo fue mezclado y posteriormente fue adicionada agua
destilada en cantidad suficiente para elaborar una pasta cuya textura permita su
amasado. Finalmente, la masa de todas las dietas se colocdé en una moledora
manual de carne para la obtencién del pellet en un proceso sin adicion de

temperatura.

La tercera etapa consistio en la deshidratacion de los pellets en estufa de
secado a 60 °C durante 48 h. Dado que las dietas contenian elevado contenido de
humedad, durante el secado en estufa se monitorearon cada 6 horas y se
removieron para favorecer un secado homogéneo y evitar sectores de fermentacion.
Una vez que todas las dietas fueron secadas, se colocaron en bolsas ziploc © y se
cerraron de manera hermética para evitar al maximo posible el ingreso de oxigeno.
Ademas, dichas bolsas se colocaron dentro de bolsas de nylon negras para evitar el

dafio por la luz.

Variables respuesta

Se determiné el consumo diario de alimento, la ganancia de peso (GP), indices
biométricos tales como el peso final (FM), aumento de peso porcentual (BW%) tasa
de crecimiento especifico (SGR), tasa de eficiencia proteica (PER), tasa de
conversion alimenticia (FCR). A su vez fueron evaluados los indices
viscerosomatico (IVS), hepatosomatico (IHS) y mesenterosomatico (IMS). Por otra
parte se estudio el impacto a nivel histolégico del hepatopancreas a través de la

medicion del area de hepatocitos y estudio cualitativo de la arquitectura hepatica.
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Muestreo y sacrificio de los peces

A lo largo del ensayo, los peces se muestrearon cada 30 dias durante siete
meses con la finalidad de analizar de manera periddica los cambios producidos y
durante un lapso que cubre casi la totalidad del ciclo productivo de la especie. En
cada muestreo, se extrajeron de cada tanque o pecera 2 peces. Por lo tanto, en
cada momento de muestreo, se analizaron seis individuos por cada tratamiento.
Durante las 24 horas previas al sacrificio los animales fueron mantenidos en ayunas.
La captura fue realizada mediante redes y los peces se colocaron inmediatamente
en recipientes de 20 litros con agua provista por los mismos tanques con el objetivo
de evitar diferencias de temperatura y calidad de agua. Posteriormente, los peces
fueron transportados hasta el laboratorio donde se realizaron los controles finales y

sacrificio.

Previo al sacrificio los peces fueron insensibilizados mediante inmersion en
agua a 0°C. Una vez que los animales se mostraban inmdviles fueron sacrificados a
partir de puncion cervical. En ese momento, fueron medidos y pesados para luego
calcular los indices biométricos. Posteriormente, se produjo el desangrado a partir
de un corte en la region caudal. Una vez completada la anterior etapa, los peces
fueron eviscerados y se registraron los pesos del hepatopancreas, intestino y peso
de la carcasa eviscerada a fin de evaluar indices biométricos. La carne obtenida se
retird y almacend en un freezer inmediatamente ya que el presente trabajo de tesis
se encuentra articulado a otro proyecto de calidad bioquimica de la carne de las

tilapias suplementadas.
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Determinacion de los indices biométricos

A partir de los datos de largo total y peso tomados al momento de la faena
sumado a los datos recopilados sobre el consumo diario de alimento se calcularon

los siguientes indices biométricos:

e Ganancia de peso (GP)= peso final - peso inicial

e Ganancia de peso porcentual (%BW)= (peso final — peso inicial)/ peso inicial
x 100

e Tasa de crecimiento especifico (SGR)= (Ln peso final — Ln peso inicial) x

100/dias
Donde: Ln: Logaritmo natural.

e Conversion alimenticia (FCR)= alimento consumido (g)/ ganancia de peso (g)

e Eficiencia proteica ( PER)= ganancia de peso (g) /consumo de proteinas (Q)

A partir del peso de las visceras y el peso total se determinaron los siguientes

indices:

e indice hepatosomatico (IHS) = 100*(peso del higado/ peso corporal)
e indice visceral somatico (IVS) = 100*(peso de las visceras/ peso corporal)

e indice mesentero somatico (IMS)= 100* (peso de intestino/peso corporal)
Analisis histolégico

A partir de los filetes y visceras obtenidas durante el muestreo de los 30 y 60
dias se obtuvieron muestras de hepatopancreas. Los tejidos destinados al

procesamiento histolégico fueron rotulados y se fijaron por inmersién en una
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solucion de formol al 4% tamponada a pH 7,5 con una solucién reguladora de
fosfato 0,05 M (PBS, Phosphate Buffer Solution) durante 6 hs a temperatura
ambiente, respetando la proporcion recomendada de fijador/muestra (20:1) para
permitir una adecuada conservacién morfoloégica del tejido. Luego se realizaron dos
lavados con PBS (pH 7,5) de 10 min cada uno y se mantuvieron los tejidos en una
solucion de alcohol 70° a temperatura ambiente. Las muestras fueron
deshidratadas en concentraciones graduales de etanol y aclaradas por inmersion en
xilol. Seguidamente fueron incluidas en parafina formando tacos de 1,5 cm de lado.
Posteriormente se cortaron secciones de 7 um de espesor mediante un microtomo
rotativo manual. Los cortes se montaron en portaobjetos pretratados con adhesivo
tisular (3-aminopropil trietoxisilano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y se
secaron en estufa a 37°C durante 24 hs. . Dichas secciones fueron desparafinadas
en xilol, hidratadas en etanol y posteriormente fueron tefiidas con
hematoxilina-picrosirius. Se tomaron micrografias con una camara adaptada al
microscopio Optico  observando las muestras en 4x, 10x, 40x y 100x. El
procesamiento de las imagenes obtenidas fue realizado utilizando el software Image

Pro Plus 5.0.

En las micrografias obtenidas de los tejidos del hepatopancreas se efectud la
medicion del area de hepatocitos. Paralelamente se realizé una caracterizacion de
cambios morfolégicos en la arquitectura hepatica siguiendo los lineamientos
descriptos por Triana Garcia, et al (2013) en el cual se discriminaron 7 grados
diferentes en base al nivel de infiltracion lipidica, desplazamiento del nucleo hacia la
periferia y estado de conservacién del contorno celular. Por otro lado, para la

medicién del area de hepatocitos se tomaron 3 micrografias con un aumento de
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100x en sectores aleatorios de cada muestra y se midieron 10 hepatocitos en cada

caso, obteniéndose un total de 30 mediciones por tratamiento en cada muestreo.

Evaluacién cualitativa de alteraciones microscépicas en el

hepatopancreas.

Para la evaluacién, se utilizé la escala de grados de infiltracion lipidica
disefiada por Triana Garcia, et al (2013) siguiendo los criterios establecidos por
Wolf & Wolfe, (2005) y Boorman et al., (1997). A continuacién, se describen dichas

escalas:

Grado 0 (sin infiltracion aparente)

-Hepatocitos con su contorno visible.
-Nucleos celulares en posicién central dentro del citoplasma.
-Vacuolas pequenas que no afectan la arquitectura celular.

Grado 1 (multifocal leve)

-Hepatocitos con un contorno claramente visible.

-Multiples focos de hepatocitos con sus nucleos ligeramente desplazados a la

periferia.

-Vacuolas intracitoplasmaticas evidentes de tamafio homogéneo sin alteracion de la

arquitectura celular.

Grado 2 (multifocal moderada)

- Hepatocitos con contorno visible en su mayoria.

32



-Multiples focos de hepatocitos con nucleo desplazado a la periferia.

-Multiples vacuolas intracitoplasmaticas de tamafio homogéneo sin distorsion de la

arquitectura celular.

Grado 3 (multifocal severa)

-Hepatocitos con pérdida de contorno celular en multiples focos del area examinada.

-Nucleo severamente desplazado a la periferia o imperceptible.

-Vacuolas intracitoplasmaticas en multiples focos del area examinada formando un

citoplasma homogéneo con distorsion completa de la arquitectura celular.

Grado 4 (generalizada leve)

-Hepatocitos con contorno visible.

-Nucleo ligeramente desplazado a la periferia.

-Vacuolas intracitoplasmaticas evidentes en toda el area examinada de tamaro

homogéneo sin alteracion de la arquitectura celular.

Grado 5 (Generalizada moderada)

-Hepatocitos con contorno visible.

-Nucleo claramente desplazado a la periferia.

-Multiples vacuolas intracitoplasmaticas en toda el area examinada de tamafo

homogéneo sin distorsion de la arquitectura celular.

Grado 6 (Generalizado severo)
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-Hepatocitos sin contorno celular evidente.
-Nucleo claramente desplazado a la periferia o imperceptible.

-Vacuolas intracitoplasmaticas en toda el area examinada formando un citoplasma

homogéneo con distorsiébn completa de la arquitectura celular.

Determinacién de la composiciéon bioquimica de las dietas

experimentales

Las seis dietas experimentales fueron analizadas al inicio del ensayo. Se
determind la composicion centesimal (humedad, cenizas, lipidos totales, fibra bruta,
proteinas e hidratos de carbono por diferencia). Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

- Cuantificacion de lipidos totales por extracto etéreo: Se tomaron 2 g de muestras
secas de cada dieta para extraer la grasa total mediante una unidad de extraccion
modelo Tecator Soxtec system HT 1043. Posteriormente, se llevo a la estufa a
100°C durante 4 horas. Luego la muestra resultante fue enviada a un secador

durante 20 minutos para finalmente ser pesada.

- Cuantificacion de proteinas totales: Se llevo a cabo a través de la determinacion de
nitrogeno por el método de Kjeldahl segun Price CG. (AOAC, 1994) utilizando un
equipo automatico modelo Foss Tecator 2200 Kjeltec. El valor de Nitrégeno obtenido
a partir de la digestion sulfurica se multiplicod por el factor 6.25 para la obtencién del

porcentaje de proteina bruta.

- Determinacion del porcentaje de humedad y cenizas por un método gravimeétrico:

Se llevo a cabo segun Kolar (1992, AOAC). Para la determinacion de humedad las
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muestras fueron colocadas en estufa de secado a 100 °C durante 24 h.
Posteriormente se pesaron y por diferencia se obtuvo la cantidad de agua. Para las
cenizas, las muestras provenientes de la determinacion de humedad fueron

colocadas en una mufla a 550°C durante 12 h y luego se peso el residuo.

- Determinacion del porcentaje de fibra bruta: La determinacion de fibra bruta se
realiz6 mediante hidrélisis acida con un 1,25% de H2S0O4 seguida de una hidrdlisis
alcalina con 1,25% de NaOH. EI material resultante se llevo a incineracion, y se

calculo la diferencia de peso.
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Resultados.

Analisis de composicion centesimal de las dietas

experimentales

Con la finalidad de conocer la respuesta productiva de los juveniles de tilapias,
se determind la composicion quimica de las dietas experimentales (tabla 2)
A su vez, a los efectos de evaluar las dietas de forma comparativa, se elaboré la
tabla 3 donde se muestran los valores de composicion quimica expresados en
gramos por kilogramo de la materia seca a partir de los resultados expresados en la

tabla 2.

Segun puede observarse, se obtuvieron valores de proteina bruta
significativamente mas elevados para el conjunto de dietas con base carnivora en
general. El porcentaje de proteina, a su vez disminuyd en concomitancia con el
aumento de inclusién de harina de raigras (HR). Por otro lado, la interaccion entre la
dieta y el nivel de HR también fue significativa para PB (proteina bruta) y EE
(extracto etéreo) (p<0,0001) lo que podria indicar que el efecto del nivel de HR en la
proteina bruta varia segun la dieta. En cuanto a los valores de lipidos, también se
observd un mayor porcentaje en las dietas de base carnivora respecto a las dietas
del grupo base omnivoro. A su vez, se observé una disminucién con el aumento de
la inclusién de harina de raigras, siendo 7,81% para el control (OC), 7,27% para O1
y 6,72% para O2. En el caso de las dietas base carnivora, los resultados fueron de
15,56% para el control (CC), 14,01% para C1 y 12,57% para C2. En cuanto a los
valores de FB, resultaron en 2,16% y 2,96% para los tratamientos control omnivoro

y carnivoro respectivamente. Por otra parte, las dietas suplementadas con un 10%
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de harina de raigras arrojaron valores de 5,99% y 7,76% para las dietas omnivoras y
carnivoras respectivamente. Por ultimo, los valores para las dietas suplementadas
con 20% de harina de raigras se obtuvieron valores de 9,86% para base omnivora y
12,24% para base carnivora. Tras el analisis estadistico del efecto de la base de la
dieta y el efecto de suplementacion se observa un claro aumento del contenido de
FB en concomitancia con la suplementacion con harina de raigras
independientemente del tipo de dieta base. (p<0,0001) A su vez, ambas dietas
comerciales presentaban niveles de fibra bruta similares. Por otra parte, los valores
obtenidos para almidon arrojaron diferencias estadisticas significativas entre las
dietas formuladas con alimento base carnivoro y omnivoro (P<0,0001). Siendo
sensiblemente mayor para estas ultimas. Fueron hallados valores de 39,12% de
almidén como porcentaje de la materia seca para la dieta Omnivoro control (OC),
37,79% para la dieta Omnivoro con 10 % de suplementacion con harina de raigras y
36,46% para la dieta O2. Por otro lado, no se encontraron valores significativos de
almidoén para la dieta Carnivoro control (CC). A su vez, fueron hallados valores de
3,73% para C1 y 7,20% para C2. Sin embargo no se encontraron diferencias

significativas debidas a la inclusion de harina de raigras en el alimento.

Los valores energéticos resultantes para cada dieta fueron de 3611 Kcal
EM/Kg MS (OC), 3478 Kcal EM/Kg MS (O1), 3344 Kcal EM/Kg MS (O2) mientras
que para las dietas de formulacion base carnivora los valores fueron 5135 Kcal
EM/Kg MS (CC), 4789 Kcal EM/Kg MS (C1) y 4465 Kcal EM/Kg MS (C2). Se
observa una clara disminucion con el aumento de suplementacion con harina de
raigras y se observan valores sensiblemente mayores para todas las dietas base

carnivora.
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Finalmente, la relacién PB/ED en mg/Kcal ED resultante de cada formulacién fue de

102,60 (OC), 102,16 (O1), 101,65 (02), 120,37 (CC), 117,47 (C1) y 114,39 para C2.
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Tabla 2. Composicion quimica (g/Kg MS) de las dietas experimentales para la alimentacion de juveniles de Tilapias del Nilo (O.

niloticus)
Variable oC (o) 02 cC Cc1 C2 d S d*s
PB 347,83 £10.3¢ 332.15+9.5¢ 31647 +7.3f 434.78+512 410.13+7.2> 38547 £9.5¢ <0.0001 <0.0001 <0.0001
EE 68,48 + 2.1d 63.45+1.5¢  5841+22¢ 102.17+132 9536+21> 885415 <0.0001 <0.0001 <0.0001
FB 18,91+ 1.1¢ 5228 +230  8564+152  1946+0.4c  52.83+1.1b  86.21+2.3a NS <0.0001 NS
Almidon 342,83 +1.2a  329.79+4.12  316.75+9.92 - 25.35+120b  50.71+4.10  <0.0001 NS 0.0003
Ceniza 98,26 +2.32 94.92+09>  9158+15¢ 100.11+1.22  96.80+2.3>  93.49+0.9¢ 0.0206  0.0001 NS
EB (Kcal)/ kg MH 4.520 4.335 4.151 4.816 4.655 4.493 - - -

- 10%HR: Dieta suplementada con 10 % de harina de raigras; % Dieta suplementada con 20 % de harina de raigras. NS: No significativo. Se

presenta la media + desvio estandar (n=3). Letras distintas entre columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,01)
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Tabla 3. Composicion centesimal de las dietas. Datos expresados en gramos por
kilogramo de materia seca.

Variable ocC o1 02 CcC C1 C2
PB gr/kg MS 396,93 380,65 364,24 662,25 602,72 547,22
EE gr/kg MS 78,15 72,71 67,23 155,62 140,14 125,69
Fibra grikg MS 21,58 59,91 98,57 29,64 77,64 122,38
Almidon gr/kgMs 391,22 377,94 364,56 0,00 37,25 71,99
Ceniza gr/kg MS 112,13 108,78 105,40 152,49 142,25 132,72

indices biométricos

Los resultados obtenidos pueden observarse en la Tabla 4 y Tabla 5.
Ademas, a partir de los resultados obtenidos se construyeron las curvas
correspondientes a la dinamica de cada uno de los parametros a lo largo del ensayo
(Figuras 10 a 18). En primer lugar se observa el peso final, ganancia de peso,
ganancia de peso porcentual, tasa de crecimiento especifico, Tasa de conversion
alimenticia e indice de eficiencia proteica. En la figura 10 pueden observarse las
variaciones en el peso total (FM) en cada una de las instancias de muestreo por
tratamiento. La dieta CC mantuvo el mayor peso en cada una de las instancias de
muestreo (peso final 547 + 6.66 g) seguido por el tratamiento OC con un peso final
495 £ 6.35 g. Por otra parte, los tratamientos O2 y C2 evidenciaron menores FM a
lo largo del ensayo alcanzando en la ultima instancia un peso final de 406 + 5.98 g y
409 + 10.1 g respectivamente. El analisis estadistico arrojo diferencias significativas

(p<0,0001) entre los tratamientos para FM. Se observa una disminuciéon del peso
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total ante el aumento de suplementacion con harina de raigras en ambos tipos de
dieta. En el mismo sentido, en la Figura 11 se observa la curva de ganancia de
peso (GP) para los distintos tratamientos. Todas las dietas muestran un claro
aumento de la misma desde el dia 30 hasta aproximadamente el dia 120. Asimismo,
todos los tratamientos alcanzaron su valor maximo a los 90 dias, con excepcion de
02 que se obtuvo a los 120 dias. La ganancia de peso (GP) fue mayor para el
tratamiento CC en casi todas las instancias de muestreo alcanzando un valor
maximo de 103 + 7.64. A los 150 dias de muestreo predominé la ganancia de peso
obtenida por las dietas OC y O1. Después de los 120 dias, las dietas muestran una
tendencia hacia la disminucion de ganancia de peso, siendo mas pronunciada en C1
y C2 entendiéndose esta etapa como una fase de declive. Sin embargo, OC y CC
parecen mantener niveles altos hasta el dia 150, con cierta estabilidad hasta los 210

dias.

Las curvas correspondientes al avance de la tasa de crecimiento especifico
(SGR) en %l/dia, entre los distintos tratamientos puede observarse en la Figura 12.
El tratamiento CC presento la mayor SGR a los 30 dias. (4.85 + 0.50) mientras que
la menor fue registrada por la dieta C1 (2,34 £0,50) Sin embargo, en los momentos
posteriores de muestreo se vio disminuida, siguiendo la tendencia general obtenida
en las demas dietas. A su vez las diferencias entre los valores fueron disminuyendo,
acompanando una misma curva de decrecimiento para todos los tratamientos.
Siendo asi, el mayor valor encontrado para la ultima instancia de muestreo (dia 210)
para la dieta CC (0.47 £ 0.08) mientras que el menor valor hallado fue para la dieta
C1 (0.28 £ 0.08) EIl analisis estadistico de la SGR (p= 0,0058) arroja diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Tabla 4. indices biométricos de juveniles de tilapias del Nilo (O. niloticus)
suplementadas con distintos niveles de inclusion de harina de raigras desde el dia 0

al 120
dias Grupo FM GP BW SGR FCR PER

oC 45.1 £0.50 30.1 £0.55 200 +6.31 3.67 £0.50 0.86 £ 0.15 3.63+0.20

01 43.5+0.50 285+1.10 190 + 5.40 3.55+0.50 1.45+0.10 2.25+0.50

02 39.4 +1.01 245+0.75 162 +2.35 3.22+0.65 2.06 £0.50 1.53+0.45

CcC 64.3 +1.00 49.3+0.73 328 +6.45 4.85+0.50 0.47 £0.01 4.85+0.75

C1 36.2 +0.88 18.2+0.96 101 £5.50 2.34 £ 0.50 1.66 £ 0.48 1.46 £ 0.05

30 C2 36.3+1.85 21.3+0.10 142 £+ 4.03 2.95+0.10 2.01+0.10 1.29 £ 0.06
ocC 110 £7.50 64.9 £ 1.01 144 £ 2.35 2.97 £0.52 1.09+0.10 2.85+0.10

o1 105 +1.30 61.5+0.85 141 £ 8.90 2.94 +0.50 1.76 £ 0.45 1.85+0.33

02 89.5+0.75 50.1 £ 0.80 127 £6.30 2.74 £ 0.11 2.57+0.10 1.23+0.10

cC 132 +6.88 67.6 £ 1.33 105 + 3.87 2.40+£0.02 0.93 £0.01 2.45+0.07

C1 109 + 4.66 72.7+2.10 200 + 5.66 3.67 £0.10 1.12+0.05 2.16+£0.07

60 C2 97.3+3.40 60.9 +4.55 167 £ 4.02 3.28+0.10 1.73+0.10 1.49+0.15
oC 199 +7.80 88.9 + 3.02 80.7 £ 1.98 1.97 +0.22 1.73+0.04 1.80+0.15

01 195 +9.77 90.1 £ 6.66 85.7 +4.82 2.06 +0.30 1.95+0.45 1.67 +0.10

02 167 + 8.85 77.6 £5.30 86.6 + 3.46 2.08 £ 0.65 3.25+0.50 0.97 £ 0.01

cC 235+7.55 103 £ 7.64 78.6 £3.10 1.93 £ 0.51 1.37 £0.40 1.67 £0.32

C1 197 +6.78 88.6 £2.45 81.3+3.15 1.98 £0.15 1.93+0.10 1.26 +0.25

90 C2 181 +10.3 83.8 £ 4.66 86.1 + 5.41 2.07+£0.35 2.61+0.41 0.99+£0.03
oC 284 +5.50 85.7+4.44 43.1+£2.74 1.19+£0.15 2.86+£0.70 1.09+0.12

o1 273 £6.77 78.7 £3.85 40.4 + 1.56 1.13+0.13 3.56 £0.25 0.92+0.10

02 250 + 4.86 83.1+£2.40 49.6 +1.77 1.34 +0.08 4.78 £0.33 0.66 +0.02

CcC 336 +6.85 100 £5.11 42.6 +2.45 1.18 £ 0.31 2.39+0.50 0.95 +0.09

C1 280 +4.82 83.2+4.35 42.1+1.30 1.17+0.15 3.21 +£0.50 0.76 +0.03

120 C2 260 + 5.50 79.3+5.15 43.7 £3.45 1.21+£0.10 4.36 £0.27 0.59+£0.04

Masa final (FM); ganancia de peso (GP); tasa de conversion alimenticia (FCR); tasa de
crecimiento especifico (SGR); indice de eficiencia proteica (PER); aumento de peso
porcentual (BW). Los valores son medias + desviacién estandar, n=6 por tratamiento.

(prueba de Tukey, P < 0,05).
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Tabla 5 indices biométricos de juveniles de tilapias del Nilo (O. niloticus)
suplementadas con distintos niveles de inclusion de harina de raigras desde el dia
150 al 210

dias  Grupo FM GP BW SGR FCR PER
oC 372+535 87.2+566 30.6+240 0.89+0.11 3.75 £ 0.81 0.83+£0.10
01 357+6.55 83.7+3.50 305+135 0.89+0.21 444+0.12 0.73+0.02
02 315+485 654+432 261+205 0.78+0.15 8.18+0.86 0.39+0.02
CcC 4056+946 68.6+333 203+156 0.62+0.10 4.52+1.01 0.50 + 0.04
C1 347+£103 66.5+587 23.7+274 071+015 526+144 046x0.10
150 C2 325+945 64.7+466 248+255 074+009 7.08+0.88 0.37+0.07
oC 440+7.82 68.1+245 182+0.75 056+0.10 577025 0.54+0.03
o1 415+544 57.3+1.03 16.1+110 050+£0.10 7.69x045 0.42+0.05
02 366+4.65 50.7+1.10 16.2+0.62 0.50+0.08 125+055 0.25+0.08
cC 475 +6.31 70.6 £ 1.15 174 £1.01 0.54+0.05 489+0.83 0.47+0.05
C1 396 + 5.41 49.1 +2.02 141+092 044+0.07 843+0.65 0.29+0.02
180 C2 364+6.65 38.9%1.10 11.9+1.05 0.38+0.10 13.8+0.50 0.19+0.05
oC 495+6.35 55.1+2.01 125+055 039+0.05 8.02+x025 0.39+0.11
01 465+4.82 50.2+1.35 122+1.02 0.38+0.05 10.2+0.85 0.32+0.05
02 406 +5.98 39.6 +1.00 10.8+0.98 0.34+0.10 184+1.05 0.17+0.05
cC 547 +6.66 71.4x1.50 151092 047+0.08 542077 0.42x0.10
C1 431+7.05 345201 8.72+0.95 0.28+0.08 13.2+052 0.18+0.05
210 C2 409 + 101 45.1 £3.45 123+£1.15 0.39+£0.10 134+£1.05 0.19+0.01
Factor FM GP BW SGR FCR PER
Dieta (d) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0058 <0.0001 <0.0001
Tiempo (t)  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
(d)x(t) <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

. Masa final (FM); ganancia de peso (GP); tasa de conversién alimenticia (FCR); tasa de
crecimiento especifico (SGR); indice de eficiencia proteica (PER); aumento de peso
porcentual (BW). Los valores son medias + desviacion estandar, n=6 por tratamiento.
(prueba de Tukey, P < 0,05).
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Evolucién de GP en diferentes grupos a lo largo del tiempo
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Figura 10 Evolucion del peso total por tratamiento. Valores en gramos.
Evolucion de Peso Final (FM) a través del tiempo
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Figura 11 Evolucion de la ganancia de peso por tratamiento. (Valores en gramos)
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Evolucion de SGR a través del tiempo
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Figura 12 Evolucioén de la tasa de crecimiento especifico por tratamiento (en %)

En el mismo sentido, la ganancia de peso porcentual (%BW) cuya grafica
representativa puede observarse en la Figura 13, mostré resultados concordantes
con la tasa de crecimiento especifico, observandose el mismo patron
descendente mencionado para la SGR. Partiendo de lo anteriormente expuesto,
el mayor crecimiento porcentual se obtuvo en el tratamiento CC a los 30 dias
(328% = 6.45) mientras que para el mismo estadio de muestreo, el menor valor
obtenido fue para el tratamiento C1 (101% % 5.50). Las demas dietas mostraron
valores intermedios, siendo 200% + 6.31 para la dieta OC, 190% + 5.40 para la

dieta C1, 162% + 2.35 para O2 y 142% + 4.03 para C2.
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Evolucién de BW a través del tiempo
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Figura 13 Evolucién del aumento de peso porcentual por tratamiento (en %)

Los valores de eficiencia proteica (PER) a lo largo del ensayo pueden
visualizarse en la Figura 14. En la misma se puede observar que los resultados
fueron disimiles entre los tratamientos principalmente en las primeras 2 etapas de
muestreo. Todos los tratamientos siguieron una curva descendente que tiende a
estabilizarse a partir de los 90 dias. Inicialmente el grupo CC obtuvo la mayor
eficiencia proteica (4.85 + 0.75) mientras que el menor valor obtenido fue el
arrojado por el tratamiento O2 (1.29 + 0.06) siendo los valores restantes 3.63 *
0.20 (OC), 2.25 £ 0.50 (O1), 1.53 £ 0.45 (O2) y 1.46 £ 0.05 para C1. Coincidiendo
estos parcialmente con los valores obtenidos para SGR. El analisis estadistico
arrojo diferencias significativas para los distintos tratamientos (p<0,0001). En base
a esto, se observo una disminucion en la eficiencia proteica conforme se incluye
mayor porcentaje de harina de raigras en la dieta. Por otra parte, los valores de

cada tratamiento tendieron a estabilizarse con el avance del tiempo, reduciendo
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sus diferencias hacia el final del ensayo aunque manteniendo diferencias
significativas entre ellos, a saber: 0.39 £ 0.11(OC); 0.32 £ 0.05 (O1); 0.17 £ 0.05

(02); 0.42 + 0.10 (CC); 0.18 + 0.05 (C1) y 0.19 + 0.01 (C2).

En adicidén a lo anteriormente expuesto, la tasa de conversion alimenticia
(FCR) la cual puede observarse en la Tabla 4 y 5 y de forma grafica en la Figura
15, arroj6 valores crecientes a lo largo del ensayo para todos los tratamientos. Sin
embargo, las diferencias en entre tratamientos fueron significativas (p<0.0001). En
este caso, la FCR fue creciente acompafnando el aumento de inclusion de harina
de raigras. Siendo asi, a los 30 dias se obtuvieron valores de 0.86 + 0.15 (OC);
1.45 + 0.10 (O1); 2.06 + 0.50 (O2); 0.47 + 0.01 (CC); 1.66 £ 0.48 (C1) y 2.01 +
0.10 para el tratamiento C2. Finalmente a los 210 dias de tratamiento los
resultados se mantuvieron con diferencias apreciables, siendo 8.02 + 0.25 (OC);
10.2 + 0.85 (O1); 18.4 + 1.05 (0O2); 5.42 + 0.77 (CC); 13.2 £ 0.52 (C1) y 13.4 +
1.05 para C2. En adicién a esto, en la dieta comercial carnivora sin inclusién de
harina de raigras (CC), se observé un aumento mas discreto de la tasa de
conversion con el avance del ensayo con mayor estabilidad hacia el final del

mismo.
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Evolucion de PER en diferentes grupos a lo largo del tiempo
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Figura 14 Evoluciéon de la tasa de eficiencia proteica (PER) por tratamiento (valores

expresados en porcentaje)
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Figura N°15. Evolucién de la tasa de conversion alimenticia por tratamiento (Valores

expresados como coeficiente)
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Tabla 6 indices IMS, IVS e IHS de juveniles de tilapias del Nilo (O. niloticus)
suplementadas con distintos niveles de inclusion de harina de raigras por etapas

de muestreo (30;60;90 y 120 dias)

Dia Dieta IVS IHS IMS
30 OC 0.47 £0.10 0.21£0.10 0.12 £0.05
01 0.45 £ 0.05 0.20 £ 0.05 0.12 £0.01
02 0.41£0.10 0.18 £ 0.03 0.11 £ 0.01
cc 0.67 £0.03 0.29 £ 0.05 0.18 £ 0.02
c1 0.38 + 0.01 0.17 £ 0.04 0.10 + 0.01
C2 0.38 £ 0.01 0.17 £0.01 0.10 £ 0.00
60 OC 1.20 £ 0.10 0.54 +£0.01 0.33 £0.01
01 1.14 £ 0.50 0.51£0.05 0.32 +£0.01
02 0.97 £0.03 0.44 £ 0.01 0.27 £0.02
cc 1.43 +0.05 0.64 +0.05 0.40 + 0.01
c1 1.18 £ 0.02 0.56 + 0.01 0.33 £0.02
C2 1.06 = 0.06 0.47 £0.02 0.29 + 0.01
90 OC 2.29 £0.50 1.09 + 0.05 0.68 £ 0.00
01 2.24 £0.50 1.05 £ 0.11 0.67 £0.01
02 1.92 £ 0.50 0.93 £ 0.01 0.57 £0.03
cc 2.71+0.48 1.29+0.15 0.81+0.06
C1 227 £0.15 1.07 £0.33 0.68 + 0.01
C2 2.08£0.15 0.98 £ 0.05 0.62 £0.02
120 OC 3.57£+0.44 1.73+0.15 1.17 +£0.23
01 3.43£0.50 1.68 £ 0.10 1.130.15
02 3.14 £0.10 1.54 +£0.15 1.030.07
cc 4.22 +0.54 2.05+0.45 1.38 £ 0.02
c1 3.52+0.15 1.72£0.25 1.16 £ 0.05
C2 3.27£0.16 1.56  0.21 1.07 £ 0.41
IMS: Indice mesenteriosomatico, IVS: indice
hepatosomatico)

viscerosomatico,

IHS:

indice
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Tabla 7 indices biométricos de juveniles de tilapias del Nilo (O. niloticus)
suplementadas con distintos niveles de inclusion de harina de raigras por etapas
de muestreo (150;180 y 210 dias)

Dia Dieta IVS IHS IMS

150 OC 482+025  249:017  1.63+0.15

o1 463+032 241055  157£0.10

02 4.09+055  2.11%0.21 1.39 £ 0.11

cc 525+0.87  271+0.40  1.78+0.33

C1 450+091  231+£050  1.52+0.46

c2 421+101  219+045  1.43+055

180 OC 598+0.35  335+0.10  2.11£0.10

o1 564+0.20  314+062  1.99+0.15

02 498+037  278+020  1.76%0.65

cc 6461040  362£015  2.28%0.10

C1 538+0.85  3.02+015  1.91%0.11

c2 495+075  278+0.80  174+0.25

210 OC 724+£096  452+075  271+0.33

o1 6.78+1.01  427+067  255:042

02 594+025  3.79+025  2.23+0.16

cc 8.01+055  4.83+055  3.02+0.18

C1 6.30£0.89  3.95+022  2.37:020

c2 568+0.50  3.75+0.45  2.22+0.80
Dieta <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tiempo <0.0001 <0.0001 <0.0001
(d)x(t) <0.0001 <0.0001 <0.0001

48



IMS: indice mesenterio somatico, IVS: indice viscerosomatico, IHS: indice
hepatosomatico)

En la Tabla 6 y Tabla 7 pueden observarse los valores obtenidos para las
variables IVS, IHS e IMS a lo largo de las instancias de muestreo en el ensayo.
Los valores de IVS reflejados en la Figura 16, muestran a lo largo de todo el
proceso una tendencia sostenida de los tratamientos OC y CC a presentar los
mayores valores en cada instancia de muestreo (7.24 + 0.96 y 8.01 + 0.55
respectivamente al final del ensayo). En contraposicion, los menores valores
fueron hallados en los tratamientos O2 y C2 a lo largo de todas las instancias de
muestreo (5.94 + 0.25 y 5.68 + 0.50 respectivamente al final del ensayo). Por su
parte el analisis estadistico para los valores IVS arrojo diferencias significativas
(p<0,0001) para los tratamientos. En base a lo anteriormente expuesto se observa
un descenso en los valores del indice viscerosomatico con el aumento de
inclusion de harina de raigras en el alimento. Por otra parte, se observa un mayor
IVS para la dieta control base carnivora respecto a la analoga omnivora a lo largo
del ensayo. Sin embargo, al inicio del ensayo se observa que las dietas
carnivoras al suplementarse con harina de raigras presentan un mayor valor que
las de mismo porcentaje de suplementacion con base omnivora, efecto que se

revierte a partir del dia 150 de muestreo.

Sumado a lo anterior, en la Figura 17 se ven graficados los resultados
correspondientes al IHS en las distintas instancias de muestreo para cada una de
las dietas. Los valores fueron creciendo conforme avanzé el ensayo. Los
tratamientos CC y OC mostraron los indices mas elevados en contraposicion con

C2 y O2 que arrojaron los menores valores para IHS a lo largo del ensayo. En
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adicion a esto, los datos demuestran una disminucion de los valores con el
aumento de la suplementacion de las dietas con harina de raigras. siendo asi en
la primera instancia de muestreo se obtuvieron los siguientes resultados 0.21 +
0.10 (OC); 0.20 £ 0.05 (O1); 0.18 £ 0.03 (O2); 0.29 + 0.05 (CC); 0.17 £ 0.04 (C1) y
0.17 £ 0.01 para C2. Dichas diferencias se mantuvieron constantes durante el
ensayo. Siendo asi, los valores obtenidos en el dia 210 para IHS fueron: 4.52 +
0.75 (OC); 4.27 + 0.67 (O1); 3.79 + 0.25 (02); 4.83 £ 0.55 (CC); 3.95 £ 0.22 (C1);

3.75 + 0.45 (C2).

En el mismo sentido, los valores de IMS han mostrado la misma tendencia
que la mencionada para los valores de IVS e IHS. En la Figura 18 se grafican los
resultados obtenidos para IMS en cada tratamiento a lo largo del ensayo. Los
mayores valores en este caso también fueron los registrados por los tratamientos
CC y OC, aunque, a diferencia de los indices anteriores, el IMS a los 30 dias no
arrojé una diferencia tan marcada con el aumento de harina de raigras. siendo los
valores en el primer muestreo: 0.12 £ 0.05 (OC); 0.12 £ 0.01 (O1); 0.11 £ 0.01
(02); 0.18 £ 0.02 (CC); 0.10 £ 0.01 (C1); 0.10 £ 0.00 (C2). Sin embargo, en las
instancias de muestreo subsiguientes los valores toman gradualmente la
tendencia mencionada. El incremento de los valores en estos tres indices
mencionados presenta un crecimiento aparentemente lineal, al menos hasta el

ultimo periodo muestreado.
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Comparacién del indice Viscerosomético (IVS) entre tratamientos
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Figura N°16. Evolucién del indice viscerosomatico por tratamiento (valores en

porcentaje)

Comparacién del indice Hepatosomético (IHS) entre tratamientos
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Figura N°17. Evolucion del indice hepatosomatico por tratamiento (valores en

porcentaje).
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Comparacién del indice Mesenterosomatico (IMS) entre tratamientos
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Figura N°18. Evolucién del indice Mesenterosomatico por tratamiento (valores

expresados en porcentaje.

Alteraciones microscépicas en hepatopancreas

El andlisis cualitativo de las alteraciones histologicas en la arquitectura
hepatica ha mostrado diferencias notables entre las distintas instancias de
muestreo bajo el sistema de clasificacion trabajado. En la Figura 20 se observan
las micrografias de cada uno de los tratamientos en la primera y segunda
instancia de muestreo. Los tratamientos C1, O1 y OC mostraron en el primer
muestreo una estructura de hepatocitos con una presencia generalizada de
vacuolas grandes intracitoplasmaticas formando un citoplasma homogéneo que
desplaza completamente los nucleos celulares hacia la periferia y en algunos
casos imperceptibles. dichas alteraciones coincidieron con las descritas en la

escala de grado 6. En los tratamientos C2 y O2 se observan hepatocitos con un
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contorno visible, nucleos celulares generalmente desplazados hacia la periferia
citoplasmatica, a su vez se detectd la presencia de multiples vacuolas en el area
examinada pero conservando la estructura de los cordones hepaticos, todas
estas, alteraciones coincidentes con el grado 5 de la escala. Por ultimo, en CC se
observé una estructura con contorno visible, multiples focos de hepatocitos
ligeramente desplazados y multiples vacuolas intracitoplasmaticas de tamano
homogéneo sin distorsidn de la arquitectura celular, resultados comparables a un
grado 2 en la escala. Por otro lado, en la segunda instancia de muestreo, se
observo en los tratamientos C2 y OC una estructura hepatica sin lesiones
visibles, coincidente con un grado O en la escala. Puede observarse claramente el
contorno celular, citoplasma con presencia de vacuolas de tamafo pequefo que
no afectan a la arquitectura y nucleos celulares en posicion central dentro del
citoplasma. Por otro lado, en los tratamientos CC, O1 y O2 se notaron
alteraciones ligeras en algunos focos  dispersos y nucleos ligeramente
desplazados hacia la periferia, coincidentes con un grado 1 en la escala.
Finalmente, en el tratamiento C1 se observaron alteraciones de grado 3. En la
micrografia puede observarse claramente la presencia de hepatocitos con pérdida
del contorno celular en multiples focos del area, vacuolas intracitoplasmaticas
grandes multifocales con distorsién de la estructura celular y nlcleos severamente

desplazados a la periferia en multiples zonas de la superficie muestreada.

En la Figura 19 se grafican los resultados obtenidos donde puede
visualizarse claramente el contraste entre resultados obtenidos desde el primer al
segundo muestreo. Puede observarse una disminucion general del grado de
alteraciones morfolégicas presentes en el tejido hepatico desde el primer al

segundo muestreo, independientemente del tipo de dieta suministrada.
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Comparacion de grado de alteraciones histologicas entre muestreos
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Figura 19. Comparacién de grado de alteraciones histolégicas en tejido hepatico entre
tratamientos por instancia de muestreo, utilizando el método de graduacion descrito por
Triana Garcia, et al (2013).
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Figura 20.
Comparacion de
instancias de
muestreos.

A) C1 primera
instancia de
muestreo, 100x.
B) tratamiento C1
segunda instancia
de muestreo, 100x.
C2 primer
muestreo, 40x.
D)C2 segundo
muestreo, 40x.

E) CC primer
muestreo, 100x
F) CC segundo
muestreo 100x.
G) O1 primera
instancia de
muestreo, 100x.
H) O1 segundo
muestreo, 100x.

1) O2 primer
muestreo, 100x.
J) 02 segundo
muestreo, 100x.
K) OC primer
muestreo, 100x.
L) OC segundo
muestreo, 100x.
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Figura 21. Patrones morfolégicos de lesion por degeneracién vacuolar, en
hepatopancreas de tilapias alimentadas con dietas con diferentes porcentajes de
inclusion de harina de raigras. A) C1 (40X) A su derecha se observa. B) Acercamiento en
100X del tratamiento C1 C) Hepatopancreas correspondiente al tratamiento C2 (40X). D)
Acercamiento de C2. (100X). E) Tratamiento CC. (40X). F) Acercamiento del tratamiento
CC en 100X.
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Figura 22. Patrones morfolégicos de lesion por degeneracién vacuolar, en
hepatopancreas de tilapias alimentadas con dietas con diferentes porcentajes de
inclusion de harina de raigras. Referencias: A) Tratamiento O1(40X) B) Acercamiento en
100X del tratamiento O1 C) Tratamiento O2. D) Acercamiento en 100X del tratamiento O2
E) Hepatopancreas correspondiente al tratamiento OC (40X). D) Acercamiento de OC.
(100X).
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Mediciones de area de hepatocitos

Los resultados del area de hepatocitos arrojaron valores diversos para los
distintos tratamientos. Una comparacion entre tratamientos y muestreos puede
observarse en la figura 23. Los valores promedio para el primer tratamiento
fueron 148,9 n2 (C1), 165,2u2 (C2), 86,612 (CC) mientras que para las dietas de
base omnivora fueron 192,82 (0O1), 119,9u2 (02) y 187,4u2 (OC).
Adicionalmente en la segunda instancia de muestreo los valores obtenidos fueron
154,8u2 (C1), 151,3u2(C2), 126,2u2(CC), 103,9u2 (O1), 142,6m2 (O2) y 108,3u2
(OC). Tal como puede observarse de los valores anteriormente expuestos, en el
primer muestreo se observa el menor valor para CC y los mayores para las dietas
omnivoras O1 y OC. Por otra parte, en el segundo muestreo los menores valores
obtenidos son de los tratamientos O1 y OC mientras que los valores mas
elevados corresponden a las dietas carnivoras C1 y C2. En base a lo
anteriormente expuesto, no se ha podido encontrar una respuesta clara de la
inclusién de harina de raigras en los tratamientos bajo evaluacion sobre el area

de los hepatocitos.
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Comparacién de areas de hepatocitos entre muestreos
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Figura N°23. Promedio y desvio estandar de mediciones del area de hepatocitos

diferenciados por tratamiento y por instancia de muestreo.
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Discusidén
Analisis de la composiciéon quimica de las dietas.

En base a los datos obtenidos en el analisis de composicion quimica del
alimento, puede observarse una clara disminucién en el porcentaje de proteina
bruta, en concomitancia con el aumento de la inclusion de harina de raigras en la
dieta. Estos resultados tienen sentido considerando la composicidn centesimal del
raigras (FEDNA). Sin embargo, debe tenerse en cuenta la variacion en el valor
nutricional dependiendo del estadio fenoldgico en el que se encuentre al momento
de la cosecha, tal como reportaron Aganga, et al (2004). En adicién a esto, el
porcentaje de proteina bruta fue mayor en el conjunto de dietas carnivoras. Por
otra parte, puede observarse, como es de esperar, un aumento en el porcentaje
de fibra en las dietas con mayor adicién de harina de raigras. El contenido de fibra
aumento 3,3 gr/kg cada unidad porcentual de aumento de inclusion. Tal como se
expres6 en el apartado de resultados, las diferencias en el contenido de almidon
no se ven explicadas de forma significativa por el aumento en la inclusién de
harina de raigras, sino principalmente por la formulacién propia de las dietas
comerciales, siendo notoriamente mayor en la dieta comercial base omnivora
(OC) y nula en la dieta comercial base carnivora (CC). Si bien no se encontraron
estudios similares en la bibliografia que permitan hacer un contraste con los
resultados obtenidos, las caracteristicas del raigras como forraje (Aganga et al,

2004) en cuanto a su valor nutricional confirman los valores obtenidos.

Con respecto a la energia, las dietas presentaron valores diferenciados
principalmente por la dieta comercial base, siendo mayor en las de base

carnivora. Sin embargo, entendiendo que el porcentaje de humedad de las dietas
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de base omnivora presentaron valores promedio de 12,75 % y que las de base
carnivora presentaron valores de 31,95 % promedio, se debe tener en cuenta
entonces que la energia aportada por kg de racién consumida se ve modificada
por esta diferencia. De lo anterior se desprende que la energia presente es 3390
Kcal (OC) 3251 Kcal (O1) 3113 Kcal (02) 3612 Kcal (CC) 3491 Kcal (C1) y 3370
Kcal (C2) como energia digestible por kilogramo de racion, valores similares a los
trabajados por Boscolo, et al (2005). Por otro lado, la relacion proteina/energia
expresada en mg PB/Kcal ED mostraron resultados mayores para las dietas base
carnivora, aunque decreciente en concomitancia con el aumento de inclusion de
harina de raigras. Los valores encontrados en este estudio se encuentran dentro
del rango reportado por NRC (1993) y Boscolo et al. (2005) lo que sugiere

concordancia en los resultados.

indices biométricos

En base a los resultados obtenidos tras el analisis de los datos biométricos
se puede establecer diferencias significativas entre los distintos tratamientos, en
el caso de la ganancia de peso (GP) tanto la dieta CC como OC que presentan
los menores porcentajes de fibra bruta son los tratamientos que observaron las
mayores ganancias de peso, disminuyendo con el aumento del mismo. Estos
resultados no coinciden con los obtenidos por Garcia, et al (2008) para salmén del
parana (brycon orbignyanus) ni con Zanoni (1996) que obtuvo mejores resultados
de ganancia de peso en pacu (Piaractus mesopotamicus) con una dieta con 11%
de fibra bruta. A su vez, dichos resultados no coinciden con lo expuesto por
Forouhar Vajargah, (2021) que mencioné al respecto que la tilapia absorbe bien

la proteina vegetal, especialmente si es rica en fibra. Por otro lado, en el caso de
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la SGR resulta interesante observar que en las dietas de base omnivora se
obtuvieron resultados que indicarian que un aumento en el porcentaje de inclusion
de harina de raigras deriva en una menor tasa de crecimiento especifico. Lo
anteriormente expuesto no sucede con las dietas de base carnivora, donde el
menor SGR se obtiene a lo largo del ensayo en el tratamiento C1. Por otro lado,
en base a los resultados obtenidos en conversiéon alimenticia, un FCR mas alto en
los tratamientos con 20% de harina de raigras (C2 y O2) sugiere que estas dietas
podrian ser menos eficientes en convertir el alimento en biomasa. Esto se debe
posiblemente a la menor digestibilidad o calidad proteica de la harina de raigras
en comparacion con las dietas comerciales. Otra explicacion al respecto puede
ser la presentada por Sanz (2002) que menciona que la fibra soluble en el
alimento puede aumentar la viscosidad intestinal dificultando la digestion
enzimatica. Esto ultimo tiene sentido atendiendo al mayor porcentaje de fibra
presente en las dietas O2 y C2 respecto a las dietas restantes. Por otra parte, los
tratamientos con 10% de harina de raigras (C1y O1) tienen un FCR intermedio, lo
que podria indicar que la inclusion moderada de raigras tiene un impacto menor,
pero aun reduce la eficiencia en comparacion con las dietas comerciales control
(CC y OC), que son las mas bajas en FCR vy, por tanto, las mas eficientes. En
términos generales, cuando el FCR aumenta, el PER disminuye, lo que se
observa claramente en los tratamientos con mayores niveles de harina de raigras
(02 y C2). Estos tratamientos presentaron los valores mas altos de FCR (18.4 +
1.05y 13.4 + 1.05, respectivamente) y los valores mas bajos de PER (0.17 £ 0.05
y 0.19 + 0.01). Esto, sumado a lo anteriormente mencionado indica que la adicion
de 20% de harina de raigras reduce drasticamente la eficiencia en el uso de

proteinas y en la conversion general del alimento. Estos resultados parecen
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coincidir con lo expuesto por Yong, et al (1989) quienes reportaron que una
inclusion mayor a 3.6% de fibra en dietas reduce la eficiencia alimenticia en la

tilapia.

Lo anteriormente expuesto nos permitiria inferir que dietas con inclusion de
harina de raigras no benefician la ganancia de peso ni la eficiencia en el
aprovechamiento de las proteinas para la tilapia nilética. Sin embargo, los
individuos pertenecientes a los tratamientos con mayor peso total (CC y OC) son
también los que presentaron mayores indices viscerosomatico, hepatosomatico y
mesenterosomatico. Estos valores podrian indicar tanto una mayor capacidad
digestiva 0 un mayor porcentaje de deposicion grasa a nivel visceral. Esto ultimo
podria deberse a que las dietas con alto contenido de harina de raigras (02 y C2)
presentan una menor densidad energética, o que reduce la capacidad de los
peces para acumular reservas viscerales. No obstante, los valores obtenidos para
IMS indican un mayor desarrollo intestinal en las dietas con menor aporte de
harina de raigras. Los resultados anteriores no concuerdan con los resultados
obtenidos por Pineda Santis, et al (2012) en tilapia roja y tilapia nilética, donde
observaron una mayor longitud intestinal en animales alimentados con mayor
aporte de fibra. Sin embargo, y en base a la metodologia de evaluacién trabajada
por Pineda Santis, et al (2012) seria recomendable evaluar el desarrollo intestinal
a través de su longitud debido a que los valores de IMS pueden verse sesgados
por la presencia de grasa asociada al tejido intestinal. Por otro lado, si se tienen
en cuenta los valores obtenidos en el analisis de composicidn centesimal de las
dietas, los resultados obtenidos coinciden con los aportes realizados por Buhler &
Halver (1961) quienes relacionan el descenso del crecimiento en juveniles de

Oncorhynchus tshawytscha con el creciente aporte de celulosa debido
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principalmente a que los valores de proteina y energia decrecientes no serian
capaces de cubrir satisfactoriamente los requerimientos de la especie. Sin
embargo, es importante aclarar que si bien la ganancia de peso (GP) y el peso
final (FM) (547g + 6.66 y. 495g + 6.35 en peso final a los 210 dias para los
tratamientos CC y OC, respectivamente) fueron mayores para las dietas no
suplementadas con harina de raigras, esta diferencia de peso se explica en mayor
medida por un aumento del peso visceral (valores obtenidos en IVS) no
impactando en el peso de los filetes. En este sentido, los resultados obtenidos
para IHS (4.52 + 0.75 (OC); 4.27 + 0.67 (O1); 3.79 £ 0.25 (02); 4.83 £ 0.55 (CC);
3.95 1+ 0.22 (C1); 3.75 £ 0.45 (C2)) parecen indicar que existe un decrecimiento de
este factor con el aumento del porcentaje de inclusion de fibra en el alimento. Este
resultado no coincide con el obtenido por Garcia et, al (2008) en salmon del
Parana (brycon orbignyanus) donde evaluaron la utilizacién de fibra bruta en
niveles de 5%, 7%, 8% y 9% y al cabo de 105 dias obtuvieron valores de IHS
promedio de 0,951; 0,938; 0,882; 0,876 respectivamente. los cuales muestran un
menor IHS con el aumento de la inclusion de fibra aunque los mismos no

resultaron significativos ante el analisis estadistico.
Analisis histolégico

Por otra parte, a partir de los resultados obtenidos tanto de las mediciones
de area celular y observaciones de alteraciones histologicas pueden hacerse
distintas observaciones. En el primer muestreo, el tratamiento CC muestra el
menor grado de lesiones en el tejido hepatico (grado 2) y a su vez se observa el

menor valor de superficie celular (86,6112), estos valores son coincidentes, ya que

un mayor volumen celular esta relacionado con un mayor grado de patologia en la
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actividad metabdlica del higado (Raskovi¢ et al. 2011). Sin embargo, en la
segunda instancia de muestreo, se observa un mayor volumen celular
acompanado de un ligero descenso de las alteraciones a nivel histolégico. En este
sentido, debe tenerse en cuenta que, en los tratamientos en los cuales se
observaron elevados grados de alteracion, con pérdida de la arquitectura hepatica
y de visibilidad del contorno celular (tratamiento C1, OC y O1), las mediciones de
area de hepatocitos se vieron dificultadas debido a la falta de claridad en el
perimetro celular. Entendiendo esto se puede tener en cuenta un mayor margen
de error en las mediciones cuando los grados de lesiones celulares son mas

elevados.

Por otra parte, si se observa la tendencia general de las muestras
histolégicas de todos los tratamientos entre la primera y segunda instancia de
muestreo, se puede corroborar un claro descenso de las alteraciones en los
hepatocitos con el avance del ensayo. Teniendo en cuenta que los fendmenos
patologicos causados por dietas con elevado contenido de lipidos e hidratos de
carbono son reversibles ante un cambio en la composicion nutricional de la dieta
(Caballero et al., 2004), podria inferirse que dicha disminucion de las lesiones
pudo deberse a que la dieta que los peces recibieron durante el ensayo se ajusto
a los requerimientos nutricionales de la especie en mayor medida que aquella
dieta que recibieron en el criadero antes del inicio del ensayo. Si bien lo
anteriormente mencionado es plausible, para confirmarse deberia conocerse la
composicién centesimal de la dieta previa a la adquisicion de los ejemplares para

el ensayo.
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Las mediciones de area de hepatocitos y numero de nucleos por superficie
no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. Ademas, la alta
dispersion de los datos, con un desvio estandar cercano al 40 %, sugiere una
considerable variabilidad individual. En consecuencia, la adicion de harina de
raigras no parece estar asociada con cambios en el area de los hepatocitos ni con

alteraciones en la arquitectura hepatica de las tilapias.

Hasta el momento, no se han reportado estudios que analizan esta tematica
en tilapias con dietas similares. No obstante, Zhonga et al. (2019) describieron en
lubina negra (Micropterus salmoides) una estructura hepatica mas organizada,
con nucleos centralizados y lobulillos bien definidos, en dietas con un mayor

contenido de fibra dietaria, hasta un nivel de inclusion del 8,5 %.

En este estudio, al no detectarse diferencias histologicas concluyentes entre
tratamientos, los resultados sugieren que la dieta suministrada no tuvo un impacto
significativo en la morfologia hepatica. Para profundizar en el impacto de la
alimentacion sobre la histologia y su relacion con el rendimiento productivo, seria
recomendable extender el analisis a otros tejidos clave, como el tejido muscular e
intestinal. En particular, el intestino juega un papel central en la eficiencia de
absorcion de nutrientes, y modificaciones en su estructura anatémica pueden
afectar directamente el aprovechamiento de la dieta y el crecimiento de los peces

(Aanyu et al., 2014).
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio indican que la suplementacion con
harina de raigras en los niveles de inclusién evaluados afecté negativamente el
crecimiento, peso final, eficiencia proteica y conversién alimenticia de tilapias del
Nilo en comparacién con aquellas alimentadas con dietas comerciales sin
suplemento. No obstante, los valores de IVS, IHS e IMS sugieren que estas
diferencias podrian estar parcialmente explicadas por un aumento en la
proporcion del peso de las visceras con respecto al peso total. Dado que la
composiciéon y distribucidn del peso corporal pueden influir en la rentabilidad y
aprovechamiento comercial del pescado, futuras investigaciones deberian incluir
una evaluacion detallada del indice muscular, asi como un analisis del impacto de
estas dietas en la composicion tisular del musculo esquelético. En este sentido,
los resultados obtenidos indican que las diferencias en el peso final no
necesariamente se traducen en variaciones significativas en el peso del filete ni
en el rendimiento comercial. Sin embargo, para una mejor comprension del
impacto productivo de la suplementacion con harina de raigras, seria
recomendable complementar estos hallazgos con analisis adicionales de calidad

de carne, eficiencia digestiva y metabolismo energético.
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Consideraciones finales

Dado el impacto observado de la harina de raigras en el crecimiento y
eficiencia alimenticia de las tilapias del Nilo, seria pertinente ampliar el estudio
hacia la composicion nutricional del filete, particularmente en términos de su
contenido de lipidos y proteinas. Evaluar estos parametros permitiria determinar si
la inclusién de este insumo en la dieta afecta la calidad del producto final y su
valor comercial. A partir de los resultados obtenidos, se plantean dos lineas de
investigacion para optimizar el desempefio zootécnico. En primer lugar, seria
necesario determinar el nivel Optimo de inclusion de harina de raigras,
asegurando que no comprometa el aporte proteico minimo requerido por la
especie ni su eficiencia en la conversion alimenticia. En segundo lugar, se
recomienda explorar estrategias de procesamiento del forraje, como tratamientos
térmicos, fermentacion o hidrdlisis enzimatica, con el objetivo de mejorar su

digestibilidad y disponibilidad de nutrientes.

Asimismo, resulta fundamental incorporar un analisis econémico que permita
cuantificar el impacto de la inclusién de harina de raigras en el costo total de la
formulacién del alimento, asi como en el rendimiento del filete. Estos factores son
determinantes en la viabilidad de un insumo alternativo en la nutriciéon acuicola y
su posible adopcién en sistemas de produccion comercial. En este sentido,
futuras investigaciones deberian integrar un enfoque holistico que contemple no
solo el desempefio productivo y la calidad del producto final, sino también la
sostenibilidad econdmica y ambiental de la incorporacion de harina de raigras en

dietas para tilapias.
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