UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Uso de Erythrina edulis en dietas
como fuente de lectinas inhibidoras
de adherencia de Streptococcus
agalactiae al intestino de tilapias
(Oreochromis niloticus)

HERNAN ALBERTO VELA MELO

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia
Departamento de Produccion Animal
Bogot4, Colombia
2024



Uso de Erythrina edulis en dietas
como fuente de lectinas-inhibidoras
de adherencia de Streptococcus
agalactiae al intestino de tilapias
(Oreochromis niloticus)

HERNAN ALBERTO VELA MELO

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo

Magister en Salud y Producciéon Animal

Directora:
Dra. Adriana Patricia Mufioz Ramirez
Codirectora:

Dra. Paola Andrea Barato Gémez

Linea de Investigacion:
Nutricién y alimentaciéon animal
Grupo de Investigacion: UN-ACUICTIO

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia
Departamento Produccion Animal
Bogota, Colombia
2024



Este trabajo lo dedico a mis padres, que
siempre me apoyan incondicionalmente con
todo su amor a lo largo de mi vida. A mis
hermanas y sus familias, fruto del amor. A mi
hija, motor de mi vida. A mi familia quienes
siempre estuvieron con su incondicional amor.
A la familia Gorrén Quintero por su apoyo y

carifo.

A mi Bonita quien me inspiro a tomar valor en
este camino hasta el final con su amor,

paciencia y sabiduria.

Agradezco a mis asesores y profesores que no
solo me acompafaron a lo largo de este
proceso, sino que también me ayudaron a
ampliar mi vision de la investigacion y ponerla

a disposicion de los demas.



4 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Declaracion de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertacidén representa mi trabajo original, excepto

donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he
realizado su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y

referencias bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de

texto).

Por altimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida

por la universidad.

! 15
rany 11

T jaA

Hernan Alberto Vela Melo

Fecha 30/01/2024



Agradecimientos

* Dra. Paola Andrea Barato Gémez, por su gran apoyo cientifico y humano en el desarrollo

de la investigacion.

» Dra. Adriana Patricia Mufioz Ramirez, por su gran apoyo académico y humano en el

desarrollo de la investigacion.

* Dr. Carlos Arturo Iregui Castro, por su gran apoyo cientifico y humano en el desarrollo de

la investigacion.

* Dr. Héctor Alejandro Ramirez Sierra por su gran apoyo profesional y humano en el

desarrollo de la investigacion.

* Dr. Jairo Gregorio Carvajal Jiménez por su gran apoyo cientifico, profesional y humano en

el desarrollo de la investigacion.

* Dr. Diego Alberto Rodriguez Avella por su gran apoyo académico profesional y humano en

el desarrollo de la investigacion.
* AITALCOL S.A. por el patrocinio, tiempo y apoyo en el desarrollo de la investigacion.

* Al equipo de CORPAVET y MOLECULAR VET por su paciencia, tiempo y apoyo en el

desarrollo de la investigacion.

* Y muy especialmente a mi familia y tribu INDA-JANI, porque sin ellos no habria logrado la
valentia de tomar este camino: Fernanda, Carolina, Laura, Jessenia, Diana, Maka, Paola,

Manuel, Jorge, Kami, Juan L., Juan F. jjAGUA!



6 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Resumen

USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE
LECTINAS INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus
agalactiae AL INTESTINO DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

La estreptococosis es la enfermedad bacteriana mas importante de la tilapia (Oreochromis
sp.), que es la segunda especie de peces de aleta mas producida mundialmente y primera
en Colombia. Alun no es posible controlar los brotes a pesar del uso de antibioticos,
vacunas y manejo de factores ambientales de riesgo. Es por ello que se ha propuesto el
uso de glicoinhibidores de adherencia del Streptococcus agalactiae al intestino de tilapia,
como parte de la patente concedida a la Universidad Nacional de Colombia. Basado en
este desarrollo, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la incorporacién de harina de
Erythrina edulis en dietas practicas para tilapia nilética (O. niloticus) como fuente de
lectinas glicoinhibidoras de adherencia a S. agalactiae. Se caracteriz6 taxondmica y
bromatolégicamente la E. edulis proveniente de San Agustin, Huila, Colombia. Las lectinas
de la harina de semillas de E. edulis fueron suficientes y funcionales pre y post extrusion
para ser incluidas en dietas practicas. Las dietas practicas fueron inocuas para los
alevinos, no se presentaron lesiones ni reduccion de su crecimiento. A la infeccion
experimental intragastrica con S. agalactiae b en tilapias alimentadas con la dieta préactica
no se desarrollé enfermedad y se encontré un patrdn lectinohistoquimico diferencial entre

los grupos experimentales.



En conclusién, se comprobo6 disponibilidad, inocuidad y funcionalidad de lectinas de harina
de semillas de E. edulis, para ser incluida en dietas funcionales de tilapia con el objetivo
de reducir la adherencia de S. agalactiae. Se requieren posteriores ensayos in vivo para

evaluar su efecto ante la estreptococosis experimental y natural.

Palabras clave: Adherencia, Erythrina, estreptococosis, glicoinhibidores,

Oreochromis sp., Streptococcus agalactiae.
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Abstract

USE OF Erythrina edulis IN DIETS AS A SOURCE OF LECTINS
INHIBITING ADHERENCE OF Streptococcus agalactiae TO THE
INTESTINE OF TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Streptococcosis is the most important bacterial disease of tilapia (Oreochromis sp.), which
is the second most produced species of finfish worldwide and first in Colombia. It is not yet
possible to control outbreaks despite the use of antibiotics, vaccines, and management of
environmental risk factors. Glycoinhibitors of adhesion of Streptococcus agalactiae to the
tilapia intestine have been proposed, as part of the patent granted to the Universidad
Nacional de Colombia. Based on this development, the objective of this research was to
study the incorporation of Erythrina edulis flour in practical diets for Nilotic tilapia (O.
niloticus) as a source of glycoinhibitory lectins of adherence to S. agalactiae. E. edulis from
San Agustin, Huila, Colombia, was taxonomically and bromatologically characterized. The
lectins of E. edulis seed flour were sufficient and functional pre- and post-extrusion to be
included in practical diets. The practical diets were harmless for the fry, there were no
lesions or reduction of their growth. Experimental intragastric infection with S. agalactiae Ib
in tilapias fed the practical diet did not develop disease and a differential lectin

histochemical pattern was found between the experimental groups.

In conclusion, the availability, safety and functionality of lectins from E. edulis seed meal
were verified to be included in functional tilapia diets with the aim of reducing the adherence
of S. agalactiae. Further in vivo tests are required to evaluate its effect on experimental and

natural streptococcosis.

Keywords: Adherence, Erythrina, glicoinhibitors, Oreochromis sp., streptococcosis,

Streptococcus agalactiae.
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del lote V. A. Pesaje de harina. B. Hidratacién C. Extrusora D. Estabilizacion de temperatura. E, Fy G.
Proceso de extrusion. H. Producto inicial extruido. I. Grano extruido de bali. J. Medida de los pellets

extruidos. Fuente: Vela, H. 2022. 66

Figura 7. Flores y vainas de Erythrina edulis (Balti) obtenidas en la vereda Zelanda del municipio de San
Agustin, Huila. A. Flor. B. Vaina con semillas. C. Semillas de balil. Fuente: Vela, H. 2021 69
Figura 8. Semillas de Erythrina edulis (balti) obtenidas en la vereda Zelanda del municipio de San
Agustin, Huila. A. Desgrane y seleccion de semillas. B. Variedad de color de acuerdo al grado de madurez

de la semilla de balu. Fuente: Vela, H. 2021. 70




15

Figura 9. SDS PAGE de harina pre y post extruida de semillas de E. edulis. A. SDS PAGE - Tricina 10% de
harina de semillas de E. edulis. 1. Patrén de peso molecular. 3. Patrdn de lectina de E. edulis: 14ug. 5.
Fraccién precipitada 0-60%: 100ug. 6. Lectina aislada por cromatografia de afinidad a partir de la
muestra de estudio 15ug (réplica 1). 7. Lectina aislada por cromatografia de afinidad a partir de la
muestra de estudio 14ug (réplica 2). B. SDS PAGE - Tricina 10% de harina extruida de semillas de E.
edulis. 1. Patrén de peso molecular. 2. Lisozima: 200ug. 4. Patrén de lectina de E. edulis: 50ug. 6. Fraccion
precipitada 0-60%: 125ug. 8. Lectina aislada por cromatografia de afinidad a partir de la muestra de
estudio 30ug (réplica 1). 9. Lectina aislada por cromatografia de afinidad a partir de la muestra de

estudio 50ug (réplica 2). 75

Figura 10. Cromatografia de afinidad: Lactosa-Sepharosa de harina pre y post extruida de semillas de E.
edulis. A. Harina pre extrusién de E. edulis en sepharosa 4Blactosa, fraccion purificada 0-60%s, réplica 1.
B. Harina post extrusion de E. edulis en lactosa-SEPHAROSA, fraccion purificada 0-60%s, réplica 1._____75
Figura 11. Adecuacion del bioterio en la Corporacion Patoldgica Veterinaria CORPAVET-
MOLECULARVET. A. Tanque recepcion agua-lluvia. B-C. Tanques recepcién larvas de tilapia Nildtica
(Oreochromis niloticus). D. Toma de medida de pH. E. Toma de medida de oxigeno. Fuente: Vela H. 2021
96

Figura 12. Equipos para toma de datos de pardmetros fisico - quimicos del agua para las larvas de tilapia
nilotica (Oreochromis niloticus) en bioterio. A. Kit FF1A. B. Oximetro EcoSense DO200A (0OD) YSI. C.
Oximetro 5504 YSI (%). D. pH - metro EcoSense pH/EC1030 YSI. Fuente: Vela H. 2022 97
Figura 13. Alimentacion de larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) con alimento de reversion en
el bioterio. A. Larvas sin alimentar. B. Larvas en columna de agua. C. Aro corral D. Alimento. E. Pesaje de
alimento - racion. F. Instalacién de aros. Gy H. Larvas alimentdndose con alimento de reversion. Fuente:

Vela H. 2022. 99

Figura 14. Pesaje de alimento a suministrar, alimento recuperado y alimento no consumido mds heces
suministro a tilapias niléticas (Oreochromis niloticus). A - B. Pesaje raciones para cada tratamiento. C -
D. Pesaje alimento recuperado. E. Heces y alimento no consumido recuperado. F. Alimento no consumido
y heces en proceso de secado. G. Alimento no consumido y heces seco. Fuente: Vela H. 2022 102
Figura 15. Pesaje de alimento extruido. A. Pesaje de alimento extruido inicial. B. Clasificacién a través de
malla de 1 mm del alimento extruido. C. Pesaje alimento a suministrar a los animales. Fuente: Vela H.

2022 103

Figura 16. Proceso de pesaje y preparacién de dietas prdcticas con inclusién de lectina en cuatro dosis
diferentes (15,30, 150y 300 ug/ml). A - B. Pesaje de micronutrientes. C. Balanza analitica OHAUS
PX84/E. D - E. Pesaje macronutrientes en una balanza RADWAG WPT 6C/1. F. Adicién de harina de balti
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a la mezcla de la dieta con 300 ug/ml. G - H. Pesaje y empaque de dietas para refrigerar. Fuente: Vela H.
2022 107

Figura 17. Proceso de pesaje, seleccion y distribucién de animales para la evaluacién de la toxicidad
aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas prdcticas con inclusion de harina de semillas Erythrina edulis
con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 ug/ml) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus). A. Pesaje de alevinos de tilapia. B - C. Distribucion de tanques y tratamientos de la evaluacion.
D. Alevinos de tilapia. E - F. Tanques con divisiones en malla para evitar ataques de territorialidad.

Fuente: Vela H. 2022 109

Figura 18. Primera alimentacion via intragdstrica de animales para la evaluacion de la toxicidad aguda
(96 horas)(OECD, 2019) de dietas prdcticas con inclusion de harina de semillas Erythrina edulis con dos
dosis diferentes de lectina (150 y 300 ug/ml) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus). A.
Pesaje de raciones de cada dieta prdctica. B - C. Mezcla de alimento con Vortex Thermo Scientific
M37615. D. Solucion stock Eugenol. E. Punta de micropipeta con dosis primera comida (50ul). F a H.

Alimentacion via intragdstrica de alevinos. Fuente: Vela H. 2022 110

Figura 19. Preparacion de alimento para la 2.9y 3.2 comida del dia para la evaluacion de la toxicidad
aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas prdcticas con inclusion de harina de semillas Erythrina edulis
con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 ug/ml) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus). A - E. Mezcla dieta prdctica con agua relacién 1:4 respectivamente. G a H. Embalaje de la

papilla en jeringa de 5 ml. I. Suministro de alimento. Fuente: Vela H. 2022 111

Figura 20. Preparacién de alimento para la 1.2 comida del dia via intragdstrica, para la evaluacién de la
toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas prdcticas con inclusion de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (15 y 30 ug/ml) en alevinos de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus). A. Pesaje dieta prdctica. B. Solucién Salina Estéril (9ml) C. Alimento preparado.
D. Mezcla de alimento Vortex. E -F. Sedacién alevinos stock Eugenol. G a I. Suministro primera

alimentacién via intragdstrica. Fuente: Vela H. 2022. 114

Figura 21. Preparacion del alimento del tratamiento V, con lectina Erythrina crista galli (ECL) (30 ul/ml)
para en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus). A. Muestra de SSE (100 ml) . B. Micropipeta
con lectina (300 ul) C - D. Lectina de Vectorlabs (ECL). E. Mezcla de lectina en SSE. F. Pesaje de harina
45% para mezclar con lectina. Fuente: Vela H. 2022. 115

Figura 22. Preparacion de alimento para la 2. y 3.2 comida del dia para la evaluacion de la toxicidad
aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas prdcticas con inclusion de harina de semillas Erythrina edulis
con dos dosis diferentes de lectina (15y 30 ug/mL) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

A. Tanques. B. Pesaje de las dietas prdcticas. C. Alimento preparado. D. Pesaje dieta prdctica. E - F.
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Mezcla de alimento con SSE. G. Papilla de alimento preparado. H. Alimento embalado en jeringa 5 mL. L

Alimentacion de alevinos de tilapia. Fuente: Vela H. 2022. 116

Figura 23. Curva de crecimiento de larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) en 122
Figura 24. Estémago e intestino de alevinos de tilapia nilética tras el consumo de dieta control (Ay E) y
dietas prdcticas con inclusion de Erythrina edulis lectina (EEL) en concentracion de 15ug/ml (F),
30ug/ml, 150ug/ml (B) y 300ug/ml (Cy D), H&E. A. Estructura normal del estomago de un alevino del
grupo control. Se observa la linealidad del epitelio y conformacién normal del tejido glandular de la
submucosa. B. Estructura normal del intestino de un alevino del grupo alimentado con dieta prdctica con
inclusién de 150ug/ml de EEL. Se observa normalidad en la arquitectura del tejido con linealidad del
epitelio y grosor normal de las capas musculares de la pared intestinal. C. Estdmago de alevino
alimentado con dieta prdctica con inclusion de 300ug/ml de EEL. Se observa pérdida de continuidad del
epitelio gdstrico, con foco de necrosis, infiltrado inflamatorio principalmente linfocitico de forma leve a
moderada y multifocal. D. Estémago de alevinos de tilapia con dieta prdctica con inclusién de 300ug/ml
de EEL. Se observa necrosis y pérdida de continuidad del epitelio, infiltrado principalmente linfocitico en
mucosa y submucosa y dilatacion de las gldndulas gdstricas. E. Intestino de alevinos de tilapia con dieta
control. Conservacién de la linealidad del epitelio intestinal con moderada muerte celular epitelial e
infiltrado linfocitico multifocal en mucosa y submucosa. F. Intestino de alevinos de tilapia alimentados
con dieta prdctica con inclusion de 15ug/ml de EEL. Se observa muerte celular epitelial, necrosis e
infiltrado linfocitico severo de la mucosa y submucosa con fotos de hemorragia. Fuente: Barato P. 2022

133

Figura 25. Evidencia de consumo de harina y harina extruida de semillas de Erythrina edulis de alevinos
de tilapia nilética (Oreochromis niloticus). A. Contenido estomacal. B. Observacién al microscopio de
intestino de tilapia C. Fraccion de intestino con contenido alimenticio D. Observacién al microscopio de

intestino de tilapia Fuente: Vela H. 2022 137

Figura 26. Material bioldgico y fisico para adaptacién para el reto experimental. A. Alevinos tilapia
nilética (Oreochromis niloticus) criadas en Bioterio - CORPAVET. B. Tanques para los tratamientos y sus

réplicas para el reto experimental. Fuente: Vela H. 2022 150

Figura 27. Materia prima para dietas prdcticas para el reto experimental. A. Semillas de Balu. Lote VII. B.
Semillas de Balu cortadas para proceso de secado. C. Harina de Balu. Lote VII. D. Tiempos de
almacenamiento de materia prima de origen animal y vegetal. ITALCOL S.A. E. Materia prima para dietas

prdcticas. Fuente: Vela H. 2022 151

Figura 28. Proceso de mezcla de materias primas para dietas experimentales. A. mezcladora MZ50 1F

50LT JAVAR 9. B. Materia prima para mezcla. C. Materia prima en proceso de mezcla por 20 minutos. D.
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Mezclas homogéneas de materia prima para cada dieta. E. Adicién de agua al 22%. Fuente: Vela H. 2022

153

Figura 29. Procesamiento de materias primas para preparar dietas experimentales para el reto. A.
Materia prima molida. B. Materia prima molida y pesada. C. Tamiz 250 micrones. D. Tamizaje de materia
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Fuente: Vela H. 2022. 156
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ECL Lectina de Erythrina crista-galli

AC Alimento consumido

AS Alimento suministrado

CA Consumo aparente

TR Total recolectado

HE Heces

DB Densidad baja

DM Densidad media

AR Repeticion de consumo

AG Regurgitacion de alimento

Allix3 Software de formulacién para alimentacion
IAFFD International Aquaculture Feed Formulation Database
ITALVIT Premezcla vitaminica Italcol S.A.

ITALMIN Premezcla mineral Italcol S.A.

Gal Galactosa

SDS PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
VB Valor biolégico
CIM Concentracion inhibitoria minima
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Introduccioén

La globalizacion ha logrado mejorar los sistemas de logistica y de instalaciones
comerciales, que proporcionan un entorno favorable para el crecimiento de la industria
acuicola, ademas de optimizar los sistemas de produccién, las practicas sostenibles y la

diversificacion de especies (White, 2018).

La tendencia actual de la acuicultura mundial es de incremento exponencial de acuerdo
con el aumento de la poblacién humana, pues requerira de proteina saludable de buena
calidad de origen animal para su alimentaciéon. Se estima que el tamafio del mercado de
la acuicultura crecera a una tasa de crecimiento anual del 4,43 % entre 2022 y 2027. Se

prevé gue el tamafio del mercado aumente en USD 56.930 millones (Technavio, 2023).

En 2030, el 90% de toda la produccién de animales acuaticos se destinara al consumo
humano, un incremento general del 15% en comparacién con 2020. Esto significa que el
consumo per capita anual aumentara de 20,2 kg en 2020 a 21,4 kg en 2030, un resultado
de la elevada demanda provocada por el aumento de los ingresos y la urbanizacion (FAO,
2022)

Segun Tacon (2023), la produccion acuicola mundial en 2021 alcanzé un récord de 126
millones de toneladas, las cuales incluian 59,42 millones de toneladas (Mt) de peces de
aleta (47,1%), 18,42 Mt de moluscos (14,6%), 11,88 Mt de crustaceos (9,4%) y 35,17 Mt
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plantas acuaticas (27,9%) por un valor de 296,5 billones de USD, US$ 156,2 billones, US$
31,0 billones, US$ 85,5 billones y US$ 15,4 billones respectivamente.

En estos datos de crecimiento recientes y actualizados, se encuentra la tilapia, como la
segunda especie de peces de aleta méas cultivada en agua dulce en el mundo, después de
la carpa. De la produccion mundial acuicola y de las principales especies acuicolas, la
tilapia represent6 el 12,5% del total de peces de aleta producidos durante el 2020 (FAO,
2022).

Se prevé que la intensificacion de la produccién de esta especie crezca ain mas en un
futuro muy cercano, representando un desafio para la sanidad de los peces, aumentando
en los proximos afios la vulnerabilidad a enfermedades causadas por virus acuicolas,
bacterias, parasitos y hongos (Abdel-Latif et al., 2020). La tilapia no es ajena a esta
situacion y de las enfermedades bacterianas que afectan a esta especie, la principal
infeccién para esta especie esta dada por Streptococcus agalactiae (FAO, 2021). Esta
especie es altamente susceptible a esta infeccion cuando las condiciones de cultivo varian,
particularmente relacionadas con el aumento de densidades por unidad de érea,
incremento de temperatura, reduccion del oxigeno disuelto y a un pH acido del agua
(Phuoc et al., 2021).

La estreptococosis es la enfermedad bacteriana mas importante en la industria del cultivo
de tilapia, generando en el mundo mortalidades masivas y altas pérdidas econémicas en
el sector (FAO, 2021). En 1997 esta enfermedad caus6 mas de USD $15 millones en
pérdidas anuales representados en tratamientos, morbilidades y mortalidades; para el
2008 este valor aumentd a US $ 250 millones (Barato et al., 2015; Klesius et al., 2008).

En Colombia una empresa exportadora de filete de tilapia nilética (Oreochromis niloticus)
reporté que la estreptococosis en peces en jaulas, para un ciclo productivo de siete meses,
generd pérdidas estimadas entre 30% y 35%, lo que ocasiona que las conversiones
alimenticias se aumenten y por consiguiente los costos de produccién por kilo (Gonzalez,

2018). Adicionalmente, en el primer semestre de 2023 se presentd una mortalidad alta por
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S. agalactiae 1a2021ST7, Ib y coinfeccién con TiLV, generando mortalidades entre 10 a

50%, dependiendo del sistema de produccion (Barato, 2023).

Para el manejo y control de la estreptococosis hoy en dia se realiza tratamientos con
antibidticos, suplementacion con fitoextractos, probioticos y simbiotica, uso de animales
genéticamente mejorados, implementacion de vacunas, reduccion de densidades de
siembray en los casos en que es posible, se madifican las condiciones del agua (reduccién
de temperatura con recambios o incremento de oxigeno con aireacion artificial). Sin
embargo, a pesar de estas estrategias, no se logra aun controlar las mortalidades, por lo
gue se requiere desarrollar mecanismos mas efectivos que eviten la infeccién de los peces.
Dentro de los logros a destacar, se encuentra la patente registrada por la Universidad
Nacional de Colombia para el uso de lectinas, proteinas que se unen a azlcares con una
elevada especificidad, presentes en las leguminosas del género Erythrina, como aditivos
funcionales, para la inhibicion in vitro de la adherencia del S. agalactiae a los azlcares del
intestino de las tilapias, como una estrategia glicobiolégica que evita la infeccion (Iregui
Castro & Barato, 2017).

Las plantas del género Erythrina son leguminosas distribuidas en Centro y Sudamérica.
Erythrina crista-galli es el arbol nacional de Argentina; en Colombia es abundante Erythrina
edulis, conocida comunmente como chachafruto, la cual posee lectinas con afinidades por

carbohidratos similares a los de Erythrina crista-galli (Pérez, 1984).

En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la incorporacion de harina
de Erythrina edulis en dietas practicas para tilapia nilética (Oreochromis niloticus) como
fuente de lectinas glicoinhibidoras de adherencia a S. agalactiae. Se disefiaron dietas
practicas con diferentes niveles crecientes de inclusién de harina de semilla de Erythrina
edulis para crecimiento de tilapia, evaluando parametros sanitarios y zootécnicos ante

desafios de infeccidn con la bacteria.
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1.CAPITULO 1. Enfermedades bacterianas en
peces, Iimpacto y posibilidades de

prevencion y control dietético

1.1 Resumen

La acuicultura al ritmo de crecimiento sostenido que hoy en dia tiene, en los préximos afios
sera la base de la oferta de proteina animal para una poblacién que viene en constante
aumento. El recurso aguay la energia que se requiere para lograr una produccion acuicola
intensificada sostenible, seran clave para lograr resultados satisfactorios por unidad de
area. En este mismo sentido, el cambio climético es un factor determinante que se debe
tener en cuenta para lograr estos resultados. Asi, la temperatura es la principal magnitud
fisica que afectara directamente e indirectamente en la acuicultura y jugard un papel
importante para el bienestar y salud de los animales de produccion, principalmente cultivos
en aguas calidas, como lo son los de la tilapia. El aumento del rango de temperatura
acelerara los procesos fisiolégicos de los animales afectando su comportamiento,
crecimiento, inmunocompetencia y propagando rapidamente enfermedades infecciosas
por parasitos, bacterias y virus que han llevado a grandes pérdidas econ6micas. La
estreptococosis es la enfermedad bacteriana que mas afecta mundialmente a la tilapia,
siendo mas infecciosa en relacion con el aumento de temperatura. Para prevenirla y
controlarla se cuenta con tecnologias como vacunas, probidticos y fitobi6ticos, uso

controlado de antibiéticos, disminucién de la carga de produccion por unidad de area,
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recambios y aumento de oxigeno por aireacion mecanica. En este campo, se conoce que
una lectina presente en las semillas de la Erythrina edulis tiene afinidad a los azUcares de
la superficie de la bacteria, convirtiéndose en glicoproteinas inhibidoras de la adherencia

de S. agalactiae al epitelio intestinal de la tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

Palabras clave: Erythrina, estreptococosis, lectina, Streptococcus agalactiae, tilapia.

1.2 Introduccidn

Para el 2025 el aumento de la poblacion al ritmo actual sera de mas de 8 200 millones de
habitantes, por lo cual se prevé que la demanda de proteina animal como fuente de
alimento seguird aumentando y ejercera presiones adicionales sobre produccion de
alimentos en la limitada tierra utilizable. Segun Lio-Po et al. (2023), los peces de aleta son
una excelente solucion como fuente de proteina animal, a pesar de que las poblaciones
naturales de peces se han reducido significativamente debido a pescas excesivas e
indiscriminadas. Es por lo anterior que la acuicultura sigue siendo el sector alimentario de
mas rapido crecimiento y se espera que satisfaga la demanda mundial de suministro de

alimentos acuaticos.

Las perspectivas de la FAO sobre la pesca y la acuicultura en 2030 apuntan a un
incremento de la produccién, el consumo y el comercio, con crecimientos de produccion
de animales acudticos alrededor de 202 millones de toneladas en 2030, gracias
principalmente a un aumento sostenido de la acuicultura, que se prevé que se situé en 100
millones de toneladas por primera vez en 2027 y 106 millones de toneladas en 2030 (FAO,
2022).

Hoy en dia la acuicultura produce peces a través de varios sistemas de cultivo, en los
cuales se usan diferentes practicas de produccion extensivas, semiintensivas, intensivas
y/o superintensivas en agua dulce. Estos sistemas se identifican por sus operaciones a
pequefia escala y baja tecnologia hasta sistemas industriales modernos y con alta

tecnologia, buscando siempre el aumento de su productividad por unidad de &rea en los



30 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

diferentes sistemas de produccion, que dependen del recurso agua, tanto en calidad y

cantidad y la energia empleada para obtener buenos resultados (Valladao et al., 2018)

Una variable que afecta estas producciones es indiscutiblemente el clima, que se refiere a
los patrones climéticos a lo largo de un plazo que caracterizan a un lugar, ya sea un
aumento de temperatura, un evento hidrolégico o una anomalia en la circulacion del aire,
gue se aleje de la fluctuacion regular, se convierte en una incidencia extrema y un potencial
de producir una variabilidad climatica que afecta tanto directamente como indirectamente
a la acuicultura (IPCC, 2023). Maulu et al. (2021) evaluaron los efectos del cambio
climatico en la productividad de la acuicultura y sus implicaciones para la sostenibilidad, la
mitigacion y la adaptacion; ademas examinaron diversos elementos de un clima cambiante,
como el aumento de la temperatura, el aumento del nivel del mar, las enfermedades y la
proliferacibn de algas nocivas, los cambios en los patrones de precipitaciones, la

incertidumbre de insumos externos y los cambios climaticos graves.

Todos esos elementos pueden afectar y actuar en forma independiente o en conjunto, por
lo que se vuelve dificil predecir su impacto, el cual dependera de la zona geografica donde
se encuentre el centro de produccion, la época del afio, que va muy relacionada con el
tiempo de mayor oferta y demanda de la produccion, el tamafo de la las piscifactorias y
su grado de tecnificacion, tipo de cultivo (monocultivo / policultivo), personas en el manejo
del sistema, volumenes de los recintos acuicolas, especie, genética, densidad de
produccion por unidad de area, calidad del alimento balanceado ofrecido y lo fundamental,
calidad de agua, salud y bienestar animal. Segun lo mencionado por Martos-Sitcha et al.
(2020) la relacion entre los sistemas de cultivo y el medio ambiente es una caracteristica
clave porque el agua, el alimento, los tratamientos quimicos y los productos de desecho
pueden moverse libremente a través de los sistemas y el aumento de los incidentes
climaticos extremos plantean riesgos considerables para la salud de los peces

aumentando sus niveles de estrés.

Lo peces euritermales o peces de aguas calidas son aquellos que pueden tolerar una

amplia gama de temperaturas. Aungue no hay consenso sobre la definicion de especie de
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aguas célidas, varios autores las consideran especies que prefieren temperaturas de agua
alrededor de 27°C (Howard, 2019). Las especies de aguas calidas tienen mayor capacidad
gue las de aguas frias para descargar oxigeno a nivel de los tejidos, la cual es una de las
principales razones por las que las especies de agua frias requieren una mayor
concentracion de oxigeno disuelto (Boyd, 2020). EI mismo autor menciona que la
temperatura tiene una influencia importante en la velocidad de los proceso quimicos,
fisicos y bioldgicos, afectando el movimiento molecular de las reacciones fisiol6gicas de
los organismos acuaticos, provocando fluctuaciones directas en la calidad de agua. Estos
organismos a su vez tienen un rango de temperatura especifico en el cual pueden
sobrevivir y un rango mas estrecho en el cual funciona de manera eficiente y no sufren

estrés térmico.

Por consiguiente, el estrés térmico prolongado puede afectar la productividad de la
acuicultura de varias maneras centradas en una menor produccion, afectando por ejemplo,
como lo citan Maulu et al. (2021), los sistemas neuroendocrino y osmorregulador, alterando
el rendimiento cardiorrespiratorio y el alcance aerdbico, asi como las respuestas inmunes
de varias especies econémicamente importantes, como por ejemplo las tilapias. Ademas,
es probable que se vean afectados el metabolismo y la fisiologia, asi como el
comportamiento al consumo del alimento y el crecimiento de la mayoria de las especies

de peces.

Teniendo en cuenta los posibles efectos de las altas temperaturas sobre la inmunidad de
los teledsteos y los efectos de los cambios rapidos de temperatura por el cambio climatico
global, recién se esta centrando la investigacion en la inmunologia de los peces con el fin
de comprender la reduccion de la inmunocompetencia de los vertebrados y potencialmente
la propagacion de enfermedades infecciosas (Scharsack & Franke, 2022). El sistema
inmunologico innato es la primera linea de defensa, con una serie de moléculas evolutivas
altamente conservadas para el reconocimiento, la opsonizacion y la eliminaciéon de
patégenos. La segunda linea de defensa es la inmunidad adaptativa (o adquirida), que
genera respuestas de anticuerpos altamente especificas y una memoria inmunoldgica
duradera; asi, la eficiencia de las dos lineas de defensa esta determinada por la
temperatura (Flajnik, 1996; Grayfer et al., 2018; Barraza et al., 2021).
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Si bien existe una gran cantidad de informacion sobre las enfermedades de los peces
silvestres y los cultivados en jaulas en agua dulce calida, las cuales se dan con mas
frecuencia que en estanqgues, las poblaciones cautivas estan expuestas a los mismos
patégenos de los peces silvestres y a un mayor niumero de huéspedes intermediarios
(Shinn et al., 2023). Las enfermedades de los organismos acuaticos limitan seriamente la
expansion y el desarrollo de la acuicultura sostenible mundial, sin una vigilancia
epidemiolégica adecuada y planificada; asi, un patégeno no reportado previamente puede
causar una infeccion nueva y desconocida que se propague rapidamente e incluso a través

de fronteras nacionales, causando importantes pérdidas de produccion (FAO, 2022).

La tilapia como el grupo de peces de mayor importancia comercial después de la carpa,
segunda especie de peces de aleta producida en agua dulce y en climas célidos, es uno
de esos casos donde se ha exacerbado las pérdidas econdmicas por infecciones de
patégenos emergentes y reemergentes, por la intensificacion de su cultivo, a pesar de que
fue percibida como resistente a las enfermedades. Segun la FAO (2022), la tilapia nil6tica
(Oreochromis niloticus) se cultiva en més de 140 paises, con una produccion mundial para
el 2020 de 5,58 millones de toneladas métricas (MMT). En Colombia la produccion de
tilapia fue para el 2023 de 114,744 toneladas, siendo este valor el 58% de la produccion
total del pais (MDR & DANE, 2024).

Respecto a las enfermedades infecciosas a nivel mundial, se estima que las pérdidas
relacionadas con enfermedades en el sector de la acuicultura superaron los 6 mil millones
de dolares en el 2017; solo el cultivo de peces de aleta sufrié pérdidas anuales que oscilan
entre 1,05 y 9,58 mil millones de délares por afio (Dong et al., 2023). Segun los mismos
autores, estas pérdidas millonarias son producto de graves enfermedades causadas por
parasitos, bacterias y virus. Haenen etal. (2023) mencionan que comparar pérdidas
econdmicas debido a enfermedades en el cultivo de tilapia y la de otras especies tiene un
alto grado de complejidad, por las diferentes variables en la produccién como especie,
sistema de produccion, pais, costos, entre otros. Lo cierto es que el cambio climético,

fundamentalmente en aumentos de temperatura, traera muchas pérdidas econémicas en
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la acuicultura si no se prevé y se tiene un alto conocimiento de la interaccién entre el

huésped, patégeno y ambiente, como bien lo representa el circulo de Snieszko.

En este contexto, es importante resaltar que, de los siguientes patdgenos que afectan la
produccion acuicola, como son virus, bacterias, hongos y parasitos, la infeccién por S.
agalactiae en tilapia nilética (Oreochromis niloticus) es de relevancia no solamente

nacional, sino en el ambito mundial.

1.3 Infecciones Bacterianas

Las bacterias son los patdgenos infecciosos mas graves que afectan a los peces
producidos por la acuicultura; muy pocas veces actllan como patégenos primarios y se
desarrollan como oportunistas en animales huéspedes gravemente lesionados, algunas
acompafiadas por variacion de temperatura, deterioro de la calidad de agua, pero sobre

todo las altas densidades de siembra en los sistemas de produccién, entre otros.

Las principales infecciones bacterianas entre los peces de agua dulce calidas son la
estreptococosis, edwardsiellosis, francisellosis, aeromoniasis, flavobacteriosis vy
mycobacteriosis. Como parte del mecanismo patobiolégico de algunos de estos patdégenos
bacterianos, liberan enzimas que facilitan su entrada/invasion en los tejidos del pez
huésped (Woo & Subasinghe, 2023). Es importante resaltar que las tilapias son
susceptibles a una amplia gama de infecciones bacterianas que prevalecen en la industria
acuicola de cultivo, causando graves infecciones en cualquier etapa de la vida de los

peces.

Entre las bacterias conocidas, Flavobacterium columnare, se caracteriza por ser
filamentosa delgada y gramnegativa; fue descubierta en 1922 y ha sido reconocida como
el agente causal de la enfermedad columnaris, una de las afecciones mas antiguas que
infecta a varias especies de peces de agua dulce. Ha sido documentada como la
enfermedad del pedunculo caudal, pudricion de aletas, enfermedad del algodén o necrosis

de la mancha negra. Tiene una distribucién mundial, provocando pérdidas econémicas
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notables (Dong et al., 2015). Afecta en cualquier etapa, sin embargo, se detecta con mayor
frecuencia en peces pequefios (MacKinnon etal.,, 2023). Este microorganismo
recientemente fue segregado en cuatro especies por las diferencias de virulencia y
huésped, por lo que se propone que el aislado del grupo 4 recuperado en América del Sur
(tipo cepa Costa Rica) y su asociacion con tilapia sea reconocido como Flavobacterium
oreochromis para aquellas bacterias que infectan particularmente a tilapia (LaFrenz et al.,
2022).

Otro grupo de bacterias relevante son las aeromonas (Aeromonas hydrophila, A. veronii,
A. jandaei, A. caviae, A. sobria, A. schubertii y A. dhakensis), las cuales comprenden
bacilos o cocobacilos gramnegativos que causan la enfermedad por aeromonas moéviles
(MAS). Es considerada un patégeno condicional, porque invade al huésped y se multiplica
rdpidamente cuando se expone a cambios repentinos externos como el exceso de
manipulacién, aumento de temperatura, reduccién de oxigeno y actividades que ocasionan
estrés en el animal (MacKinnon et al., 2023). Estas bacterias pueden ser patégenas, no
solo para peces, sino también para humanos, es decir causa enfermedades zoondéticas
(Alyahya et al., 2018). Son bacterias mesofilas de vida con rango de crecimiento entre los
20° y 45°C, y se encuentran en lodos de fondos, arroyos, agua potable y residuales;
inclusive, se asocian con el microbiota normal de los peces y se ha aislado tanto de peces

sanos como enfermos (Lio-Po, Subasinghe, et al., 2023).

La aeromoniasis, conocida como septicemia hemorragica, peste roja o enfermedad de la
llaga roja, esta afecta el apetito de los peces, se vuelven letargicos y nadan cerca de la
superficie, ocasionando exoftalmia, abdomen distendido, erosién de aletas, hemorragia
cutanea, ulceraciones y pérdida de escamas. Internamente el pez presenta ascitis,
organos inflamados, con acumulacion de liquido y gas amarillento en el intestino (Dong
etal., 2017).

La mycobacteriosis es causada por bacterias pertenecientes a la familia

Mycobacteriaceae, género Mycobacterium, que incluye 188 especies reconocidas o
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propuestas. Estos son bacilos aerdbicos, no formadores de esporas, Gram positivos y
acidorresistentes. IPCC. (2023)

La transmisién horizontal por contacto directo y la ingestiéon de piensos infectados o a
través de agua contaminada son las causas mas probables de propagacién de la
enfermedad. Se ha informado de transmision vertical en algunas especies de peces

viviparos (Whipps et al., 2020).

La enfermedad tiene un largo periodo de incubacién y los peces infectados y subclinicos
pueden ser propagadores de la enfermedad en un sitio de cultivo semanas antes de la
deteccion. Los peces infectados pueden no presentar signos clinicos durante varios afios

después de la infeccion (Erkinharju et al., 2021).

La mycobacteriosis (tuberculosis de los peces) es una enfermedad crénica progresiva, con
diversos signos externos, que incluyen emaciacion, inflamacion de la piel, exoftalmia,
lesiones abiertas, ulceraciones y puede atacar a muchas especies de peces. Internamente,
se desarrollan granulomas en varios 6rganos, particularmente el higado, el rifién, el
corazén y el bazo. Ademas, se puede observar pudricion de aletas y cola y pérdida de
escamas. (Austin & Austin, 2007)

Se ha informado que cientos de especies de peces son susceptibles a diversas
Mycobacterium sp., lo que sugiere que practicamente todas las especies de peces pueden

infectarse.

Otra afectacion relevante es la Edwardsiellosis (E. tarda, E. piscicida, E. anguillarum y E.
ictaluri), la cual es muy bien conocida como un género que alberga bacterias patégenas
graves que afectan la acuacultura mundial con varias especies de peces e incluso
humanos. Entre los peces se incluye la tilapia, durante la produccion de esta especie la
infeccién por Edwardsiellosis genera pérdidas econdmicas en la produccion de alimentos
a través de la acuicultura, por lo que para el caso de E. tarda se constituye como un riesgo

a la salud publica y animal (Cortés-Sanchez et al., 2019).



36 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Se conoce ademas por ser una bacteria anaerébica facultativa, gramnegativa, corta, con
forma de baston, mavil, pueden sobrevivir a una salinidad de 4%, pH de 4 a 10 y una
temperatura de 14° a 45°, logrando también progresar como una bacteria epizodtica y
zoonodtica (Park etal., 2012). Los peces infectados muestran un comportamiento de
natacion anormal en forma de espiral, pérdida de pigmentacién, granulomas en el bazo y
el rifén anterior, exoftalmia, opacidad de los ojos, hinchazén de la parte abdominal,
hemorragia petequial en las aletas y la piel, hernia rectal, excesiva secrecion de mucus,

erosién de escamas y Ulceras (Park et al., 2012; Soto et al., 2012; MacKinnon et al., 2023).

Otra enfermedad de importancia en peces es la Francisellosis (F. orientalis, F.
noatunensis), causada por bacteria facultativa gramnegativa, en forma de cocos-bacilos;
es una enfermedad importante que afecta al sector de la tilapia por F. orientalis, con
reportes desde 1990. Puede lograr su trasmisién tanto horizontal como vertical, infeccion
crénica con alta morbilidad y mortalidad mayor al 90% en granjas de tilapia en todo el
mundo, resultando brotes generalmente en temperaturas del agua entre 23°y 26°C, lo que

resulta en una mortalidad del 50 al 60% en cultivos de tilapia (Nguyen et al., 2016).

Los peces clinicamente afectados presentan color cuerpo pélido, presencia de granulomas
en branquias y 6rganos internos como bazo, rifién anterior, higado, intestino y musculos;
también se observan otros signos no especificos como palidez corporal, letargo y anemia
(Austin & Austin, 2007; Nguyen et al., 2016; Soto et al., 2009).

La lactococosis en peces se ha asociado con Lactococcus garvieae y el recientemente
descrito L. petauri. Sin embargo, la relevancia de estos patdgenos de peces emergentes
para la tilapia del Nilo adn requiere una comprension profunda (Egger et al., 2023) Segun
el mismo autor, estas bacterias parecen causar signos clinicos similares en los peces y
ambos patdégenos bacterianos son responsables de importantes pérdidas econémicas
debido a la alta mortalidad de los peces, la reduccion del crecimiento y los costos de

tratamiento durante los brotes en las piscifactorias.
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Los signos clinicos de la infeccion por L. garvieae en la tilapia del Nilo incluyen natacion
erratica, disminucion de la ingesta de alimentos, letargo, pigmentacion oscura de la piel,
exoftalmia, opacidad corneal, hemorragia intraocular y heridas corporales/ulceras
cutaneas (Bwalya et al., 2020a, 2020b; Osman et al., 2017)

Las infecciones por L. garvieae en tilapia del Nilo se han diagnosticado con mayor
frecuencia en los dltimos afios y, en consecuencia, este patégeno se ha vuelto mas
relevante (Egger et al., 2023). Sin embargo, la mayoria de los casos se notificaron antes
de que se describiera L. petauri; por lo tanto, se debe evaluar mas a fondo la relevancia

de L. petauri como bacteria patdgena para esta especie de pez.

Por dltimo la estreptococosis, causada por bacterias del género Streptococcus, en
particular S. agalactiae y S. iniae, es la enfermedad bacteriana mas grave e importante de
la tilapia cultivada en todo el mundo, cuyas infecciones resultan en pérdidas econémicas
significativas (A. Shinn et al., 2018). Por ejemplo, en 2012 China, se produjo un brote a
gran escala de Streptococcus sp. que caus6 entre un 30% y 80% de mortalidad de tilapia,
con una pérdida econémica directa de aproximadamente entre 1.000 y 1.500 millones de
ddlares estadounidenses (Debnath etal., 2023). Streptococcus sp. son bacterias
grampositivas, inmaviles y no formadoras de esporas, anaerdbicas facultativas y catalasa
y oxidas negativas, en forma de cocos ovoides o esféricos forman pares o cadenas en
medios liquidos y colonias de color blanco a blanquecino, ligeramente transltcidos en
medios sélidos. S. agalactiae (GBS) se pueden dividir en diez serotipos (la, Ib, II, Il — IX)
segun los polisacaridos capsulares. Se han identificado cinco serotipos representativos en
animales acuaticos que son la, Ib, I, Il y IX. La secuencia GBS tipo 283 (GBS ST823) es
un tipo zoondtico reportado que estd ampliamente distribuido en el sudeste asiatico
(Barkham et al., 2019).

Existe una relacion significativa entre la densidad de poblacion, la dosis infecciosa de
Streptococcus en tilapia nilética cultivada, agua de mala calidad y temperaturas del agua
superiores a 28°C (Ndashe et al., 2023). Del mismo modo lo mencionan Zhao et al. (2023),
gue indican que las temperaturas altas son una de los principales factores de riesgo
asociados al brote de enfermedad estreptocécica de la tilapia. Ejemplares de esta especie

infectadas con S. agalactiae tuvieron una mayor mortalidad a temperaturas de 35°C;
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posteriormente los efectos de la alta temperatura estarian altamente involucrados en
procesos metabolicos, incluidos los de glucosa, lipidos y metabolismo de aminoéacidos,
indicando que el S. agalactiae tiene una vitalidad mas fuerte y es probable que sea mas
infecciosa a altas temperaturas.

Se harevelado que S. agalactiae se adhiere a la porcion apical de los pliegues intestinales
e invade a través de la ruta transepitelial, lo cual es un patrén importante para infectar a la
tilapia (Vasquez-Machado et al., 2019). La colonizacion de superficies de la mucosa
intestinal con microbiota normal tiene un efecto positivo en la regulacién inmunolégica de
las funciones del intestino. Perturbar este microbiota puede afectar la resistencia inmune
intestinal y contribuyen a la apariciéon de diversas enfermedades en los peces (Pérez et al.,
2010).

Los signos clinicos de la infeccion por S. agalactiae en peces, es una combinacién de
anomalias del comportamiento con cambios en los 6rganos externos e internos de los
peces infectados; las lesiones macroscépicas e histopatolégicas dependen de la especie
del huésped, la edad del pez y el estadio de la infeccién (FAO, 2021). También indica que
los peces enfermos muestran signos de letargo, melanosis, anorexia, ataxia (natacion
erratica), exoftalmia unilateral o bilateral, opacidad corneal y hemorragias perioculares o

cutaneas, ademas de distencion abdominal como consecuencia de ascitis.

Mientras que los signos en la tilapia, por la infeccion de S. iniae produce panoftalmitis y
meningitis con s6lo cambios patoldégicos menores en otros 6rganos (Eldar et al., 1995).
Otros signos comunes son el oscurecimiento del cuerpo, la natacion erréatica, la hemorragia
en el intestino, el higado, el bazo y los rifiones y la distension abdominal. También se ha

informado necrosis en el corazén, branquias, piel, bazo y ojo (Woo, 2002)

Segun lo manifiesta (Taukhid et al., 2023), desde el punto de vista de laboratorio, la
infeccidén por S. agalactiae en tilapia se considera aguda, mientras que la infeccion por S.
iniae es mas crbnica. Esto indicé que S. agalactiae tiene mas potencial como causa mas

grave de estreptococosis en la acuicultura de tilapia.
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La transmision experimental se produce por inmersién, inyeccién o por via oral o por
convivencia y se ve reforzada por lesiones en la piel o por un entorno estresante. La
infeccién a través de las fosas nasales es una ruta potencial de infeccién en la tilapia
(Evans et al., 2000). De igual manera Iregui et al. (2016) sugieren que el principal sitio de
entrada del S. agalactiae en tilapia es el epitelio gastrointestinal; el mucus parece
desempefar un papel defensivo importante y las condiciones ambientales pueden ser un
factor predisponente importante para la infeccion. Sumado a esto, las fuentes de
transmisién para la infeccion son el lodo, los alimentos contaminados o los peces
portadores; también se ha demostrado que la estreptococosis se transmite de padres a
hijos (Woo & Subasinghe, 2023).

Hasta hace un tiempo se desconaocian los primeros pasos de la interaccién entre los peces
y las bacterias, patogénesis, aunque se conocen numerosos genes que codifican
adhesinas de GBS de aislamientos humanos y de otros mamiferos terrestres, no se habian
encontrado en cepas para peces, que se unen a secuencias de oligosacéridos especificas

en las superficies de células animales (Lindahl et al., 2005; Dramsi et al., 2006).

Recientemente se demostrd la deteccidn de azlcares en la superficie del estreptococco
tipo B (GBS), como en su capsula y la pared celular; sus correspondientes receptores en
el intestino de los peces podrian brindar informacion valiosa sobre el papel que estos
carbohidratos podrian tener en la adhesion durante la patogénesis. Estos carbohidratos
patégenos y los glicoconjugados o lectinas del huésped tienen una alta especificidad y una

mayor afinidad de union (Imberty & Varrot, 2008; Iregui et al., 2016).

Iregui & Barato (2017), mediante la patente WO 2017/109587 Al, lograron describir
glicoinhibidores de la adherencia de S. agalactiae a monosacaridos especificos presentes
en glicoconjugados naturales como glicoproteinas y glicolipidos en la superficie del epitelio
intestinal de tilapia, ademas de describir azlcares especificos y una lectina que bloquean

la union de S. agalactiae al epitelio intestinal de la tilapia cultivada en un modelo en vivo.
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1.5 Opciones de control y prevencion

1.5.1. Vacunas

La vacunacién es una de las herramientas mas importantes para el manejo de
enfermedades infecciosas en la piscicultura, debido a la capacidad de la vacuna para
estimular la inmunidad protectora y producir una respuesta de memoria en los peces
vacunados (Wang et al., 2022). En este sentido, para superar los brotes patdgenos en la
piscicultura, el método mas eficaz para controlar las enfermedades infecciosas en lugar de
antibioticos y terapias quimicas es la vacunacion. Hasta ahora las vacunas para peces se
pueden desarrollar utilizando varios enfoques, incluidas tecnologias convencionales y
alternativas. En el caso de las vacunas convencionales para peces, generalmente se han
desarrollado basandose en la vacuna viva atenuada y la vacuna de células enteras
inactivadas que aportan notablemente una alta eficacia para la proteccion de

enfermedades (Pumchan et al., 2022).

Aungue existen varias vias para administrar las vacunas formuladas en peces, incluidos
los métodos de inmersién, oral y de inyeccion, la mayoria de las vacunas desarrolladas se
administran mediante el método de inyeccién (Bedekar & Kole, 2022). EI mismo autor
expresa que la ruta de inyeccion proporciona una potencia significativa, también genera
algunos inconvenientes y limitaciones, por ejemplo, estimula el estrés de los peces, crea
dificultades en el manejo de peces pequefos y requiere mano de obra para los peces de

cultivo a gran escala.

Las vacunas por inmersién son apreciadas para peces pequefios a gran escala.
Normalmente se realiza de dos maneras, por inmersién de peces en agua que contiene
antigenos de la vacuna, siendo rapida porque se sumergen en agua con dosis
relativamente alta de antigeno y por inmersion de los peces que reciben un antigeno de

vacuna mas diluida durante un periodo mas largo (Bggwald & Dalmo, 2019).
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Segun Munang’andu et al. (2015) la eficacia de la mayoria de las vacunas de inmersién
sigue siendo de baja a moderada, debido a diversos factores como la dosis del antigeno,
el costo elevado, la duracién de la inmersion, la temperatura, la integridad de la mucosa,
el tamano del pez, la osmolaridad, entre otros. Una vacuna ideal para peces es aquella
gue es segura para los animales y el medio ambiente, econdmica para la produccion a
gran escala, facil de administrar, capaz de inducir una fuerte inmunidad durante los
periodos de mayor susceptibilidad y que demuestra efectos secundarios minimos Ma et al.
(2019).

1.5.2. Probidticos y prebioticos

Suministrar a los peces probidticos es una forma eficaz y atractiva de modular la
composicion microbiana intestinal y de mantener y promover la salud del huésped. Estos
son complementos microbianos vivos que tienen un efecto beneficioso sobre los
principales mecanismos de accién que ofrecen tales como mejorar la funcién de la barrera
epitelial, adhesion a las células intestinales e inhibir patdégenos al ocupar los sitios de
adhesion, produccidon de sustancias antibacterianas y la activacién de la inmunidad
humoral celular (Xia et al., 2020). Especificamente, se han descrito los beneficios de
alimentar con probibticos para mejorar las respuestas inmunes innatas de la tilapia, pues
estas bacterias mejoran la supervivencia de los peces al modular las funciones inmunes
del huésped (Telli et al., 2014).

Se ha demostrado que bacterias del género Bacillus, Lactobacillus y Pseudomonas
mejoran el estado de salud y la resistencia a las enfermedades de la tilapia nilGtica, facilitan
la funcion de células fagocitas y aumentan su actividad bactericida, estimula las células
asesinas haturales y respuestas de anticuerpos de la tilapia (lwashita et al., 2015). Al
suministrar estos probi6ticos en el alimento a la tilapia, se logré tener una alta resistencia

a la infeccion por S. agalactiae. (Wang et al., 2023).

Los prebidticos son carbohidratos complejos no digeribles, que proporcionan beneficios

para la salud estimulando el crecimiento y la actividad de las bacterias dentro del intestino
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del pez, siendo metabolizados por las bacterias intestinales y logran estimular las
respuestas innatas de las tilapias. (Cavalcante et al., 2020). Mencionan ademas, que los
probidticos y los prebidticos logran crear una simbiética que influye en la actividad y
crecimiento del probiético. Los 8-glucanos son los inmunoestimulantes mas utilizados en
la acuicultura, especialmente los B-glucanos ((B-1,3 y 1,6 glucanos) derivados de la pared
celular de la levadura S. cerevisiae, los cuales aumentan la resistencia de los peces a las

enfermedades de inmunosupresion (Thompson, 2017).

De hecho, Koch et al. (2021) encontraron una mejora de hasta un 66 % en la supervivencia
de tilapia del Nilo alimentadas con dietas suplementadas con (3-glucanos y expuestas a

Streptococcus agalactiae y Aeromonas sobria.

1.5.3. Fitohio6ticos

El uso recurrente de quimicos, antibiéticos, quimioterapéuticos y desinfectantes para tratar
enfermedades en los peces compromete de manera negativa la inmunidad animal, lo que
puede provocar contaminacion ambiental, residualidad en los productos acuicolas de
consumo humano y provoca la aparicion de cepas de bacterias resistentes a los

antibioticos, volviéndose cada vez mas virulentas y citotoxicas (Delgado et al., 2024).

La fitoterapia es la atencidn sanitaria con plantas mas antigua de la humanidad para el
tratamiento de humanos y animales; se ha logrado incluirla como complemento de los
alimentos balanceados para peces que han beneficiado para curar enfermedades, asi
como a los seres humanos (Raman, 2017). Los pigmentos, flavonoides, aceites esenciales,
alcaloides, taninos, esteroides, terpenoides, fendlicos y lectinas son los principales
componentes bioactivos de las plantas, y son conocidos por su capacidad para mejorar el
crecimiento de los peces, lainmunidad y ayudar en la resistencia a las enfermedades (Zhu,
2020).
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Existen cantidad de estudios fitoquimicos que han demostrado una gran variedad de
fitoconstituyentes, que al ser suplementados en las dietas de los peces como
inmunoestimulantes de tilapias, podrian ser un enfoque prometedor para reducir el riesgo
de brotes de enfermedades y reducir el uso de productos quimicos durante el ciclo de
produccion en cultivo. Tal es el caso de productos como la canela (Cinnamomun

zeylanicum), circuma (Curcuma longa) y el ajo (Allium sativum) (Wang et al., 2023).

Algunas caracteristicas estudiadas del ajo (Allium sativum) son poseer propiedades
antimicrobianas, compuestos sulfurosos como la alicina, que tiene propiedades
antimicrobianas, estimula el sistema inmunolégico y tiene efectos relajantes, lo que
contribuye a reducir el impacto negativo del estrés en la salud y contribuye al crecimiento
de los organismos acuaticos, mejora del apetito, la digestion y control de parasitos
(Rodriguez D., 2023) (D. L. C. Delgado et al., 2023)

De igual manera hay diversos estudios fitoquimicos que han demostrado una variedad de
fitoconstituyentes en el género Erythrina. Hussain etal. (2016) mencionan que a 15
especies se le han analizado 155 moléculas de metabolitos secundarios, muchas de los
cuales tienen propiedades medicinales. Estudios fitoquimicos de la Erythrina crystagalli
reportaron aislamiento de pterocarpanos, alcaloides y flavonoides; de sus hojas aislaron

seis triterpenos conocidos, un fitoesteroide y glacido flavonoide (Mifio et al., 2002).

Erythrina edulis es una leguminosa arbdrea, cuyas caracteristicas nutricionales de sus hoja
y semillas hacen que se convierta en una alternativa de uso fitobiético (Hernandez et al.,
2010). Pérez G. et al. (1979) mencionaron en su momento que esta leguminosa ha sido
poco estudiada, encontrando que solo se ha efectuado el analisis de composicion
porcentual y la determinacion del contenido de alcaloides de las semillas. Afios mas tarde
el mismo autor aislé una lectina especifica de galactosa de las semillas de la Erythrina

edulis y mencioné la capacidad de la lectina a unirse con galactosa (Pérez G., 1984).
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1.5.4. Glicoinhibidores

Segun lo reportado por Iregui & Barato (2017) en su patente, se pueden utilizar azlicares
especificos y una lectina, que bloguean la adherencia del GBS al epitelio intestinal de la
tilapia cultivada, logrando prevenir la adhesion e invasion bacteriana en los peces. El
concepto se desarrolld6 en Colombia, donde se ha informado que en peces los
glicoinhibidores de la adherencia de Streptococcus agalactiae del grupo B de antigenos
del sistema de Lancefield (GBS) son una medida eficaz para evitar la infeccion por GBS
en tilapia, aunque aun deben realizarse estudios similares (FAO, 2021). Asi, la lectina
presente en las semillas de la Erythrina edulis, presenta afinidad a los azucares de la
superficie de la bacteria, convirtiéndose en una glicoproteina inhibidora de la adherencia

de S. agalactiae al epitelio intestinal de la tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus).
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2. Capitulo 2. Caracterizacion taxondmica,
bromatolégica y funcional de Erythrina

edulis

2.1 Resumen

El género Erythrina hace parte de la subfamilia Papilionacea, que son plantas con flores
de la familia de las leguminosas (Fabaceae), con mas de 200 especies, que crecen en
zonas tropicales y templadas del mundo. Se les atribuye bioactividades médicas, como de
E. crista-galli, de la cual se ha reportado su capacidad inhibidora de adherencia in vitro de
Streptococcus agalactiae al intestino de tilapia. Erythrina crista-galli es abundante en
Argentina, pero no se encuentra en Colombia y su uso como fuente natural de lectinas es
deseable para la formulacion de dietas funcionales que reduzcan la presentacién de
estreptococosis en tilapias. Tomando en consideraciéon esta situacion y la abundancia de
E. edulis en la region sur del departamento del Huila, Colombia, el objetivo de este estudio
fue identificar botanicamente la fuente vegetal, procesar sus semillas y caracterizacion de
lectinas en harina de semillas de E. edulis, pre y post extrusion, para la formulacion de
dietas practicas para alimentacion de tilapias. La harina de semillas de E. edulis posee una
composicidn adecuada para ser incluida en dietas practicas para tilapias y se identificaron
lectinas funcionales con alta afinidad por galactosa y actividad aglutinadora postextrusion,

esto favorece su inclusion en dietas comerciales de los peces.
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2.2 Introduccién

Existe evidencia de una gran variedad de bioensayos con diferentes tipos de plantas, de
las cuales se incluyen hojas, flores, tallos y frutos, en los cuales se han aislado y evaluado
la bioactividad de sus metabolitos secundarios en manejo de enfermedades en animales
tanto terrestres como acuaticos, que dan certeza de la importancia que juegan hoy en dia
estos fitoquimicos en la salud de los animales y en humanos, sin dejar atras la deteccion

de efectos agudos o letales de estos metabolitos (Mateos et al., 2000).

Dentro de las plantas objeto de estudio de sus actividades biomédicas se encuentra el
género Erythrina (epubpd¢ (erythros) = 7rojo”), que hace parte de la subfamilia
Papilionacea, de las plantas con flores de la familia de las leguminosas (Fabaceae), que
tiene mas de 200 especies y contribuye en gran medida a la medicina popular e incluye
una gran variedad morfol6gica y diversidad ecolégica. Este género se encuentra en las

zonas tropicales asi como en zonas templadas del mundo (Neill, 1988).

Segun Fabian & Germishuizen (1997) hay veintiocho especies y tres subespecies de
Erythrina en México, veintiséis especies en América Central, cinco especies en las Indias
Occidentales y veintiddés especies en América del Sur. Los estudios fitoquimicos han
demostrado una variedad de fitoconstituyentes en el género Erythrina, que incluyen
terpenos y alcaloides, asi como flavonoides, especialmente isoflavonas, pterocarpanos y
flavanonas (Chawla & Kapoor, 1995).

Debido a esta amplia variaciobn en los constituyentes activos, las bioactividades
documentadas de metabolitos aislados mostraron una amplia gama de usos medicinales,
incluida la actividad antimicrobiana con alta eficacia contra organismos resistentes y
actividades antiinflamatorias, antidiabéticas, antidepresivas, citotdxicas y relajantes

musculares (Anupama V. et al., 2012). Las actividades antimicrobianas y antiinflamatorias
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han sido descritas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y
Candida mycoderma (Chacha et al., 2005; Mifio et al., 2002; Mitscher et. Al., 1988).

Adicionalmente, también se ha observado su efecto inhibitorio de las sustancias eritrinicas
en las actividades de los plasmodios como Plasmodium falciparum, asi como su efecto
antiviral contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Andayi et al., 2006; McKee
et al., 1997).

La actividad de sus lectinas, asi como el aislamiento de pterocarpanos, alcaloides,
flavonoides y cafeil derivados se observa en especies como E. crista-galli, E. velutina, E.
americana, entre otras (Ilto & Tanaka, 1974; Mitscher et al., 1988; Mifio etal., 2002;
Todoroki et al., 2021).

Particularmente E. crista-galli se encuentran al sur de Brasil, también se distribuye de
forma natural en Paraguay, sur de Bolivia y en todo el territorio uruguayo y norte argentino,
donde se conoce como ceibo y es considerado el arbol simbolo de estos dos ultimos paises
(Lozano & Zapater, 2010; Nesom, 2015). Las lectinas de E. crista-galli han mostrado
eficiencia in vitro en la inhibicion de la adherencia del Streptocococus agalactiae al intestino
de la tilapia (Iregui & Barato, 2017). Esta actividad se debe a su alta afinidad a la galactosa,
gue es abundante en el intestino de la tilapia, particularmente durante la presentacion de

estreptococosis (Iregui & Barato, 2017).

Erythrina crista-galli no se encuentra en Colombia, mientras otras Erythrina son
abundantes en varias regiones del pais, como es la E. edulis. Esta Ultima especie es
conocida en Colombia como chachafruto o ball y es usada en la alimentacion humana y
animal. Aunque no existen reportes recientes, la lectina de E. edulis también ha sido
caracterizada en su afinidad a la galactosa. En 1974 Montes de GOmez y Pérez
describieron la capacidad de union a la galactosa de una lectina presente en las semillas
de E. edulis. Posteriormente, Pérez describié que la mayor afinidad de la lectina de E.
edulis era, en orden de concentracion minima inhibitoria del aztcar asi: D-lactosa (1,8 mM),
p-Nitrophenyl-3-D-galactosido (3,2 mM), GalNac (5,3 mM), Methyl-a-D-galactosido (6,1
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mM) y Methyl-B-D-galactosido (12,4 mM), entre otras (Pérez, 1984). El autor también
menciona que la lectina de E. edulis tiene capacidad para aglutinar eritrocitos y otras
células como linfocitos y plaquetas. Por esta razén, es esperable que su actividad
inhibitoria de adherencia contra S. agalactiae al intestino de la tilapia sea similar a la

descrita y observada en las lectinas de E. crista-galli.

Por otro lado, las lectinas, no solo de las leguminosas sino de otras plantas, han sido
descritas como antinutricionales. Existen algunas semillas de las leguminosas que
contienen lectinas toxicas como por ejemplo la abrina (chochitos de indio), una
toxialbumina que se puede encontrar en las semillas de la planta Abrus precatorius. Los
cuadros de intoxicacion por abrina se caracterizan por alteraciones hidroelectroliticas,
gastrointestinales, entre otras (Nidhina & Muthukumar, 2015). Segun Garcia-Mateos
(2001), en las especies del género Erythrina existen inhibidores de proteasas (tripsina y
guimotripsina), goitrogenos y antivitaminas. Por ejemplo, los inhibidores de proteasas,
tripsina y quimotripsina alteran la asimilacion de las proteinas, impidiendo la accion de las

enzimas digestivas que se enfocan hacia la hidrélisis de las proteinas de la dieta.

Teniendo en cuenta, tanto las condiciones bioactivas de las lectinas de Erythrina como sus
caracteristicas de toxicidad, el objetivo de este estudio fue caracterizar una fuente vegetal
local de lectinas con actividad similar a la de E. crista-galli mediante la clasificacion
taxonémica de la planta, composicion bromatoldgica de las semillas y funcional de sus

lectinas en condiciones de pre y post-extrusion.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Identificacion geografica, recoleccion e identificacion

botanica de la fuente vegetal

En el Huila, departamento ubicado al sur de Colombia, se encuentra el municipio de San
Agustin, localizado en la regién del macizo colombiano, a 1.730 msnm y con temperatura
promedio de 18°C (DNP, 2020). El “balu”, “poroto” o el “chachafruto”, que son nombres
comunes de la Erythrina edulis, est4 presente en esta region. Las muestras para la
identificacion de esta especie vegetal, incluidas sus hojas, fruto, semilla y flores como se
observa en la figura 1, se adquirieron el 21 de Junio de 2021 en la vereda Zelanda,
Municipio de San Agustin (Coordenadas 1° 53’ 28" N 76° 17' 13” O).

Figura 1. Muestras de Erythrina edulis (balt) obtenidas en la vereda Zelanda del municipio de San

Agustin, Huila. Imagen: A. Coordenadas ubicacién muestra. B. Fruto. C. Hoja. D. Flor. Fuente:
Vela H. 2021

Las muestras recolectadas incluyeron ramas terminales con hojas, flores y frutos, las
cuales se prensaron con tablas lisas y ladrillos que ejercian peso y se guardaron en hojas
de periddico las cuales se cambiaban cada dos dias para evitar que con la humedad se
presentara nacimiento de hongos y lograr que esté totalmente seca antes de la entrega al
Herbario Nacional Colombiano de la Universidad Nacional de Colombia, como se observa

en la figura 2.



61

Para la entrega se us6 una hoja de cartulina doblada no mayor a 40 x 30 cm, prensada y
con etiguetas de identificacion institucional, que incluia nombre comun usado en la region,
usos, descripcidn del arbol, ubicacion geogréfica y altitud, entre otros como, lo indica la

figura 3

Figura 2. Muestras de Erythrina edulis (Bal() entregadas al Herbario Nacional
Colombiano de la Universidad Nacional de Colombia — Bogota. Imagen: A.
Muestra de hojas, tallo, vaina y semilla. B. Muestra de hojas, flor y pétalos.
Fuente: Vela H. 2021

El herbario recibié la muestra de acuerdo a las Instrucciones para la entrega de colecciones
botanicas para determinacion de angiospermas, plantas que tienen semillas envueltas en
un fruto carnoso y son el Unico grupo que desarrollan flor y fruto (Pérez, 1984). Alli los
ejemplares fueron codificados con cédigo de barras, después de fotografiarlos bajo
condiciones estandarizadas con una camara de 21,1 megapixeles, lo cual acelera el
proceso de descubrimiento de especies. Todos los datos de la etiqueta fueron capturados,
incluidos el habitat y datos descriptivos de la morfologia, en la base de datos del programa

para colecciones biolégicas Specify 6 (https://www.specifysoftware.org/products/specify-

6/).



https://www.specifysoftware.org/products/specify-6/
https://www.specifysoftware.org/products/specify-6/
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FLORA DE COLOMBIA
HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO

Nombre comiin: “Chachafruto, puruto, bali, nupas,
nopases, sachaporoto, mopas, frijol gigante, poroto,

pajuro”,

Descripcion: Arbol de color marrén oscuro, 6 a § mts
de altura, flores color naranja, semillas en vaina color
verde, entre 5 y 6 por vaina, presenta espinas en todo
el tronco y tallos, abundante a la altura de San Agustin.

Localizacién: COLOMBIA. Huila, San Agustin,
WVda Zelanda. 1°53'26"N 76°1740"W

Altitud: 1760 m.s.n.m
Colector: Herndn Alberto Vela M
No.: 1 Fecha de coleccion: 15 de noviembre de 2021

Figura 3. Formato de etiqueta de Herbario Nacional
Colombiano de la Universidad Nacional de Colombia —
Bogota. Imagen: Etiqueta de entrega de la muestra. Fuente:
Vela H. 2021

2.3.2 Procesamiento, preparacion y extrusion de la harina de las

semillas de Erythrina edulis

Entre mayo de 2019 y septiembre de 2022 se realizaron cinco colectas de semillas de E.
edulis, tres en municipios de Cundinamarca y dos en el Huila, mas precisamente en la
vereda Zelanda, Municipio de San Agustin, en las coordenadas 1° 53’ 28" N 76° 17' 13” O.
Se identificé cada colecta como un lote para su procesamiento y posterior procesamiento

en harina, como se evidencia en la Tabla 1.
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Tabla 1. Datos de lotes de semillas de Erythrina edulis recolectados para fabricacion de harina

Fecha Lote Erythrina Iniiieeflo(g) Hafiisao(g) S'\giltjezzyao) Agua (%)
11/05/19 | EDULIS 1.196 278 24,4% 75,6%
15/10/19 1] EDULIS 7.110 1.210 20,1% 79,9%
12/03/20 1 EDULIS 8.000 1.568 21,4% 78,6%
19/10/20 \Y EDULIS 9.000 1.500 17,0% 83,0%
2/09/22 \Y EDULIS 3.300 540 19,4% 80,6%

Total 28.606,5 5.096,2 20,5% 79,54%

*Promedio - Fuente: Vela H. 2021

La tabla 1 indica las fechas de la recoleccion de los lotes, los cuales se fueron
transformando a harina a medida que se presentd el espacio para el desplazamiento hasta
la Unidad de Procesamiento de Alimentos del Laboratorio de Nutricion Acuicola de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotd, implicando un cambio de zona, altura

sobre el nivel del mar y clima.

En la figura 4 se presentan las imagenes de los procesos con las muestras de semillas
recolectadas, para obtencién de las harinas integrales, es decir elaboradas conservando
todas las porciones de la semilla, para posteriormente realizar los analisis bromatolégicos

de las muestras seleccionadas.

Las semillas fueron retiradas de sus vainas, lavadas y seleccionadas manualmente por
sus atributos fisicos. Se descartaron las semillas que tenian defectos detectables a simple
vista como agujeros, color amarillo, pudricién o insectos. La desinfeccion se realizé por 15
minutos, mediante adicion de hipoclorito de sodio (cloro comercial del 2 al 5%) diluido en
agua para obtener una solucién no menos de 0,5%, de acuerdo a lo recomendado por
Lizarraga R. et al. (1991). Posteriormente se lavaron las semillas con abundante agua
(Espinoza, 2018).
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Figura 4. Secuencia de procesos para la seleccion, lavado, desinfeccion y corte de semillas de

Erythrina edulis (ball). A. Vainas. B. Revision de vainas con semilla. C. Desgrane de semillas. D.
Seleccion de semillas. E. Desinfeccion y lavado de semillas. F. Corte de semillas. G. Recoleccion de
materia prima para proceso. Fuente: Vela, H. 2021

El material fresco de cada lote se corté manualmente en rodajas de aproximadamente 2
mm para lograr una buena deshidratacion. Posteriormente se llevo a secado en bandejas
de acero inoxidable con medidas de 80 x 40 x 15 cm al horno de conveccion forzada
Shellab Modelo FX 28-2 a 65 °C, por 24 horas. Posteriormente las semillas secas se
pesaron y trituraron en molino de pines (Aguillén molinos) con una criba de un milimetro
(2mm). El producto de la molienda fue empacado, identificado y almacenado a temperatura

ambiente como lo muestra la figura 5.

Todos estos procesos se llevaron a cabo en la Unidad de Procesamiento de Alimentos
(UPA), del Laboratorio de Nutricién Acuicola de la Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.



Figura 5. Secuencia de procesos para la obtencién de harina de semillas de Erythrina edulis (ball). A.

|Pesaje de la semilla seca. B. Molino. C. Llenado de tolva del molino. D. Molienda. E. Harina de bald. F.

Empague e identificacion del lote. Fuente: Vela H., 2021

Para la obtencién del extruido de semillas de Erythrina edulis, se destinaron muestras de
los lotes de harina |, IVy V ver en la tabla 1, que fueron procesadas por micro-extrusora
para laboratorio Exteec® (Exteec maquinas, Brasil), bajo el protocolo de la Unidad de
Procesamiento de Alimentos (UPA), del mismo Laboratorio de Nutricion Acuicola como lo

indica la figura 6.

En primer lugar se realizo el pesaje de harina de balu a procesar e hidratacion con 20% de
agua a temperatura ambiente. Teniendo en cuenta que la extrusora no contaba con
acondicionador, se buscoé lograr una adecuada incorporacion de agua mediante mezclado
manual. La hidratacién es considerada como una de las mas importantes variables del
procesamiento (Honcu et al., 2016). Posteriormente se realizd el proceso de extruido, el
cual consistio en procesar la harina hidratada en la extrusora, cuando la temperatura del
tornillo, antes de la resistencia, alcanzé 70 °C. Finalmente, los granos extruidos fueron

secados en horno de conveccion forzada, asi como fue descrito previamente.

El tamafio del producto final del pellet extruido se defini6 teniendo en cuenta la talla de las
tilapias experimentales a usar para las pruebas de toxicidad de estudios posteriores (Ver
capitulo 3 - pesovivo 10g +0,5a40g +0,7).



66 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Figura 6. Proceso para la obtencién de extruido a partir de harina de semillas de Erythrina edulis
(ball) del lote V. A. Pesaje de harina. B. Hidratacién C. Extrusora D. Estabilizacion de
temperatura. E, F y G. Proceso de extrusion. H. Producto inicial extruido. |. Grano extruido de
bald. J. Medida de los pellets extruidos. Fuente: Vela, H. 2022.

2.3.3 Caracterizacion proximal de la harina de semillas de

Erythrina edulis pre y post extrusién

Con el objetivo de determinar la caracterizacion del valor nutricional de la harina y la harina
extruida de semillas de Erythrina edulis (ball), se realizaron analisis bromatolégicos en el
Laboratorio Central de la empresa ITALCOL® S.A., ubicado en el Municipio de Funza
(Cundinamarca, Colombia). Se analizaron siete muestras, cada una de 300 = 200 g del
material en harina sin extruir (5) y extruido (2), estas Ultimas de los lotes recolectados de
acuerdo con lo presentado previamente en la tabla 1. Los métodos utilizados fueron 1SO
6496:1999 para humedad (g/100 g), ISO 5983-2:2009 para proteina (g/100 g), AOAC
922.06 para grasa (hidrdlisis &cida) (g/100 g), ISO 5984:2002 para cenizas (g/100 g), ISO
6490-1:1985 para calcio (g/100 g), 1SO 6491:1998 para fésforo total (g/100 g) e ISO Ba
12a-20 para inhibidores de tripsina (TIU/mg) y los procedimientos para analisis alli

adoptados.
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2.3.4. Caracterizacidon de presencia de lectina funcional en harina
de semillas de Erythrina edulis pre y post extrusién por

cromatografia

La caracterizacion de azucares por afinidad de lectinas presentes en la harina de semillas
de Erythrina edulis, pre y post extrusion, fue determinado en el Laboratorio 201-1 por el
grupo de investigacion en proteinas (GRIP) del departamento de Quimica de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota. El procedimiento

realizado incluy6 las siguientes actividades:

= Extraccion de proteinas (tres extracciones) - Obtencion de

extracto total

Brevemente se realizd una extraccion por duplicado sobre 5 g de harina usando 50 mL de
buffer fosfatos por cada gramo de harina a 4°C durante 8 h en agitaciéon constante.
Transcurrido este periodo de tiempo, el extracto fue centrifugado a 10000 rpm durante 30
min a 4°C; el sobrenadante fue transferido a un tubo falcén y sobre el pellet se repitié el
proceso de extraccidn dos veces mas. La cuantificacion de proteina se hizo por el método
de micro-Kjeldahl siguiendo los métodos propuestos por la (AOAC, 1990). La actividad se
evalu6 mediante ensayos de aglutinacion con eritrocitos humanos tipo A. La actividad
aglutinante se reporté usando una escala cualitativa segun el grado de aglutinacién, de (-)
no aglutinacion a (+4), que es la méaxima aglutinacion. Los resultados fueron verificados al
microscopio mediante un frotis en placa, bajo el objetivo 10 y 40X. Las pruebas fueron

realizadas por triplicado.
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» Precipitacion fraccionada de proteinas y purificacion de

lectina

Los pools de cada una de las extracciones (unién de las tres extracciones) fueron
sometidos a una precipitacion fraccionada con sulfato de amonio entre el 0-60%s a 4 °C.
Los precipitados de proteinas fueron solubilizados en 10 ml de buffer fosfato y posterior
didlisis usando una membrana de 10 kDa (MW Cut off) contra agua desionizada y
bicarbonato de amonio 20 mM. Las muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en buffer
fosfato para determinar concentracién de proteina, actividad y titulo de aglutinacion, segun

métodos descritos previamente.

Aproximadamente 50 mg del precipitado 0-60 %s se colocaron en una columna de Poli
(ALilGal) (alfa-D-galactosil poliacrilamida). La elucién de la fraccién no retenida se realizo
con la solucién de equilibrio y la fraccién retenida con la misma conteniendo Galactosa
(Gal) 0,1 M. La fraccion retenida, se dializé contra agua desionizada, y bicarbonato de
amonio. Finalmente, la lectina fue liofilizada y evaluada por SDS PAGE previa

cuantificacién y evaluacién del titulo de aglutinacién.

= Determinacion de la cantidad de lectina en la fraccion de

proteinas solubles

Para determinar la cantidad exacta de lectina que se encontraba en la fraccién de proteinas
precipitada entre 0-60%, se realiz6 una cromatografia de afinidad sobre Sepharosa 4B

lactosa.
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2.4 Resultados

2.4.1 Recoleccién e identificacion botanica de la fuente vegetal

La fuente vegetal identificada fue la Erythrina edulis, también conocida como ball o baluy
(Cundinamarca), chachafruto (Antioquia, Quindio, Valle Tolima y Huila), poroto (Narifio),

sachaporoto (Putumayo) y usual (Alto Cauca) (Acero L. & Bernal H., 2000).

En las figuras 7 y 8 se presentan imégenes las porciones de las plantas recolectadas
(Vereda Zelanda, Municipio de San Agustin, Huila, Colombia, 1°53’°26” N 76°17’ 40” O).

En la figura 7A se observa la flor de E. edulis de 3 cm de largo con 4 pétalos y 9 estambres,
en las figuras 7B y 7C se observa la vaina, con 27 cm de largo por 4 cm de diametro
desigual, de forma segmentada o de nudos y con 6 semillas arrifionadas (de forma

coéncava-convexa) de color rojo vivo, respectivamente.

Figura 7. Flores y vainas de Erythrina edulis (Balu) obtenidas en la vereda Zelanda del municipio

de San Agustin, Huila. A. Flor. B. Vaina con semillas. C. Semillas de balu. Fuente: Vela, H. 2021

Las semillas de las vainas obtenidas, como se observa en la figura 8, presentaron varias
formas, variando entre tamafios y colores de acuerdo con su estadio de maduracion, por
lo cual se realiz6 seleccidon de las semillas de color vino tinto con un grado mas alto de

maduracion, que es el producto final de consumo.
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Figura 8. Semillas de Erythrina edulis (bal) obtenidas en la vereda Zelanda del municipio de San
Agustin, Huila. A. Desgrane y seleccion de semillas. B. Variedad de color de acuerdo al grado de
madurez de la semilla de bald. Fuente: Vela, H. 2021.

El Herbario Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia identific6 la muestra como Erythrina edulis Tr. de la familia
Fabaceae, bajo el certificado de identificacion taxondmica Herbario COL No.
615386/87.Ver Anexo A.

2.4.2 Procesamiento, preparacion y extrusion de la harina de las

semillas de Erythrina edulis

A partir de los datos presentados en la tabla 1, se registr6 un total de 28,60 Kg de semillas,
de los cuales se obtuvieron 5,96 Kg de harina con un rendimiento de promedio de 20,5%

y una pérdida de agua por proceso y secado en promedio del 79,4%.

La harina obtenida fue sometida a proceso de extrusién, de acuerdo con el procesamiento
previamente descrito. La harina de los lotes |, IV y V se us6 para la elaboracion del extruido.
Del lote | se utilizaron 7,11 Kg de semilla, se desecharon 133,29 g, obteniendo 6,97 kg.
Después del corte y secado se procesaron 1,43 Kg muestra seca para obtener 1,22 Kg de
harina, la cual se hidrat6 al 20% para obtener 1,30 kg de producto extruido, de acuerdo a

lo presentado en tabla 2.
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Tabla 2. Cantidades para la elaboracién de extruido a partir de harina de semillas de Erythrina edulis

del lote I, con adicion de 20% de agua.

Semillas Harina Mezcla
Semillas Descar Semillas ) Agua Agua ) Extruido de
para semillas extrusion .
(9) te (9) secas (g) (%) (mL) semillas (g)
corte (9) (@ (9)
7110 133,29  6976,71 1430 1222 20 242 1466 1303,46

Fuente: Vela H. 2021

Tomando como referencia los resultados de la extrusion de la harina de semillas de E.
edulis del lote |, se realizé de la misma forma la extrusién de los lotes IV y V. El tamafio
de los pellets extruidos del lote V fue de 2 mm de diametro y 4-5 mm de largo, con una
flotabilidad media, lo que permitié6 un manejo adecuado para la alimentacién y consumo

posterior de los peces del ensayo presentado en el capitulo 3 y descrito en la figura 5.

2.4.3 Caracterizacion proximal de la harina de semillas de

Erythrina edulis.

En la tabla 3 se presentan los resultados del analisis proximal de las muestras de harina
pre y post-extrusion de semillas de E. edulis. Se observa un rango de contenido de proteina
bruta de la harina del 16,44% al 20,27% y de las muestras extruidas de 18,74%y 19,95%.
La concentracion de grasa en las muestras de harina vari6 entre 0,23 a 0,96%, en
comparacion con el material extruido que presentd grasa del 0,17% en el lote IV y del
0,51% en el lote I. El porcentaje de ceniza en los lotes no extruidos estuvo entre el 5,64%
al 7,3% y en los extruidos fue del 6,7% y 7,52%. En aquellos lotes donde se evalué la fibra
cruda, la harina no extruida presento valores del 7,11% y 7,89%, en comparacion con el
lote extruido con una concentracion de 6,7%. La fibra detergente neutra fue del 14,29% y
16,29% en lotes de harina sin extrusion y del 14,33% en el extruido. El contenido de fibra
detergente acido fue de 10,95% para la harina extruida'y 10,15% y 11,9% en aquellos lotes
no extruidos. El calcio varié entre 0,05 a 0,17% en lotes de harina y fue del 0,05% en la

muestra extruida. El fésforo total fue similar en lotes tanto extruidos como no extruidos.
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La medicion de inhibidores de

tripsina tuvo variaciones amplias entre

lotes,

independientemente de si fue 0 no extruida la muestra. La concentracion de la harina no

extruida varié entre 6,05 a 60,64 TIU/mg y en las muestras extruidas del lote | se

encontraron valores de 27,3 TIU/mg; para el lote IV fue de 8,83 TIU/mg. Ver Anexo B.

Tabla 3. Composicion nutricional analizada de harinas pre y post-extrusion de semillas de Erythrina

edulis
58886 58885 58883 58884 57060 57054 57047

Muestra | Harina  Extruida Harina Harina Harina Extruida Harina
Parametro Lote | Lote | Lote Il Lote Il Lote IV Lote IV Lote V
Humedad (%) 9,11 9,34 10,13 6,97 9,29 7,94 8,14
Materia seca (%) 90,89 90,66 89,87 93,03 90,71 92,06 91,86
Proteina (%) 17,96 18,74 17,69 19,77 16,44 19,95 20,27
Grasa (hidrdlisis &cida)(%) 0,23 0,51 0,96 0,50 0,55 0,17 0,81
Fibra cruda (%) - - - - 7,89 6,70 7,11
Ceniza (%) 6,39 6,70 6,10 7,30 5,64 7,52 6,76
Extracto no nitrogenado (%)** | 66,31 64,71 65,12 65,46 68,08 64,42 64,02
Fibra detergente neutro (%) - - - - 16,29 14,33 14,29
Fibra detergente acido (%) - - - - 11,90 10,95 10,15
Almidén (%) - - - - 43,40 30,93 37,92
Calcio (%) 0,05 0,05 0,11 0,17 - - -
Fosforo total (%) 0,35 0,35 0,35 0,38 - - -
Inhibidores de tripsina

54,20 27,30 60,64 58,00 47,92 8,83 6,05

(TIU/mg)
*Componente g/100g

**Extracto no nitrogenado = MS — proteina — grasa — fibra cruda — cenizas

Fuente: Vela H. 2021
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2.4.4. Caracterizacion de presencia de lectina funcional en harina
de semillas de Erythrina edulis pre y post extrusion por

cromatografia

En las muestras de harina pre y post-extrusién se encontré actividad aglutinante, lo que
indicd que la lectina estaba activa en cada una de las etapas de purificacion. Ver Anexo C.
Adicionalmente se observé cémo se incrementé su actividad, con un titulo especifico de
100 veces. La solucion de lectina obtenida se puede diluir 500 veces para observar
actividad de aglutinacion. Estos resultados se verificaron con lo obtenido mediante SDS
PAGE, donde el perfil de bandas es caracteristico para esta lectina, como se observa en
la figura 9. Para la muestra de harinas sin extrusion se observo una banda alrededor de
los 30 kDa; cuando se incrementd la cantidad de lectina, se observé el doblete
caracteristico de dos subunidades diferentes con pesos moleculares muy cercanos o en
algunos casos isolectinas. Ademas se observaron asociaciones de alto peso molecular,
formas diméricas y tetraméricas, que se dan por fuerzas intermoleculares débiles, como
se ve en la figura 9 A. Sin embargo, para la muestra extruida, la cantidad de proteina fue
menor en el precipitado de 0-60%, dado que se observé que no toda era soluble, como se
evidencia en la tabla 4. Por SDS PAGE, en la figura 9 B, el perfil de bandas obtenido es
caracteristico para esta lectina, donde se observa una banda difusa alrededor de los 30
kDa. El contenido de proteina total en la muestra de harina sin extrusion fue del 20% y de
la harina extruida del 19,5%, de los cuales el 30% correspondié a proteinas solubles
(extraen) en solucion salina (NaCl 1%) en la muestra de harina sin extrusion. En la harina
extruida el 8,5% correspondié a la proteina soluble. Esta cuantificacion de proteina se

realiz6 por el método de micro-Kjeldahl siguiendo los métodos propuestos por AOAC 1990.

Con el precipitado de sulfato de amonio (0-60%s) y a través de cromatografia sobre una

columna de Sepharosa 4B con lactosa, se buscé si la lectina tenia afinidad especifica por
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este azlicar y podia quedar retenida después del lavado de los deméas componentes. Este
proceso se desarrollé en tres etapas fundamentales como son: la equilibracion, donde se
ajustan las condiciones iniciales deseadas; aplicacion y lavado de muestras, con el objetivo
de unir la molécula deseada y elucién, donde las biomoléculas son adsorbidas por el
ligando especifico de las muestras de la harina pre y post extrusion como indica la figura
10. En la harina sin extruir precipitaron el 58 % de globulinas y albuminas; el 21%
correspondié a la lectina; en el caso del extruido, precipitaron el 69 % de globulinas y
albuminas y el 19 % correspondi6é a la lectina. Asi, la cantidad de lectina activa en la

muestra de harina fue de 0,7% y en el extruido del 0,2%), como se evidencia en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de extraccion y cuantificacion de proteina, actividad de aglutinacion, deteccion

y cuantificacion de lectina purificada en muestras de harinas de Erythrina edulis.

Contenido

\o Cantidad rotal Proteina  (NH4)2SO4  Lectina Lectina
ota
Nombre  Tipo muestra . soluble Fraccién * i
Muestra proteina
(@) (%) * (0-60%s) % %
(%)
1 balu Harina 50 20 30 58 21 0,7
3 Hna. de
2 balu . 50 19,5 8,5 69 19 0,2
extruido

*En NaCl al 1% a partir de tres extracciones / harina
** Proteina en la fraccion 0-60%s

*** | ectina activa en la muestra de harina:

1. 5 g de harina hay 35 mg de lectina

2.5 g de harina hay 11 mg de lectina
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Figura 9. SDS PAGE de harina pre y post extruida de semillas de E. edulis. A. SDS PAGE
— Tricina 10% de harina de semillas de E. edulis. 1. Patron de peso molecular. 3. Patrén de
lectina de E. edulis: 14ug. 5. Fraccion precipitada 0-60%: 100ug. 6. Lectina aislada por
cromatografia de afinidad a partir de la muestra de estudio 15ug (réplica 1). 7. Lectina
aislada por cromatografia de afinidad a partir de la muestra de estudio 14ug (réplica 2). B.
SDS PAGE - Tricina 10% de harina extruida de semillas de E. edulis. 1. Patrén de peso
molecular. 2. Lisozima: 200ug. 4. Patron de lectina de E. edulis: 50ug. 6. Fraccién
precipitada 0-60%: 125ug. 8. Lectina aislada por cromatografia de afinidad a partir de la
muestra de estudio 30ug (réplica 1). 9. Lectina aislada por cromatografia de afinidad a partir

de la muestra de estudio 50ug (réplica 2).
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Figura 10. Cromatografia de afinidad: Lactosa-Sepharosa de harina pre y post extruida de
semillas de E. edulis. A. Harina pre extrusion de E. edulis en sepharosa 4Blactosa, fraccion

purificada 0-60%s, réplica 1. B. Harina post extrusion de E. edulis en lactosa-SEPHAROSA,

fraccion purificada 0-60%s, réplica 1.
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2.5 Discusiodn

2.5.1. Identificacion de material vegetal

La taxonomia del género Erythrina es compleja debido a la hibridacién ocasional de
especies simpétricas, por lo que se reportan otras clasificaciones al género en subgéneros
y secciones, considerando la morfologia y la biogeografia de las especies (Avendafio &
Castillo 2014). La categorizacibn mas actual del género fue propuesta por Krukoff &
Barneby en 1974, los cuales la dividieron en cinco subgéneros y 26 secciones (Quezada,
2021). La especie identificada en la muestra colectada y usada para el estudio fue
Erythrina edulis Tr. En la tabla 5 se indica la descripcion taxonémica de E. edulis reportada

en la literatura.

Tabla 5. Descripcidn taxondmica de Erythrina edulis (Bala)

Clasificacion Descripcién
Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Subclase Rosidae
Familia Fabaceae
Sub-Familia Papilionatae
Género Erythrina
Epiteto especifico Edulis
Especie Erythrina edulis

Fuente: (Espinoza G., 2018)

Esta planta tiene como hébito de crecimiento arbéreo, con una altura maxima de 10 — 14

metros, diametro de 60 cm, densidad de follaje alta, con atributos foliares de 30 cm de
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largo por 20 cm de ancho, folios de forma triangular que terminan en punta, lisos y
coriaceos, atributos florales de 3 cm de largo con 4 pétalos y 9 estambres, con una estacion
de floracién en época seca, tasa de crecimiento rapida y con una longevidad media de
entre 30 y 60 afios, que es compatible con lo observado en las muestras tomadas en
campo, tanto para la identificacion, como durante la coleccion de los 7 lotes analizados
registrados en las figuras 1, 2, 7 y 8 y reportado por Arroyave y Posada (2014).

El arbol tiene espinas, florece en racimos de color rojo oscuro y rojo anaranjado
(inflorescencias con 2 6 3 racimos) de 30 — 45 cm de longitud y cada racimo tiene un
promedio de 190 flores. Aproximadamente entre el 5y 10% de las flores fructifica en
racimos de legumbres o vainas aproximadamente cilindricas que van desde los 8 hasta
unos 50 cm de largo por 3 6 4 cm de diametro desigual, de forma segmentada o de nudos,
como se indica en la figura 7. La transformacion de flor a legumbre ocurre en
aproximadamente 65 dias. Estas vainas pueden tener de 1 hasta 12 semillas arrifionadas
(de forma céncava-convexa), de color café, formada por dos cotiledones de color blanco
verdoso. La testa de la semilla es lisa y segun el proceso de maduracion y la variedad, va
del color rosado a un tono vino tinto, como se indica en la Figura 7 y puede medir cada una
entre 2 a5 cm de largo, 2 a 3 cm de grosor y pesar unos 30 gramos (Barrera et al., 2010).
Erythrina edulis no tolera periodos extensos de sequia ni heladas frecuentes. El
chachafruto empieza a producir frutos a los tres afios aproximadamente, pero estabiliza la
productividad a los seis afios a un nimero promedio de 62 semillas por kilo (Acero Duarte
et al., 2000).

Una de las tantas utilidades de este arbol es brindar sombras en sistemas agroforestales,
en conjunto con cafetales y cercas vivas, lo cual resulta igualmente efectivo método de
proteccion de cuencas hidrograficas. Es una planta bastante apropiada para la
recuperacion de areas agricolas empobrecidas y degradadas, pues tiene la peculiaridad
de nitrificar el suelo (Cardenas E., 2014). Las partes mas usadas del arbol del balu para
curar enfermedades son la corteza del tallo, la corteza de la raiz, la raiz, las flores, las
semillas y las hojas. Entre las posibles patologias que cura el balu estan las alergias,
sarpullido, granos, varicela, sarampion, viruela, micosis, inflamaciones e infecciones

urinarias (Espinoza G., 2018).
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En la piscicultura también se ven los beneficios nutricionales y como alternativa econémica
para el desarrollo de dietas alimenticias para especies de aguas calidas. Morillo et al.
(2013) afirman que una sustitucién total de la harina de pescado por harina de ball y torta
de soya conducira a buenos resultados para la alimentacién de alevinos de Colossoma
macropomum (cachama negra). En este mismo sentido, desde la nutricibn humana, se
menciona que la alimentacion a base del balu que se lleva a cabo en varias zonas del pais,
es saludable para los seres humanos, lo cual ha sido mencionado por la fundacion
CIESAM. Pérez (2017) ha determinado que un solo arbol de ball puede producir toda la

proteina que requiere un adulto por un afio.

2.5.2. Composicion nutricional de diferentes harinas de semillas

de Erythrina edulis

La composicion bromatoldgica de la harina pre y post-extrusion de las semillas de E. edulis
evaluadas en este estudio, indica que su composicion permitira la formulacion de dietas de
acuerdo con los requerimientos nutricionales de la tilapia, principalmente como fuente de

carbohidratos y en algin grado de proteina.

El bal tiene una composicion diferenciada de nutrientes en sus hojas, vainas y semillas.
En la tabla 6 se presentan los resultados de composicién nutricional de hojas y semillas de
la E. edulis reportados por Huarcaya M. (2020). En este mismo sentido, se presenta en la
tabla 7 los componentes de minerales de las mismas porciones vegetales, con el fin de
tener una idea de los valores de calcio y fésforo de la semilla antes de un proceso de
secado y extrusion, de los cuales se obtuvieron resultados expuestos en la tabla 3, sin una
gran diferencia, pues son parte del resultado de las cenizas en un analisis proximal. De
igual manera, como lo menciona Fuentes (2018), los macrominerales que se encuentran
en menor porcentaje de la semilla de E. edulis son el calcio (0,03%), fésforo (0,55%),
magnesio (0,24%) y sodio (0,00%); estos valores dependen del tiempo de maduracion de
la semilla, por ejemplo, en la més joven se obtuvo una proteina del 26,16% y de la madura

23,57%, siendo que esta Ultima fue cosechada a los 60 dias de floracién. Ademas, se
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deben considerar factores externos como calidad de suelo, temperatura y humedad, entre
otros. Estos datos son los que la hacen a la E. edulis una fuente de gran valor nutritivo, lo
gue permite ser una fuente de alimentacion a base de sus semillas y de la parte forrajera

en diferentes dietas para animales.

Tabla 6. Contenido de nutrientes de hojas y semillas de Erythrina edulis (ball) (% en la materia

seca)
on M.S. Humedad Ceniza Proteina Grasa Fibra Carbohidratos
rigen (%) (%) (%) Bruta (%) Bruta (%) Bruta (%) (%)
Hojas de balu 25,39 80,16 1,29 7,65 0,31 7,35 10,53
Semillas de bald 35,49 78,46 1,19 5,07 0,12 5,62 15,4

Fuente: Huarcaya M., 2020

Tabla 7. Contenido de macrominerales de hojas y semillas de Erythrina edulis (Balt) (% en la

materia seca)

Nitrogeno Fésforo  Potasio  Calcio Magnesio  Azufre  Sodio

Origen
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Hojas de balu 4,06 0,33 1,17 2,53 0,33 0,18 0,02
Semillas de balu 2,86 0,31 1,9 0,24 0,15 0,14 0,01

Fuente: Huarcaya M., 2020

El contenido de proteina de la semilla de ball, segin Acero y Bernal (2000), oscila entre
21,6% Yy 22,7%, siendo este superior en calidad al contenido promedio de proteina del frijol,
arveja, lentejas y habas, ademas con menor costo por kilogramo. Ese estudio también
sugiere que el valor biolégico de la proteina (VB) del bald, el cual es un indicador de calidad
en funcién de la tasa de absorcion y facilidad de asimilacion de los aminoacidos esenciales,
considerando su cantidad y proporcion, es 70,9/100 superior al de la lenteja 44,6/100, el
frijol 58,0/100, la arveja 63,7/100 y el haba 54,8/100. Adicionalmente, mencionan que la
harina que se obtiene de las semillas del bali se puede usar industrialmente. En este
mismo sentido, Quezada (2021) presenta datos de composicidon de balu de diferentes
origenes, analizados y presentados en base seca, como indica la tabla 8. Como reporta el

autor y en concordancia con lo observado en el presente estudio, la diferencia en algunos
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componentes posiblemente se deba a las diferentes épocas y el tiempo de maduracion al

momento de su recoleccion para analisis.

Tabla 8. Composicién quimica de la semilla de Erythrina edulis — En base seca

Espinoza Delgado Fuentes Acero Delgado etal.  Hurcaya

(2018) (2018) (2018) (2002) (2020) (2020) Promedio

Origen Pera Pera Ecuador Colombia Pera Pera

Humedad (%) 87,2 86,92 - 84 66 78,46 80,52
Proteina (%) 35,27 21,6 22,7 21 21,1 14,29 22,66
Grasa (%) 1,64 - 0,8 1 0,54 0,34 0,86
Ceniza (%) 11,59 4,91 6,62 5 4,91 3,35 6,06
Fibra (%) 1,42 2,86 7,27 8 2,86 15,84 6,38
Carbohidratos (%) 50,08 70,59 62,61 51 70,59 43,39 58,04

Fuente (Quezada E., 2021)

La harina del bali es altamente nutritiva por su contenido en proteina, lo cual se ha
demostrado en varias investigaciones y es mencionado por Soriano et al. (2022), cuando
describen que, teniendo en cuenta los valores de proteina cruda, se puede calificar a las
semillas de esta leguminosa como “excelente fuente de proteinas”, teniendo en cuenta la
calificacion del sistema empleado en la Unién Europea, cuyo principal requisito exige que

mas del 20% de la energia provenga de la proteina cruda.

Segun los resultados sobre elaboracion de harina a base de semillas de bald, su contenido
de proteina es mayor que el de las harinas de trigo (9,62%), amaranto (13,4%), cafiihua
(14,06%), maca (15,93%) y quinua (11,21%) (Espinoza, 2018). Asi, la harina de ball se
podria usar para elevar o complementar el contenido nutricional de dichas harinas,
cubriendo de esta manera las necesidades proteicas del consumidor (Espinoza, 2018).
Ahora bien, la harina obtenida de las semillas de E. edulis en los procesos agroindustriales

sirve a su vez para complementar y enriquecer las harinas (Marin, 2002).

La mayor participacion nutricional en la harina de semillas de E. edulis son los
carbohidratos, seguidos de las proteinas; las grasas presentan bajo porcentaje (<1%),
como la mayoria de las leguminosas en general, que no sobrepasan el 3% a excepcion del

frijol soya que contiene >17%. La fibra es mayor en la harina, resultante de los azlcares
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reductores provenientes de los carbohidratos; la ceniza, con un bajo contenido, produce
el blanco mas intenso de la harina. Quezada (2021) presenta una recopilacién de
contenido nutricional de diferentes harinas de semillas de bald, reportados en diferentes

estudios, como lo indica la tabla 9.

Tabla 9. Composicion nutricional y promedio de diferentes harinas de semillas de Erythrina edulis —
En base seca

Quintero Alzate ] ] Silva
Delgado Villena Espinoza Toapanta .
etal. etal. etal. Promedio
(2014) (2016) (2018) (2023)
(2012) (2013) (2020)
Origen Colombia  Colombia  Colombia Perud Pert Colombia  Ecuador
Humedad (%) 12,50 12,50 9,00 10,80 2,57 8,17 9,03 9,22
Proteina (%) 18,50 18,50 22,81 21,30 17,10 11,90 21,13 18,75
Grasa (%) 2,50 2,50 0,70 1,52 0,89 0,42 1,42 1,42
Ceniza (%) 1,50 1,50 5,35 2,90 5,84 6,44 3,80 3,90
Fibra (%) 0,50 0,50 1,20 0,94 6,25 0,96 2,24 1,80
Carbohidratos (%) - 64,50 74,23 61,54 69,89 80,26 65,09 69,25

Fuente: (Quezada, 2021)

Los resultados del presente estudio son similares a los referidos por Quezada (2021), con
valores de humedad de 8,73% en las harinas crudas y 8,64% en las harinas extruidas.
Valores cercanos de harinas de semilla de bald fueron obtenidos por otros investigadores
como Topanta (2023) con 8,17% e inferior por Molano (2005) con 6,2%. Asi, el promedio
de contenido proteico para las harinas del presente estudio fue 18,43%, similar a lo
expuesto por Quezada (2021), quien reporté un valor promedio de estudios de 18,75%. El
autor encontr6 que Topanta (2023) reportd proteina de 11,90%, mientras que el mayor

valor fue reportado por Molano (2005) con 21,3%.

El valor de grasa promedio del presente estudio fue de 0,61%, el cual que fue cercano al
valor reportado por Delgado (2014) con 0,7% y por Molano (2005) con 0,78%. El promedio
de lo expuesto por Quezada (2021) indica un valor mucho mas alto, con 1,42%. Por el

contrario, el valor mencionado por Topanta (2023) fue inferior, con 0,42%.
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El contenido de cenizas de la harina del presente estudio fue de 6,44% en harinas sin
extruir, similar a las mencionadas por Molano (2005) de 6,2% y 6,44%. Por otro lado, los
valores de la fibra son variables, con porcentajes de 8,3%, 1,8% y 0,96%, reportados por
Molano (2005), Quezada (2021) y Topanta (2023) respectivamente, contra el valor
promedio de 6,44% para las harinas estudiadas.

Las mencionadas diferencias se pueden atribuir a diversos factores, tales como la
ubicacién del producto, condiciones agronémicas del cultivo, maduracion de la semilla, el
método y manejo de extraccién empleado, tipo de corte de la semilla, tipo y temperaturas
de secado, el tamafio de la particula de la harina (tamizaje) y el contenido de humedad de
la harina, entre otras. Ademas de los anteriores factores mencionados, se suma el proceso
de extrusion, que es el método de procesamiento mas utilizado en la actualidad para la
elaboracion de dietas para peces y mascotas (Rodriguez, 2019). En este procesamiento,
las particulas son aglomeradas, compactadas, acomodadas y orientadas, permitiendo la

obtencion de nuevas estructuras (Camargo et al., 1988).

La extrusion, en donde se logran nuevas estructuras, es utilizada para introducir energia
térmica y mecénica a un alimento o un ingrediente, forzando los componentes basicos de
los ingredientes como almidén y proteina a sufrir cambios fisicos y quimicos (Riaz, 2000).
Segun Rodriguez (2019), el procesamiento de la dieta es uno de los factores que también
tiene influencia en la disponibilidad de los nutrientes y en la utilizacion del alimento, ya que
interfiere en la estabilidad, dureza, plasticidad y orientacion de las estructuras en funcién,
principalmente, del calor y de la humedad, cuando se menciona por ejemplo la extrusion.

A pesar de la gran experiencia que se tiene en la Unidad de Procesamiento de Alimentos
del Laboratorio de Nutricion Acuicola y el manejo del proceso de extrusion, cabe anotar
gue se requiere mas informacién de este proceso aplicado a una fuente vegetal como la
E. edulis, o en general del género Erythrina. Es necesario conocer el tiempo de cosecha,
grado de maduracion del fruto e informacién relevante como la mencionada por Delgado
(2018), como las propiedades morfologicas y fisicoquimica de las semillas, ademas de la

variacion de temperatura y humedad, en la que comparte las diferencias significativas por
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efecto de la interaccion entre estos factores (P>0,05), ante la extrusion de harinas de

semilla de Erythrina edulis.

2.5.3 Caracterizacion de presencia de lectina en harina de semillas

de Erythrina edulis pre y post extrusion por cromatografia

Boyd et al (1961) demostraron la presencia de lectinas en especies del género Erythrina.
Otros investigadores ampliaron a 14 el nimero de especies de Erythrina que contenian
lectinas, pero no se intentd en estos estudios la caracterizacion de las proteinas (Martin &
Bomchil, 1966). En 1974, Montes y Pérez informaron algunas propiedades de una lectina
presente en las semillas de E. edulis, incluida su capacidad de union a la galactosa.
Posteriormente, Goldstein & Hayes (1978) mencionaron que la lectina de E. edulis tiene

capacidad para aglutinar eritrocitos y otras células como linfocitos y plaguetas.

En este mismo sentido, Iglesias et al. (1982) reportaron que la actividad de aglutinacion de
una clase purificada de lectina de E. edulis fue inhibida por diversos carbohidratos
probados como se muestra en la tabla 10. Entre los diversos carbohidratos que han sido
estudiados, y como reafirmante a los resultados obtenidos en la cromatografia de este
estudio, la lactosa fue el inhibidor mas potente (Concentracion inhibitoria minima, CIM =
1,8 mM) seguido de p-Nitrofenil-B-D-galactoside (CIM = 3,2 mM). En conjunto, los valores
de CIM son similares a los determinados con otras lecturas de lectinas de Erythrinas, como

se presenta en la tabla 11.

Se conoce que la N-Acetillactosamina es mas potente e inhibe completamente cuatro
unidades de la lectina a una concentracién de 0,4 mM. La lactosa y la galactosa son 5y

35 veces menos activas respectivamente.

La actividad inhibitoria de la N-Acetilgalactosamina se encuentra entre la de la lactosa y la

de la galactosa (Iglesias et al., 1982).
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Tabla 10. Carbohidratos inhibidores de aglutinacion de la lectina de Erythrina edulis

) Concentracion Inhibitoria
Carbohidrato

Minima (mM)

D- Galactosa 269

D- Galactosamina 105.0
N-Acetilgalactosamina 53
Methyl-a-D-galactoside 61
Methyl-B-D-galactoside 12.4
p-Nitrofenil- B-D-galactoside 3.2
D-Lactosa 1.8

D-Rafinosa 54.5

Fuente: Pérez, G. 1983

Tabla 11. Inhibicion de varios azUcares de la actividad hemaglutinante de la lectina de Erythrina

crista-galli con eritrocitos humanos (0)

Concentracion Inhibitoria

Inhibidor
Minima (mM)
N-Acetillactosamina 0.4
Lactosa 2.0
p-Nitrofenil- 3-D-galactoside 2.0
p-Nitrofenil- a-D-galactoside 4.0
N-Acetilgalactosamina 6.5
Methyl-a-galactoside 4.8
Methyl-B-galactoside 13.5
Galactosa 135
D-Fructosa 18.0
Rafinosa 7.2
Galactosamina 20.0

Fuente: Iglesias, J. 1981
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2.6 Conclusiones

Se identifico y caracteriz6 la Erythrina edulis, encontrando que las harinas de su semilla,
poseen una composicion adecuada y podrian ser incluidas como fuentes de proteinas y

carbohidratos en dietas practicas para peces .

Fue determinado que las lectinas de la harina tienen alta afinidad por galactosa y no
pierden su actividad aglutinadora post-extrusion, lo que significa que es funcional para su

inclusién en dietas para peces.
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3. CAPITULO 3. Evaluacién de la toxicidad
aguda de Erythrina edulis en alevinos de

tilapia (Oreochromis niloticus)

3.1 Resumen

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una especie de gran importancia en la
acuicultura, debido a su rusticidad, tolerancia a cambios bruscos en la calidad fisicoquimica
y microbioldgica del agua, resistencia a enfermedades, al manejo y a la alta densidad de
siembra. Este Ultimo elemento, junto con una deficiente calidad de agua y de alimentacion,
incrementan el canibalismo en etapas tempranas que se convierte en un factor de riesgo
para la trasmision de enfermedades. Uno de los microorganismos que mas eficientemente
se transmite por canibalismo es el Streptococcus agalactiae, uno de los agentes etioldgicos
gue causa estreptococosis. Es por ello que evaluar estrategias que reduzcan el riesgo de
infeccién de esta bacteria en la superficie gastrica e intestinal de la tilapia es estratégico
para evitar el desarrollo de la enfermedad. Las dietas para las tilapias, por ser omnivoras,
permite la inclusién en sus dietas de materias primas de origen vegetal como la Erythrina
edulis, a la cual se le ha atribuido bioactividad inhibitoria de adherencia de S. agalactiae al
intestino de los peces. En esta investigacion se realizé la cria de larvas de tilapias nil6ticas
y se evaluo la toxicidad de dietas con harina y harina extruida de semillas de E. edulis,
como fuente natural de lectinas glicoinhibidoras de adherencia para evitar la
estreptococosis. E. edulis no presento toxicidad aguda en las diferentes dietas ofrecidas a

los alevinos de tilapia.
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Palabras clave: Tilapia, canibalismo, extrusion, lectina, toxicidad.

3.2 Introducciodn

Segun la FAO, las diferentes especies de pescado son fuentes de alta calidad de proteina
de origen animal, grasas y nutrientes para alimentar la creciente poblacion que se calcula
gue alcanzara los nueve mil millones para el 2050. Asi, la acuicultura continental
desempefiara un papel importante en las proximas décadas, garantizando la seguridad
alimentaria y nutricional, el alivio de la pobreza y el bienestar social con el aumento del

suministro de pescado (Mashav, 2023).

De estas las especies cultivadas, la tilapia (Oreochromis sp.) es después de las carpas, la
especie con mayor producciéon mundial, concentrando la atencién del mundo por su
produccion actual en mas de 140 paises, estando la mayoria de ellos situados en clima
tropical y subtropical como es el caso de Colombia, donde se cultiva principalmente la
especie Oreochromis niloticus. Muchos de estos paises estan exportando tilapia de
manera activa a los Estados Unidos y la Union Europea. En Colombia, para el 2023, la
tilapia represent6 el 58% de la produccion piscicola nacional y exportoé alrededor de 15.464
toneladas de filete fresco y pez entero por un valor de $USD 97.534 millones. (MDR &
DANE, 2024).

Especificamente la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es una especie de gran
importancia en la acuicultura, debido a su rusticidad y resistencia a enfermedades, manejo,
resistencia a cambios de temperatura y bajos niveles de oxigeno; tolera alta densidad,

tiene habitos omnivoros y es de facil reproduccion (Vicente & Elias, 2014).

Esta resistencia a enfermedades, que depende entre otras variables del bienestar del pez,
reflejado en 6ptimas condiciones de calidad de agua, adecuados sistemas de produccion,
genética y buenas dietas para alimentacién, no excluye la presencia de patologias

emergentes gque perjudican a los peces en los sistemas de produccién, generalmente
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intensivos y superintensivos, por lo que se hace prioritario investigar a profundidad
alternativas para la sanidad acuicola, teniendo como primicia que las condiciones antes
mencionadas generan estrés, el cual debilita el sistema inmunolégico, favoreciendo la
presentacion de patologias (Roosta y Hoseinifar, 2016). Por lo mencionado anteriormente,
diagnosticar y tratar enfermedades juega un papel importante en el mantenimiento de la

acuicultura comercial y la prevencion de pérdidas econémicas.

Una de las alternativas evaluadas actualmente para reducir el uso de antibi6ticos y poder
mitigar el impacto de las enfermedades de origen bacteriano es el uso de plantas
medicinales y probi6ticos como suplementos en la alimentacion, para mejorar la condicién
fisica, del sistema inmunoldgico de los peces y por su actividad inhibitoria en la adherencia
bacteriana (Gopalraaj et al., 2023). En este sentido, el uso de plantas medicinales que
curan a humanos ha sido evaluado en la alimentacién de peces (Raman, 2017).
Pigmentos, flavonoides, aceites esenciales, alcaloides, taninos, esteroides, terpenoides y
fenoles son los principales componentes bioactivos de las plantas; son reconocidos por su
capacidad de mejorar los indices productivos de los peces, mejorar su inmunidad y su

resistencia a enfermedades (Rashidian et al., 2021).

El género Erythrina contiene un gran nimero de metabolitos secundarios con actividad
antibacteriana, antiparasitaria, antiinflamatoria, analgésica, antifungica y anti efecto
citotéxico, como alcaloides, flavonoides, lectinas y pterocarpanos (Pino-Rodriguez et al.,
2004). Uno de los componentes bioactivos de las semillas de Erythrina edulis, es su lectina
(Pérez, 1984). La lectina de E. edulis tiene potencial uso como glicoinhibidor de adherencia
de S. agalactiae en el intestino de la tilapia para ser incluido en dietas comerciales que
favorezcan la reduccion de la presentacion de la estreptococosis (lregui & Barato, 2017).
En un estudio previo, la lectina de E. edulis fue caracterizada de la harina de semilla de la
planta y su bioactividad aglutinadora, asi como su concentracion, en el producto pre y post
extruido; fue demostrada su biodisponibilidad para ser incluida en potenciales dietas. Se
sabe gue las lectinas tienen propiedades antinutricionales y/o téxicas en algunos animales,
por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad aguda de la harina de semilla
de E. edulis con lectina bioactiva y disponible en alevinos de tilapia (Oreochromis sp.)

alimentados con el producto pre y postextruido.



96 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Criade larvas de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) en el
bioterio certificado de CORPAVET®- MOLECULARVET®

El experimento fue realizado en el bioterio para peces de agua dulce de la Corporacion
Patologia Veterinaria CORPAVET®- MOLECULARVET®, ubicado a una altura de 2625
m.s.n.m y con un rango de temperatura ambiente de 18°C/8°C dia y noche

respectivamente.

Se adecuaron en el bioterio cuatro tanques plasticos de 50 L, con agua del acueducto y/o
agua lluvia, que previamente se recolecto en un tanque de 250 Its para dejarla reposar por
24 horas, limpiando su fondo y transfiriendo el agua a los tanques de 50 L. Cada tanque
con agua contenia un filtro interno con guata y carbén activado, tres piedras difusoras con
didmetro de 30 mm, conectados por una manguera de 4/6" a un blower (AirPumb Resun
LP-100) para su aireacién por 5 dias y con termostatos (modelo AP50W Agueon) para
mantener la temperatura del agua entre 28°C y 30°C, oxigeno disuelto > 4mg/L, saturacién

>60% y pH neutro como se evidencia en la figura 11. Ver Anexo D

Figura 11. Adecuacién del bioterio en la Corporacion Patoldgica Veterinaria CORPAVET-
MOLECULARVET. A. Tanque recepcion agua-lluvia. B-C. Tanques recepcion larvas de tilapia
Nilotica (Oreochromis niloticus). D. Toma de medida de pH. E. Toma de medida de oxigeno.
Fuente: Vela H. 2021
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En estas condiciones se recibieron larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) para
cria hasta alcanzar un peso promedio de 10 g + 5 g para la prueba piloto de toxicidad
aguda. Los parametros fisico-quimicos de agua correspondientes a temperatura, oxigeno
y pH se monitorearon durante la cria de las larvas de tilapia nilotica y el periodo
experimental de toxicidad. Fueron utilizados los siguientes equipos previamente
calibrados: oximetros EcoSense DO200A y YSI 550A; pH-metro EcoSense pH/EC1030
YSI. Los parametros fueron evaluados 3 veces a la semana en la cria de larvas y todos los
dias durante las evaluaciones de toxicidad. Finalmente durante la prueba de toxicidad agua

se registro el nitrégeno amoniacal total (TAN) y dureza una vez por semana con el kit

HACH FF1A como se demuestra en la figura 12.

Figura 12. Equipos para toma de datos de parametros fisico — quimicos del agua para las larvas
de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) en bioterio. A. Kit FF1A. B. Oximetro EcoSense DO200A
(OD) YSI. C. Oximetro 550A YSI (%). D. pH - metro EcoSense pH/EC1030 YSI. Fuente: Vela H.
2022

Los tanques se sifonearon y se limpiaron junto con los filtros diaria 0 semanalmente, de
acuerdo con la turbidez del agua posterior a la alimentacion; diariamente se recogio la
mortalidad y se repuso el agua por perdidas de evaporacion y salpicaduras por la aireacion.
El agua resultante de los recambios se tratd6 con EcoPro®, activado previamente por un
periodo no menos de 24 horas con aireacion constante, para degradar la materia organica
producida por el alimento no consumido y heces de los animales, antes de descartarlo al

sistema de alcantarillado del bioterio.
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Las larvas de tilapia nilética fueron obtenidas de una granja piscicola comercial de
produccion intensiva del departamento del Huila, con historial de Optima condicion
sanitaria. Se recibieron larvas en bolsas con oxigeno y agua en relacién 3:1y en un tiempo
maximo 24 horas entre la granja y el bioterio. Al momento de la recepcién de los lotes, se
les realiz6 analisis en fresco, histopatologia, RT-PCR para virus de la tilapia del lago (TiLV)
y aislamiento bacteriol6gico para evaluar su estado sanitario.

Entre 2020 al 2022 se recibieron 10 lotes de larvas de los cuales los lotes IX y X tuvieron
buen estado sanitario, se criaron hasta el peso ideal para el ensayo de la evaluacion de
toxicidad oral aguda 96 horas con la harina de semillas de Erythrina edulis en diferentes

dosis.

Fueron adquiridas 1000 larvas, con peso promedio de 0,015 + 0,02 g, que fueron ubicadas
en 2 tanques (500 larvas/tanque) de 50 litros, con carga de 0,15 g/litro, con filtros y
aireacion. Se llevaron las larvas a un peso aproximado de 1+ 0,3 gramos por 30 + 1 dias,
alimentandolas al 20% de biomasa, con ITALREV® (Mojarras, Italcol®) para reversion
sexual, que contiene 17 — a Metil Testosterona a una concentracion de 60 mg/kg. Se
garantizd el consumo de la hormona, con aros de manguera de 10 cm de didmetro
ubicados en la superficie del agua del tanque, en el que suministré el alimento para evitar
su dispersion y asi no deteriorar la calidad de agua y lograr un solo punto de consumo para
los animales como se ve en la figura 13. Las larvas fueron alimentadas de 3 a 4 veces en

el dia.
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Figura 13. Alimentacién de larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) con alimento de
reversion en el bioterio. A. Larvas sin alimentar. B. Larvas en columna de agua. C. Aro corral D.
Alimento. E. Pesaje de alimento - racion. F. Instalacion de aros. G y H. Larvas alimentandose con

alimento de reversion. Fuente: Vela H. 2022.

Para el ensayo de toxicidad aguda se uso un sistema estatico con instalacién de 9 tanques
de plastico transparente, recomendado para tal fin segan OECD (2019), ya que son
guimicamente inertes y evitan la absorbencia de quimicos que puedan alterar o crear
problemas en las pruebas. Estos tanques con 20 litros de agua fueron ubicados al azar en
la zona A del bioterio, espacio pruebas y protegidos de ruidos excesivos, vibraciones y luz

directa, que pudieran afectar a los animales de prueba.

3.3.2 Evaluacion de latoxicidad oral aguda (96 horas)(OECD, 2019)
de la harina pre y postextrusion de semillas de Erythrina
edulis como prueba piloto en alevinos de tilapia nilética

(Oreochromis niloticus).

La evaluacion de la toxicidad aguda de la harina de semilla de E. edulis, pre y postextrusion,
como prueba piloto, se desarrollé en el Bioterio de la Corporacién Patologia Veterinaria
CORPAVET®, basada en las directrices de OECD (2019) y avalado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, sede Bogota. Los peces se
expusieron a la harina natural y extruida de semillas de Erythrina edulis por un periodo de
96 horas, en sistemas estaticos. La harina y su proceso de extrusion se describen con
detalle en el capitulo 2. Se registraron las mortalidades y los signos clinicos relacionadas
con la apariencia y el comportamiento de las tilapias niléticas durante las 96 horas
posteriores al suministro de la harina. En la tabla 12 se presentan los grupos
experimentales de la evaluacién de toxicidad aguda de la harina pre y postextrusion de

semillas de E. edulis en alevinos de tilapia roja.
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Tabla 12. Grupos experimentales y parametros iniciales prueba de toxicidad oral aguda (96 horas)(OECD,
2019) de la harina pre y postextrusion de semillas de Erythrina edulis en larvas de alevinos de tilapia nilética

(Oreochromis niloticus) criadas en el Bioterio CORPAVET®

HARINA PRE EXTRUSION HARINA POSTEXTRUSION
Parametros Tx | Tx Control Tl Control
(Hna. 45% Italcol) Extruido Edulis (Ext. 45% Italcol)

N° Peces Iniciales 20 10 15 6 4
Peso inicial (g/pez) 1,91 2,1 2 9,27 12,07
N° dias prueba 4 4 4 4 4
Biomasa inicial (g) 38,2 20,67 30 24 16
% 10 10 10 8 8
Alimento/Biomasa
Racién/dia 3,82 2,07 1,8 1,92 1,28
N° Comidas/dia 4 4 4 3 3
Biomasa (g/l) 2,05 1,1 1,5 1,2 0,8
Repeticiones 3 3 1 3 3

X Tratamientos

Fuente: Vela H. 2022

Para la harina pre extrusion se utilizaron dos tratamientos con tres replicas para cada uno,
asi: Tratamiento | (Harina de semillas de Erythrina edulis Alta Densidad), Tratamiento |l
(Harina de semillas de Erythrina edulis Baja Densidad) y un tanque control (Harina 45%
Italcol S.A.). La harina postextrusion se asigno el tratamiento | (Harina extruida de semillas
de Erythrina edulis) y un control (Harina extruida de 45% Italcol S.A.), cada uno con tres

réplicas.

Todas las unidades de cultivo contaron con las adecuaciones mencionadas en el levante
y cria de larvas, que incluye previamente tres piedras difusoras conectas por una
manguera 4/6” a un blower (AirPumb Resun LP-100) para su aireacién y termostatos
(modelo AP50W Aqueon) para lograr establecer parametros fisicoquimicos ideales del
agua de temperatura (°C), oxigeno disuelto, saturacion y pH como los més relevantes para

el mantenimiento y crecimiento de tilapia nilética.

Se dispuso de un aro de 10 cm de didmetro y se procedi6é a suministrar la harina pre y post

extruida de E. edulis a los alevinos de tilapia.
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Los animales de esta prueba hacen parte de los lotes de larvas criadas en bioterio, con
buen estado sanitario y con un periodo minimo de adaptacién a los tanques de 10 dias y
con 24 horas de ayuno, descartando excedentes de comida y heces antes de dar inicio a
la prueba para lograr una prueba bajo las directrices de la (OECD, 2019). A cada
tratamiento se le realizé pesaje de alimento suministrado por racion, de acuerdo al
porcentaje de biomasa de un cultivo comercial intensivo del diez por ciento (10%)

recomendado por la mayoria de casas comerciales en sus tablas de alimentacion guias.

En el caso de la harina pre extruida, después de suministrar la harina de semillas de
Erythrina edulis, el lote 1l obtenido en la Unidad de Procesamiento de Alimentos (UPA), de
acuerdo al protocolo mencionado anteriormente, para evitar desperdicio y contaminacion
del agua por la harina, se procedié a dejar secar este alimento recuperado con el colador
de malla fina en cada uno de los tanques y por cada racion; al final de la prueba se dejé
sedimentar cada tanques y se procedi6 a recuperar las heces mas el alimento no

consumido durante la prueba, como lo muestra la figura 14.

Posteriormente se realizd el siguiente calculo experimental para determinar el porcentaje

aproximado de consumo de harina de semillas de Erythrina edulis.
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Figura 14. Pesaje de alimento a suministrar, alimento recuperado y alimento no consumido mas
heces suministro a tilapias niloticas (Oreochromis niloticus). A - B. Pesaje raciones para cada
tratamiento. C - D. Pesaje alimento recuperado. E. Heces y alimento no consumido recuperado. F.
Alimento no consumido y heces en proceso de secado. G. Alimento no consumido y heces seco.
Fuente: Vela H. 2022

Para la harina pre extrusion se calculé de manera experimental el porcentaje del Alimento
Consumido (AC) por los animales, donde participé: el total del Alimento suministrado (AS),
Consumo aparente (CA) gque es el alimento suministrado por dia (AS) menos la sumatoria
del alimento no consumido. Total Recolectado (TR) mas el peso seco de las Heces (HE).

(ver Ecuacion (1) y (2). El Anexo E presenta los registros de este célculo.

— AS®) _ g
AC CA (@ % (1)

AC=AS(g)—[TR(@+HE (@]=g )
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Donde:

AC: Alimento Consumido (%)

AS: Alimento Suministrado/ dia (g)
CA: Consumo Aparente (g)

TR: Total Recolectado (g)

HE: Heces + edulis (HE) (g)

Para la harina extruida, a cada tratamiento se le realizé pesaje de alimento del lote lll, que
fue procesado por una micro-extrusora para laboratorio Exteec® (Exteec maquinas, Brasil),
bajo el protocolo de la Unidad de Procesamiento de Alimentos (UPA). Este alimento fue
suministrado siguiendo lo recomendado para alimentacion de un cultivo comercial
intensivo, al ocho por ciento (8%), evitando el desperdicio, deterioro de calidad de agua y

por el peso de animales usados.

El alimento antes del suministro, fue cernido a través de una malla de 1 mm para obtener
granos extruidos de tamaifio relativamente acorde con el tamafio de los animales para
ayudar a su consumo, de aproximadamente 1 mm. Esta medida buscé acercarse a la
presentaciéon mas pequefia del alimento comercial, en este caso 1,2 mm de 45% de Italcol

S.A., alimento que se us6 como control, como se muestra en la figura 15.

Figura 15. Pesaje de alimento extruido. A. Pesaje de alimento extruido inicial. B. Clasificacion a
través de malla de 1 mm del alimento extruido. C. Pesaje alimento a suministrar a los animales.
Fuente: Vela H. 2022
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Para la harina postextrusion se observaron los Animales que Consumian el alimento (AC),
Animales que Repetian el consumo (AR) y los Animales que Regurgitaban el alimento (AG)
y/o rechazaban. Con videos de 3 minutos por racion, se rectific6 lo observado en cada

tanque y se diligenciaron los registros por tanque. Ver Anexo F.

En esta prueba no se tuvo en cuenta el calculo de manera experimental del porcentaje del
Alimento Consumido (AC), total del Alimento Suministrado (AS) ni el Consumo Aparente
(CA) como en la anterior prueba, dado que el alimento extruido se logra observar

directamente si es consumido o no por el animal.

Finalmente se realizé sacrificio de los animales mediante sobredosis de anestesia con
Eugenol y corte de la médula espinal para luego realizar observacion en fresco de todos
sus érganos, especialmente estomago e intestino, donde se espera observar consumo del

alimento ofrecido.

= Analisis estadistico

Los datos obtenidos del aseguramiento del consumo de harina pre y postextrusion de
semillas Erythrina edulis en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) segun dia y
hora, y el peso de los animales, se sometieron a una ANOVA y la normalidad de los
residuos se comprob6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Asi mismo, los datos se
sometieron a una comparacion de medias usando la prueba Tukey HSD con probabilidad
de p<0,05. Para el andlisis de los datos se utilizd el software estadistico IBM SPSS

Statistics.
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3.3.3 Formulacién y procesamiento de dietas practicas con
inclusion de harina de semillas de Erythrina edulis en 4 dosis
diferentes de lectina (15, 30, 150 y 300 pg/ml).

Las dietas practicas se formularon utilizando el software de alimentacion Allix3, atendiendo
los requerimientos nutricionales para tilapias en la fase de crecimiento, con un 45% de
proteina. El conocimiento sobre requerimientos ha venido incrementandose muy
rapidamente, en los dltimos 10 afios, donde se han desarrollado una serie de articulos,
libros e investigaciones como la presentada por la National Research Council 2011, las
Tablas Brasileras para la Nutricion de Tilapia publicadas en el 2010 y mas recie ntemente
desde 2015, la iniciativa denominada IAFFD (International Aquaculture Feed Formulation
Database), liderada por las distintas asociaciones de productores de soya de los Estado
Unidos y el laboratorio de Investigacion en Nutricién de Peces de la universidad de Guelph,
donde se ha recopilado informacién practica de la composicion de materias primas para
acuicultura, asi como los requerimientos nutricionales de las principales especies de peces

y camarones de produccion acuicola a nivel mundial (Rodriguez,2019)

Las materias primas que conformaron las dietas practicas fueron de origen vegetal, animal,
asi como también premezclas de vitaminas y minerales, con el fin de obtener los niveles
deseados de nutrientes y energia requeridos por la especie (tabla 13). Las materias primas
usadas para la formulacion de las dietas fueron insumos de alta calidad con sus
respectivas certificaciones de calidad, donde se indicaron las condiciones de recibo,
requisitos quimicos y microbiolégicos, las recomendaciones de almacenamiento, entre
otras. Ver Anexo G. Estas materias primas fueron suministradas por la planta de
procesamiento para la fabricacion de alimentos balanceados para animales ITALCOL S.A.
certificada por BAP (Best Aquaculture Practices)Ver Anexo H, planta ubicada en el

municipio de Palermo, Huila.

La harina de ball usada para la formulacion de las cuatro dietas con lectina, correspondi6

al lote VI descrito en el capitulo 2 de este trabajo, que se almacend a 4°C hasta su uso. A
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partir de la patente nimero WO 2017/109587 Al donde menciona que la dosis de 30 ug/mi
de lectinas obtenida de Erythrina crystagalli, redujo la adhesién de S. agalactiae 1bST260
al epitelio intestinal (Iregui & Barato, 2017) y el resultado del grupo de investigacion en
proteinas (GRIP) del departamento de quimica de la UNAL que confirmé la presencia de
lectina en la harina de Erythrina edulis, se calcularon y disefiaron dietas practicas con

inclusion de diferentes dosis de lectina (15, 30, 150 y 300 ug) para alevinos de tilapia.

Tabla 13. Materias primas usadas para la formulaciéon de dietas practicas con inclusion de harina de balu
(Erythrina edulis) para evaluacién de toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) en alevinos de tilapia nil6tica

(Oreochromis niloticus), excepto la dieta control.

Dietas practicas — dosis lectina E. edulis
CONTROL 15 ug 30 ug 150 ug 300 pg

MATERIA PRIMA / NUTRIENTE (%)

Harina de visceras de pollo 30,22 30,24 30,27 30,51 30,82
Torta de soya americana 27,00 27,00 27,00 27,00 27,00
Arroz cristal 18,25 18,03 17,78 15,82 13,35
Harina de pescado atun 17,93 17,93 17,93 17,93 17,93
Hemoglobina 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Aceite de soya 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Harina de ball 0,00 0,21 0,43 2,14 4,29
DL Metionina 99% 0,202 0,202 0,201 0,207 0,217
Premezcla Vitaminica ITALVIT 1.5Kg/Tn 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200
Premezclas minerales ITALMIN 1Kg/Tn 0,120 0,120 0,120 0,120 0,120
Cloruro de colina 60% 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Antioxidante 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025

Fuente: Vela H. 2022

Las dietas fueron procesadas en la Unidad de Procesamiento de Alimento (UPA) del
Laboratorio de Nutricion Acuicola de la Facultad de Medicina Veterinaria de Zootecnia. Los
ingredientes de cada una de las dietas (micronutrientes, la harina de ball y las premezclas
de vitaminas y minerales) fueron pesados individualmente, en una balanza analitica de
precision de £ 0.0002g (OHAUS PX84/E). Para los macronutrientes se us6 una balanza de
precision de + 0,1 g (RADWAG WPT 6C/1). Los ingredientes fueron molidos y tamizados
para obtener producto homogéneo sin impurezas y luego mezclados en seco, iniciando
con la harina de arroz cristal, vitaminas, minerales y la harina de ball, excepto la dieta

control, y finalmente los macronutrientes para lograr una mezcla homogénea.
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Se continud con la adicion de aceite de soya y un 22% de agua segun protocolo de la UPA.
Finalmente se pesé cada dieta y se almacenaron refrigeradas a 4°C en bolsas herméticas

para su posterior uso como se ve en la figura 16.

Figura 16. Proceso de pesaje y preparacion de dietas préacticas con inclusion de lectina en cuatro
dosis diferentes (15, 30, 150 y 300 pug/ml). A - B. Pesaje de micronutrientes. C. Balanza analitica
OHAUS PX84/E. D - E. Pesaje macronutrientes en una balanza RADWAG WPT 6C/1. F. Adicién
de harina de ball a la mezcla de la dieta con 300 ug/ml. G — H. Pesaje y empaque de dietas para
refrigerar. Fuente: Vela H. 2022

3.3.4 Evaluacion de la toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de
dietas préacticas con inclusién de harina de semillas
Erythrina edulis con cuatro dosis diferentes de lectina (15,
30, 150 y 300 pg/ml) y lectina de E. crista-galli (ECL 30ug/ml)

en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

La prueba se realizé en el Bioterio de la Corporacion Patolégica Veterinaria CORPAVET®-
MOLECULARVET®, basada en las directrices de (OECD, 2019). Se utilizaron 163 alevinos
de tilapias de los lotes 1V, V, VI y X de larvas criadas en bioterio, con un peso promedio
inicial de 8,0 + 6,0 g/pez, distribuidos en 22 tanques con 20 litros de agua, con sistema
estético, en algunos con divisiones en malla para evitar los ataques producto de la

territorialidad como se observa en la figura 17. Se balance6 la biomasa logrando una
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densidad entre 2,86 + 1,65 g/L a 3,45 + 1,08 g/L de acuerdo con las recomendaciones de
la OECD 2019, de no sobrepasar los 5 g/L. Los parametros iniciales de esta prueba se

presentan en la tabla 14.

Los alevinos seleccionados para los ensayos contaban con buen estado sanitario y con un
periodo minimo de adaptacion a los tanques de 10 dias, con sifones, limpieza de filtros y
recambios de agua del 10% y finalmente con 24 horas de ayuno, descartando excedentes
de comida y heces antes de dar inicio a la prueba para lograr una prueba bajo las
directrices de la (OECD, 2019),

Los peces se expusieron por 96 horas a las dietas préacticas con 15, 30, 150 y 300ug/l de
adicion de lectina de harina de semilla de E. edulis (EEL) y a 30ug/l de lectina de E. crista-
galli no conjugada (ECL L-1140-10, Vector Lab) mezclada con el alimento comercial
suministrado al grupo control. Se registraron las mortalidades y las anomalias visibles

relacionadas con la apariencia y el comportamiento de las tilapias nil6ticas.

Tabla 14. Parametros iniciales evaluacion de toxicidad oral aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas
practicas con inclusion de harina de semillas de Erythrina edulis en cuatro dosis diferentes de

lectinas (15, 30, 150 y 300 pg/ml) y ECL 30ul/ml, en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis

niloticus).
) Tx | Tx Il Tx I Tx IV Harina 45% Harina Dieta Harina 45%
PARAMETROS 15 pg 30 g 150 pg 300 g 30 pi/ml C(Tntrpl sin Prellctl(_:a sin alcol SA
EEL EEL EEL EEL ECL ectina ectina A
N° Peces Iniciales 8 8 6 6 8 6 7 10
Peso inicial (g) 7,8 7,6 7,7 9 8,2 7,3 7,4 6,4
Biomasa inicial (g) 60,8 60,3 46,2 54 62,2 43,8 51,8 64
%
Alimento/Biomasa 8 8 6 6 8 6 8 8
Racién/dia (g) 4,86 4,82 2,77 3,24 4,98 2,63 4,14 5,12
N° Comidas/dia 3 3 3 3 3 3 3 3
Biomasa (g/l) 3,04 3,02 2,31 2,7 3,11 2,19 2,59 3,2
Repeticiones 3 3 3 3 3 3 2 5

x Tratamientos

Fuente: Vela H. 2022
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En esta prueba se establecen tres tratamientos con tres replicas para cada uno, asi;
Tratamiento | (Dieta Practica Control sin harina de semillas de Erythrina edulis),
Tratamiento Il (Dieta Practica Dosis 150 pg con harina de semillas de Erythrina edulis) y
Tratamiento Il (Dieta Practica Dosis 300 pg con harina de semillas de Erythrina edulis).
Todas las unidades de cultivo contaron con las adecuaciones mencionadas en el levante

y cria de larvas y se establecié pardmetros fisico quimicos del agua en todos los tanques.

Figura 17. Proceso de pesaje, seleccion y distribucion de animales para la evaluacion de la
toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas préacticas con inclusién de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 pg/ml) en alevinos de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus). A. Pesaje de alevinos de tilapia. B — C. Distribucién de tanques y
tratamientos de la evaluacion. D. Alevinos de tilapia. E — F. Tanques con divisiones en malla para

evitar ataques de territorialidad. Fuente: Vela H. 2022

La alimentacion de los animales de cada tratamiento se llevo a cabo tres veces por dia,
durante 4 dias, lo cual correspondi6 al periodo de la evaluacion. El primer suministro del
dia se realiz6 via intragastrica, con una micropipeta NICHIRYO 5000 graduada de 200 pl,
asegurando el ingreso de una papilla limpia, cremosa y homogénea, producto de la mezcla
de la dieta y agua a una relacion de 1:4 respectivamente en el estbmago. Esta mezcla se
realizé en un tubo Falcon de 15 mly se mezclé con la ayuda de un Vortex Thermo Scientific
M37615. Para esta primera alimentacion se anestesiaron a los animales con una solucion

stock de 100mg/ml de Aceite de clavo — Eugenol por un litro de agua. Se tomaron 50ul de
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la papilla y se ofreci6 via intragastrica a los alevinos, los cuales fueron tomados de la parte
dorsal y expuestos ventralmente para la introduccion de la punta con el alimento, como se
evidencia en la figura 18. No se presentaron dafios 0 mortalidades por este procedimiento.
Para las otras dos comidas del dia se pesé la cantidad calculada de cada dieta, se mezclé
con agua a una relacion de 1:3 respectivamente, logrando una papilla que se introdujo en
una jeringa de 5 ml para suministrarla a los animales, cortando el suministro
aproximadamente cada 5 mm aproximadamente como se ve en la figura 19, asimilando un
pellet y evitando el deterioro del agua si se suministra en harina. Hubo consumo total del

alimento por parte de los animales de los 9 tanques.

Figura 18. Primera alimentacion via intragéstrica de animales para la evaluacion de la toxicidad
aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusion de harina de semillas Erythrina
edulis con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 ug/ml) en alevinos de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus). A. Pesaje de raciones de cada dieta practica. B — C. Mezcla de alimento
con Vortex Thermo Scientific M37615. D. Solucion stock Eugenol. E. Punta de micropipeta con
dosis primera comida (50ul). F a H. Alimentacién via intragéstrica de alevinos. Fuente: Vela H.
2022
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Figura 19. Preparacion de alimento para la 2.2 y 3.2 comida del dia para la evaluacion de la
toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusion de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 ug/ml) en alevinos de tilapia
nilética (Oreochromis niloticus). A - E. Mezcla dieta practica con agua relacion 1:4
respectivamente. G a H. Embalaje de la papilla en jeringa de 5 ml. I. Suministro de alimento.
Fuente: Vela H. 2022

En esta evaluacion se realizé observacion de los peces que Consumian el alimento (AC),
peces que Repetian el consumo (AR) y los peces que Regurgitaban (AG) y/o rechazaban,
en las dos ultimas comidas del dia. No se tuvo en cuenta el calculo de manera experimental
del porcentaje del Alimento Consumido (AC), total del Alimento Suministrado (AS) ni el
Consumo Aparente (CA), dado que el alimento preparado se logra observar que es

consumido o no por el animal.

Los principales pardmetros fisico-quimicos de agua se mantuvieron estables durante la

evaluacion.

Finalmente se realizé sacrificio de los animales mediante sobredosis de anestesia con
Eugenol y corte de la médula espinal para luego realizar observacion en fresco de todos
sus 6rganos, especialmente estdmago e intestino, donde se espera observar consumo del
alimento ofrecido. Se enviaron muestras de tracto gastrointestinal a analisis para descartar

posibles lesiones macro e histopatolégicas.
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= Analisis estadistico

Los datos obtenidos del aseguramiento del consumo de dietas préacticas sin dosis y con
dosis de 150 y 300 ug/ml de lectina a través de harina de semillas Erythrina edulis en
alevinos de tilapia nildtica (Oreochromis niloticus), como peces que consumieron, peces
gue repitieron, peces que regurgitaron y el peso obtenido entre tratamientos, se sometieron
a una ANOVA y la normalidad de los residuos se evalu6 y confirm6 mediante la prueba de
Shapiro Wilk. Asi mismo, los datos se sometieron a una comparacion de medias usando
la prueba Tukey HSD con probabilidad de p<0,05. Para el analisis de los datos se utilizé el
software estadistico IBM SPSS Statistics.

3.3.5 Evaluacion de la toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de
dietas préacticas con inclusién de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (15y 30
Hg/ml) y lectina ECL en alevinos de tilapia nilética

(Oreochromis niloticus).

Esta evaluacion se desarrollé bajo las mismas directrices de (OECD, 2019) que se usaron en
las pruebas anteriores y se llevé a cabo en el Bioterio de la Corporacion Patolédgica
Veterinaria CORPAVET®- MOLECULARVETP®. A diferencia de las anteriores se usaron dos
dietas préacticas con inclusion de dosis mas bajas de lectina (15 y 30 pg/ml) y lectina
biotinilada de Erythrina crista-galli (ECL) a una concentracién de (30 ug/ml) segun los

resultados presentados en la patente nimero WO 2017/109587 Al (Iregui & Barato, 2017).

Con un total de 109 tilapias niléticas resultantes de los lotes VI y X de larvas criadas en el
Bioterio, con peso promedio inicial de 7,8 + 3,8 g/pez, con buen estado sanitario y con un
periodo minimo de adaptacion a los tanques de 10 dias y con 24 horas de ayuno,
descartando excedentes de comida y heces antes de dar inicio a la prueba para lograr una
prueba bajo las directrices de la (OECD, 2019), se distribuyeron en un sistema estéatico de

13 tanques con 20 litros de agua, en algunos con divisiones en malla para evitar los
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ataques producto de la territorialidad y con cargas por unidad de volumen no mayor a 3,45
+ 1,08 g/l, con numero de animales y de peso similar, evitando sobrepasar los 5 g/l de
densidad, de acuerdo a las recomendaciones de la (OECD, 2019), como lo evidencia la
tabla 15, donde se registran los datos iniciales de los tratamientos que se usaron en esta

prueba.

Los tratamientos definidos para esta prueba fueron cinco: Tratamiento | (Control harina
45% comercial ITALCOL S.A.), Tratamiento Il (Dieta practica Dosis 0), Tratamiento Il
(Dieta Préactica Dosis 15 ug) con tres replicas, Tratamiento IV (Dieta Préactica Dosis 30 ug)
con tres replicas y Tratamiento V (Dieta Practica Dosis ECL 30 pl/ml) con tres replicas;
todas las unidades de cultivo contaron con las adecuaciones mencionadas en el levante y

cria de larvas y se midieron parametros fisico quimicos del agua en todos los tanques.

Tabla 15. Parametros iniciales evaluacién de toxicidad oral aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas
practicas con inclusién de harina de semillas de Erythrina edulis en dos dosis diferentes de lectinas

(15y 30 ug/ml) y lectina ECL, en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

Tratamiento V

Tratamiento | Tratamiento Il Tratamiento Il Tratamiento IV
. . . o . o . o Harina 45%
PARAMETROS Harina 45% Dieta Practica  Dieta Practica  Dieta Practica )
) ) ) Dosis (30 pl/ml)
Italcol S.A. Dosis (0 pg) Dosis (15 pg) Dosis (30 ug) )
Lectina ECL
N° Peces Iniciales 10 7 8,3 8,3 8,3
Peso inicial (gr) 6,4 7,4 7,8 7,6 8,2
N° Dias prueba piloto 4 4 4 4 4
Biomasa inicial (gr) 64,0 51,8 60,8 60,3 62,2
% Alimento/Biomasa 8 8 8 8 8
Racion/dia 512 4,14 4,86 4,82 4,98
N° Comidas/dia 3 3 3 3 3
1ra Comida (50ul) (gr) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Volumen (lts) 20 20 20 20 20
Densidad (gr/Its) 3,20 2,59 3,04 3,02 3,11
Repeticiones x Tratamientos 2 2 3 3 3

Fuente: Vela H. 2022
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De las tres comidas que se ofrecieron a los cinco tratamientos, la primera comida del dia
se hizo via intragastrica, con una micropipeta NICHIRYO 5000 graduada de 200 i,
asegurando el ingreso de una papilla limpia, cremosa y homogénea, producto de la mezcla
de la dieta y agua a una relacion de 1:4 respectivamente, en el estbmago. Esta mezcla se
realiz6 en un tubo Falcon de 15 mly se mezcl6 con la ayuda de un Vortex Thermo Scientific
M37615. Para esta primera alimentacion se anestesioé a los animales con una solucién
stock de 100mg/ml de Aceite de clavo — Eugenol por un litro de agua. Se tomo 50ul de la
papilla y se ofrecié via intragastrica a los alevinos, los cuales fueron tomados de la parte
dorsal y expuestos ventralmente para la introduccién de la punta con el alimento, como se

evidencia en la figura 20. No se presentaron dafios o mortalidades por este procedimiento.

Para la alimentacion de los tratamientos | y I, los cuales contaban con una sola réplica,
fue ofrecida la primera comida via intragastrica y la otra se suministré6 normalmente.

T Laiad
“ _I?.,‘

Figura 20. Preparacion de alimento para la 1.2 comida del dia via intragastrica, para la evaluacién
de la toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusién de harina de
semillas Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (15 y 30 pg/ml) en alevinos de tilapia
nilética (Oreochromis niloticus). A. Pesaje dieta practica. B. Solucion Salina Estéril (9ml) C.
Alimento preparado. D. Mezcla de alimento Vortex. E -F. Sedacion alevinos stock Eugenol. G a I.

Suministro primera alimentacion via intragastrica. Fuente: Vela H. 2022.
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La preparacion del alimento para el tratamiento V se basé en el calculé de la racién diaria
de harina 45% comercial Italcol de las tres replicas, como lo muestra la tabla 16. Se
tomaron 300 pl de ECL Biotinilada de Vectorlabs y se mezclé con suero fisioldgico estéril
a una relacion de 1:3, a razén de la dosis (30 pug/ml) mencionada en la patente nimero
WO 2017/109587 Al (Iregui & Barato, 2017), como se observa en la figura 21. La papilla
tanto para la primera alimentacion intragastrica y las dos restantes comidas se mezclaron
también a una relacion de 1:3 de harina 45% comercial y la ECL en solucién salina estéril

respectivamente. En la figura 22 se evidencia la preparaciéon de las siguientes raciones.

Tabla 16. Datos para la preparacion del alimento del tratamiento V, con Lectina Erythrina crista- galli

(ECL) (30 pl/ml) para en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

e Racion/ dia Dosis Patente ECL/Tanque ECL/Tanque
Hna. 45% ltalcol (gr) ECL (30 pl/ml) (Hg) (ul)
R1 13,00 30 455 91,00
R2 16,00 30 560 112
R3 13,00 30 455 91
TOTAL 1470 294,00

Fuente: Vela H. 2022

Figura 21. Preparacion del alimento del tratamiento V, con lectina Erythrina crista galli (ECL) (30
pI/ml) para en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus). A. Muestra de SSE (100 ml) . B.
Micropipeta con lectina (300 pl) C - D. Lectina de Vectorlabs (ECL). E. Mezcla de lectina en SSE.

F. Pesaje de harina 45% para mezclar con lectina. Fuente: Vela H. 2022.
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Las otras dos comidas del dia fueron ofertadas de la misma manera como se describe en

la prueba inmediatamente anterior, con una jeringa de 5 mL, como lo presenta la figura 22.

Hubo consumo total del alimento por parte de los animales de los 12 tanques.

Figura 22. Preparacion de alimento para la 2.2 y 3.2 comida del dia para la evaluacion de la toxicidad
aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusion de harina de semillas Erythrina edulis
con dos dosis diferentes de lectina (15 y 30 pg/mL) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis
niloticus). A. Tanques. B. Pesaje de las dietas practicas. C. Alimento preparado. D. Pesaje dieta
practica. E - F. Mezcla de alimento con SSE. G. Papilla de alimento preparado. H. Alimento embalado

en jeringa 5 mL. I. Alimentacion de alevinos de tilapia. Fuente: Vela H. 2022.

En esta evaluacion se realizé observacion de los peces que Consumian el alimento (AC),
peces que Repetian el consumo (AR) y los peces que Regurgitaban (AG) y/o rechazaban,
en las dos ultimas comidas del dia. No se tuvo en cuenta el calculo de manera experimental
del porcentaje del Alimento Consumido (AC), total del Alimento Suministrado (AS) ni el
Consumo Aparente (CA), dado que el alimento preparado se logra observar que es

consumido o no por el animal.

Los principales parametros fisico-quimicos de agua se mantuvieron estables durante la
evaluacion. Finalmente se realizé sacrificio de los animales mediante sobredosis de
anestesia con eugenol y corte de la médula espinal para luego realizar observacién en

fresco de todos sus érganos, especialmente estdmago e intestino, donde se busco verificar
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el consumo del alimento ofrecido; los tejidos se enviaron a andlisis para descartar posibles

lesiones macro e histopatolégicas de tracto gastrointestinal.

= Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la inclusion de dietas practicas con inclusién de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (15 y 30 ug/ml) y lectina ECL en
alevinos de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus), como peces que consumieron, peces
gue repitieron, peces que regurgitaron y mortalidad, se sometieron a un ANOVA de una
via con arreglo factorial 2 x 5, donde se estudiaron dos tipos de harinas y cinco niveles de
inclusion. El supuesto de homogeneidad de varianzas se verific6 mediante la prueba de
Levene y la normalidad de los residuos se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Para cada modelo se verifico distribucion normal. Asi mismo, los datos se sometieron a
una comparaciéon de medias usando la prueba Tukey HSD con probabilidad de p<0,05.

Para el analisis de los datos se utilizo el software estadistico IBM SPSS Statistics.

Para la evaluacion histopatolégica se analizaron las diferencias con estadistica no

paramétrica al asignar a variables cualitativas calificadores cuantitativos (Kruskal-Wallis)

3.3.6 Evaluacion histopatologica de la toxicidad aguda (96
horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusion de
harina de semillas Erythrina edulis con cuatro dosis
diferentes de lectina (15, 30, 150 y 300 pg/ml) y lectina ECL

en alevinos de tilapia nildtica (Oreochromis niloticus).

Se tomaron muestras de cerebro, 0jo, branquias, higado, rifién, bazo, estbmago e intestino
de los peces alimentados con las dietas practicas al inicio y final del ensayo que fueron

fijados en formol buferado al 10% y con posterior procesamiento histotécnico para obtener
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laminas con coloracion H&E para evaluacién histopatolégica. Se construyé un sistema de
puntuacion de lesiones que incluyo la evaluacién de los siguientes cambios microscopicos

con calificacion de severidad y extensién, asi:

Lesiones a evaluar:

En tracto gastrointestinal (TGlI):
1. Muerte celular epitelial
2. Hiperplasia epitelial

3. Degeneracion de las capas musculares

Adicionalmente, tanto en (TGI) como en los demas 6rganos se califico:
4. Inflamacion

5. Necrosis

Calificacion de lesiones:

0: Severidad y extension ausente

1: Severidad leve y extensién focal

2: Severidad moderada y extension multifocal

3: Severidad moderada a severa y lesion extensa

4: Severo y generalizado
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3.4 Resultados

3.4.1. Calidad de agua

Los principales parametros fisico-quimicos de agua utilizada en todas las pruebas donde
se sembraron las larvas de tilapias se mantuvieron estables durante la evaluacion (Tabla
17).

Tabla 17. Parametros Fisico-Quimicos del agua de tanques para la cria de los ocho lotes de larvas

de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) criadas en el bioterio.

PARAMETROS CALIDAD DE AGUA

LOTES Fecha Tem;()oe(::ltura OD (ppm) % Saturacién pH
LOTE | 15/01/20 28,68 4,78 57,63 7,43
LOTE Il 3/10/20 28,58 4,68 58,21 7,37
LOTE Il 1/02/21 28,59 4.8 58,64 7,51
LOTE IV 21/06/21 28,66 4,63 57,91 7,32
LOTE V 6/08/21 28,65 4,65 58,56 7,23
LOTE VI 27/08/21 28,58 4,74 57,65 7,36
LOTE X 9/03/22 28,68 4,76 59,73 7,5
LOTE XI 16/05/22 28,68 4,52 58,93 7,38

PROMEDIOS 28,64 4,70 58,41 7,39

Fuente: Vela H. 2022

En la tabla 18 se muestran los intervalos de confianza mediante una prueba de T- Student
para comparar las medias de cada parametro fisicoquimico del agua contenida en los
tanques durante la cria de larvas. En ella se observa los limites inferior y superior de cada
pardmetro. No fueron encontradas diferencias de los datos obtenidos, tanto para

temperatura (°C), oxigeno disuelto (OD), porcentaje de saturacion de oxigeno (%) y pH.
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Los parametros estuvieron dentro del rango para la cria de larvas de tilapia nilética

(Oreochromis niloticus) y no se encontraron diferencia significativa entre lotes.

Tabla 18. T - Student. Limites Inferior y Superior de los intervalos de confianza de la diferencia de
los parametros fisico quimicos del agua en la cria de larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus)
en el Bioterio de CORPAVET®.

95% de intervalo de

) ] Diferencia ]
Parametros t gl Sig. (bilateral) ) confianza de la
de medias ) ]
diferencia

Inferior Superior

Temperatura 1752,703764 7 0,000 28,638 28,599 28,676

Oxigenos Disuelto 141,5595763 7 0,000 4,695 4,617 4,773
Saturacién 231,5179373 7 0,000 58,408 57,811 59,004

pH 225,7859501 7 0,000 7,388 7,310 7,465

No fueron encontradas diferencias significativas para los parametros fisico quimicos del agua
de todas las pruebas realizadas con respecto al consumo (ANOVA) y evaluacion

histopatoldgica de toxicidad aguda de E. edulis (Prueba de Kruskal-Wallis).

3.4.2. Estado sanitario de tilapias niloticas (Oreochromis niloticus)
usadas en todas las evaluaciones de toxicidad aguda de

Erythrina edulis.

Al momento de la recepcion de las larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) en el
Bioterio de la corporacién veterinaria CORPAVET, se realizé analisis en fresco, de

histopatologia, RT-PCR para virus de la tilapia del lago (TiLV) y aislamiento bacteriolégico
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para evaluar su estado sanitario. Todos los lotes con los que se trabajaron las evaluaciones

y pruebas piloto de toxicidad presentaron resultados negativos, como se evidencia en la

tabla 19 y Anexo |I.

Tabla 19. Resultados de laboratorio del estado sanitario de los lotes de tilapia nilética (Oreochromis

niloticus) criadas en el Bioterio.

INGRESO BIOLOGIA MOLECULAR
LOTE ORIGEN LABORATORIO RESULTADO RESULTADO
LARVAS
FECHA N° REGISTO
| HUILA 15/01/20 CM-20-009 NEGATIVO - ARN TiLV
Il HULA 3/10/20 CM-20-0610 NEGATIVO - ARN TiLV
CM-21-066
11l HULA 1/02/21 CM-21-067 NEGATIVO - ARN TiLV
CM-21-068
\Y HULA 21/06/21 CM-21-344 NEGATIVO - ARN TiLV
CM-21-471
\% HULA 6/08/21 CM-21-472 NEGATIVO - ARN TiLV
CM-21-473
CM-21-492
\ HULA 27/08/21 CM-21-493 NEGATIVO - ARN TiLV
CM-21-494
X HUILA 9/03/22 CM-22-0083 NEGATIVO - ARN TiLV
Xl HUILA 16/05/22 CM-22-0178 NEGATIVO - ARN TiLV

Fuente: Vela H. 2022

Los primeros seis lotes con resultado negativo para RT-PCR para virus de la tilapia del
lago (TiLV) y buen estado sanitarios. En el 2022 se realiz6 la cria de los dos ultimos lotes,
9 de marzo (Lote X) y del 13 de mayo (Lote Xl), lotes con resultado negativo para RT-PCR
para virus de la tilapia del lago (TiLV).

En la figura 23 se registra la curva de crecimiento de larvas del lote 11 02-10-20 de tilapia

nilética (Oreochromis niloticus) en el Bioterio de CORPAVET®.
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Curva de crecimiento de larvas de tilapia nilotica (Oreochromis
niloticus) en Bioterio
Larvas Lote Il 02-10-20
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Figura 23. Curva de crecimiento de larvas de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) en
Bioterio de CORPAVET®. Larvas Lote Il 02-10-20 — Peso: >1,2 g. Por Hernan A. Vela M.

3.4.3. Prueba piloto evaluacion de la toxicidad de la harina de
semillas de Erythrina edulis en alevinos de tilapia nilética

(Oreochromis niloticus).

= Consumo harina

La prueba de normalidad Shapiro-Wilk mostré6 comportamiento normal de los datos, ver
tabla 20. Fue realizado Andlisis de Varianza (ANOVA) de una sola via, con test de Tukey,

con respecto al dia y la hora del suministro de la harina, ver tabla 21 y 22.



123

Tabla 20. Resultados de la prueba de normalidad de los datos de consumo de harina de semillas

E. edulis.

Kolmogérov-Smirnov Shapiro-Wilk
Tratamientos
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Consumo porcentual N

. 0,182 10 ,200 0,927 10 0,422
aparente tratamiento 1

Consumo porcentual "

0,183 10 ,200 0,942 10 0,572

aparente tratamiento 2

Tabla 21. ANOVA. Consumo de harina de semillas E. edulis en los tratamientos con respecto al dia

de suministro.

) Suma de Media )
Tratamientos - Sig.
cuadrados cuadratica
Consumo porcentual aparente Entre grupos 9,223 3 3,074 0,134 0,936
Tratamiento 1 Dentro de grupos 137,683 6 22,947
Consumo porcentua| aparente Entre grupos 100,595 3 33,532 1,277 0,364
Tratamiento 2 Dentro de grupos 157,518 6 26,253

Tabla 22. ANOVA. Consumo de harina de semillas E. edulis en los tratamientos con respecto a la

hora de suministro.

) Suma de Media )
Tratamientos gl - Sig.
cuadrados cuadratica
Consumo porcentual aparente Entre grupos 57,247 2 28,624 2235 0178
Tratamiento 1 Dentro de grupos 89,659 7 12,808
Consumo porcentual aparente ~ ENtré grupos 99,215 2 49,607 2185 0183
Tratamiento 2 Dentro de grupos 158,898 7 22,700
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Para el consumo aparente de harina en los dos tratamientos (I y II) no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05), ni con respecto al dia ni a la hora en que fue
suministrado el alimento. Fue verificado que hubo consumo de la harina preparada de

semillas de Erythrina edulis por parte de alevinos de cada uno de los tratamientos.

= Peso Final

La ganancia de peso de los alevinos de tilapia nil6tica de los tratamientos alimentados con
harina de semillas de E. edulis, no presentd diferencias significativas (p > 0,05), ver tabla
23.

Tabla 23. ANOVA. Diferencia de peso de los alevinos de tilapia nilética por consumo de harina de

semillas de E. edulis en los tratamientos.

) Suma de Media )
Tratamientos gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 0,000 1 0,000 0,100 0,768
Peso neto Tilapias niléticas
o Dentro de grupos 0,001 4 0,000
(Oreochromis niloticus)
Total 0,001 5

= Sobrevivencia

No se presentaron mortalidades en ninguno de los dos tratamientos mientras se realiz6 la
prueba piloto de toxicidad de la harina de semillas de Erythrina edulis en alevinos de tilapia

nilética.
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3.4.4. Prueba piloto de evaluacion de la toxicidad de la harina
EXTRUIDA de semillas de Erythrina edulis en alevinos de

tilapia nilotica (Oreochromis niloticus).

= Consumo harina extruida

Para esta prueba se realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) de una sola via con test de
Tukey con respecto al porcentaje de Consumo del alimento (AC), porcentaje de Repeticion
del consumo (AR), porcentaje de Regurgitacion o rechazo del alimento (AG) representada
en la tabla 24, ademas del porcentaje de consumo de harina extruida de E. edulis entre
tratamientos, ver tabla 25. Para ninguna de las variables se encontraron diferencias
significativas (p>0,05), verificando que todos los animales consumieron el alimento

extruido de harina de semillas de E. edulis.

Tabla 24. ANOVA. Diferencia de variables de los alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus)

por consumo, repeticién y regurgitacion de harina EXTRUIDA de semillas de E. edulis.

) Suma de Media )
Tratamientos gl ) F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 8,17 1 8,167 0,188 0,687
Peces que consumieron
) Dentro de grupos 173,33 4 43,333
alimento (AC)
Total 181,50 5
Entre grupos 24,00 1 24,000 0,172 0,699
Peces que repitieron
) Dentro de grupos 557,33 4 139,333
alimento (AC)
Total 581,33 5
Entre grupos 40,33 1 40,333 0,976 0,427
Peces que regurgitaron
Dentro de grupos 82,67 2 41,333

alimento (AC)
Total 123,00 3
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Tabla 25. ANOVA. Diferencia de consumo de la harina EXTRUIDA de semillas de E. edulis por los

alevinos de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) en los tratamientos.

Suma de Media

Tratamientos gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1014,78 1 1014,780 1,573 0,278
Consumo de harina extruida
) Dentro de grupos 2579,80 4 644,950
entre tratamientos
Total 3594,58 5

= Peso Final

La ganancia de peso de los alevinos de tilapia nilética de los tratamientos alimentados con
harina extruida de semillas de E. edulis y harina control comercial no present6 diferencias

significativas (p>0,05).

= Sobrevivencia

No se presentaron mortalidades en ninguno de los dos tratamientos mientras duro la
prueba piloto de toxicidad de la harina extruida de semillas de Erythrina edulis en alevinos

de tilapia nilética.

Los principales parametros fisico-quimicos de agua se mantuvieron estables durante la
prueba piloto. En el Anexo J se encuentra el registro de los parametros obtenidos durante

la prueba.
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3.4.5. Evaluacion de latoxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de
dietas préacticas con inclusion de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (150 y
300 pg/ml) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis

niloticus).

= Consumo dietas practicas

Para los tres tratamientos, dieta préctica sin inclusién de dosis de lectina y dietas con dosis
de 150 y 300 ug/ml a través de la harina de semillas de E. edulis, se realiz6 una Andlisis
de Varianza (ANOVA) de una sola via con test de Tukey con respecto al consumo y no se
encontraron diferencias significativas (p> 0,05) entre los tratamientos (Tabla 26). Todos los

animales de cada tratamiento consumieron dieta practica.

Tabla 26. ANOVA. Consumo de dietas practicas sin dosis y con dosis de 150 y 300 pg/ml de lectina

a través de harina de semillas de E. edulis por alevinos de tilapia nil6tica.

Suma de Media

Tratamientos gl » F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 0,118 2 0,059 0,103 0,904
Consumo de dietas practicas
sin dosis, con 150 y 300 Dentro de grupos 3,466 6 0,578

pg/ml
Total 3,584 8




128 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

= Peso Final

Para la ganancia de peso de los alevinos de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) de los
tratamientos alimentados con dietas practicas con inclusion de lectina con harina de
semillas de E. edulis, se realiz6 una Andlisis de Varianza (ANOVA) de una sola via con
test de Tukey con respecto al consumo y no se encontraron diferencias significativas

(p > 0,05) entre los tratamientos, ver tabla 27.

Tabla 27. ANOVA. Ganancia de peso de alevinos de tilapia nil6tica alimentados con dietas practicas

sin dosis y con dosis de 150 y 300 pyg/ml de lectina a través de harina de semillas de E. edulis.

Suma de Media

Tratamientos cuadrados g cuadratica F Sig.
Entre grupos 0,247 2 0,123 2,814 0,137
Ganancia de pesos Dentro de grupos 0,263 6 0,044
Total 0,510 8

= Sobrevivencia

No se presentaron mortalidades en ninguno de los tres tratamientos mientras se realizé la
evaluacion de toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusion
de harina de semillas Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 ug/ml)

en alevinos de tilapia nil6tica.
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3.4.6. Evaluacion de latoxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de
dietas préacticas con inclusion de harina de semillas
Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (15y 30
pg/ml) y lectina ECL en alevinos de tilapia nilética

(Oreochromis niloticus).

» Consumo dietas practicas

Se realiz6 una Andlisis de Varianza (ANOVA) de una sola via con test de Tukey con
respecto al consumo y no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los
tratamientos, ver tabla 28. Los animales de los tratamientos consumieron las dietas
practicas con su respectiva dosis de lectina y la lectina ECL, fuera de la alimentacion

intragastrica que se les ofrecio.

Tabla 28. ANOVA. Consumo de dietas practicas con dos dosis diferentes de lectina (15 y 30 pg/ml)

y lectina ECL en alevinos de tilapia nildtica.

] Suma de Media ]
Tratamientos gl N F Sig.
cuadrados cuadrética
practicas con dosis de Dentro de
) 2,117 8 0,265
lectina 15y 30 pg/mly grupos
lectina ECL Total 3,176 12

= Peso Final

En la diferencia de peso entre los alevinos de tilapia nilética de los tratamientos
alimentados con dietas practicas con inclusion de lectina en dosis de 15 y 30 uyg/ml y con
lectina de Erythrina crista-galli (30 pg/ml) no se encontraron diferencias significativas (p >
0,05), esto a través de una prueba de Shapiro-Wilk y un Analisis de Varianza (ANOVA).
Ver tabla 29.
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Tabla 29. ANOVA. Ganancia de peso de alevinos de tilapia nil6tica alimentados con dietas practicas

con dos dosis diferentes de lectina (15 y 30 ug/ml) y lectina ECL.

) Suma de Media )
Tratamientos gl » F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 5,586 4 1,396 2,423 0,133
] Dentro de
Ganancia de pesos 4,611 8 0,576
grupos
Total 10,197 12

= Sobrevivencia

No se presentaron mortalidades en ninguno de los tres tratamientos mientras se realizé la
evaluacion de toxicidad aguda (96 horas)(OECD, 2019) de dietas practicas con inclusion
de harina de semillas Erythrina edulis con dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 pg/ml)

en alevinos de tilapia nil6tica.
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3.4.7. Composicién nutricional de las materias primas de las dietas

practicas con inclusion de harina de semillas de Erythrina
edulis en 4 dosis diferentes de lectina (15, 30, 150 y 300

pg/mil).

Tabla 30. Composicion nutricional de las materias primas utilizadas en la formulacion de dietas

practicas para la evaluacion de la toxicidad de la harina de semillas de Erythrina edulis en alevinos

de tilapia nilotica.

Tortade
Visceras Harina Arroz
Nutriente Hemoglobina Soya Balu
Pollo Pescado Cristal
Americana

Humedad (%) 4,71 6,57 5,02 11,69 11,55 8,14
Energia Bruta (Kcal/kg) 3964,2 4241.64 5295.47 3782.63 4184.75 3 856.35
Proteina Cruda (%) 63,4 57,46 91,58 6,91 46,48 20,27
Extracto Etéreo (%) 12,38 7,76 0,51 1,41 1,43 0,81
Fibra cruda (%) 0,29 1 0,6 0,55 3,82 7,11
E.L.N. (%) 7,85 11,35 5,09 90,56 41,9 65,05
Cenizas (%) 16,08 22,43 2,22 0,57 6,37 6,76
Calcio (%) 45 6,28 1,49 0,04 0,27 0,05
Fosforo Total (%) 1,7 3,14 0,23 0,26 0,62 0,26 *
fésforo Disponible (%) 1,4 3,04 0,0027 1,7 0,65 0,81
Lisina (%) 2,72 3,79 9,89 0,29 2,86 1,4
Metionina (%) 1,02 1,49 1,17 0,17 0,61 0,27
Treonina (%) 1,75 2,27 4,21 0,26 1,89 1,18
Tript6fano (%) 0,4 0,63 1,25 0,12 0,68 0,13
Arginina (%) 3,7 3,33 3,57 0,55 3,42 1,14
Valina (%) 2,08 2,52 8,88 0,4 2,36 1,13
Isoleucina (%) 1,79 2,23 1,01 0,31 2,23 1,05
Leucina (%) 3,91 3,76 13,25 0,55 3,57 1,67

Fuente: NCR, 2011 * (Espinoza et al., 2021; Quintero et al., 2013)
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Tabla 31. Composicién nutricional de las dietas utilizadas para la evaluacion de la toxicidad de la

harina de semillas de Erythrina edulis en alevinos de tilapia nil6tica.

Nutriente Control 15 pg 30 ug 150 pg 300 pg
Energia Bruta (Kcal/Kg) 4471,631 4471,987 4472,54 4476,57 4481,557
ED Tilapia (Kcal/Kg) 3656,103 3656,124 3656,242 3656,844 3657,53
Proteina Cruda (%) 47,48 47,517 47,563 47,933 48,399
Extracto Etéreo (%) 7,685 7,685 7,687 7,703 7,723
Ac. Linoleico (C18:2n6) (%) 1,111 1,11 1,11 1,106 1,102
Fibra Cruda (%) 1,39 1,404 1,418 1,53 1,67
Cenizas (%) 10,205 10,221 10,239 10,382 10,563
Calcio (%) 2,421 2,422 2,423 2,434 2,448
Fosforo Total (%) 1,36 1,361 1,361 1,366 1,372
Lisina (%) 2,956 2,958 2,962 2,988 3,022
Metionina (%) 1,09 1,09 1,09 11 1,115
Treonina (%) 1,825 1,827 1,829 1,85 1,876

Fuente: (Rodriguez, 2022)

3.4.7. Evaluacion histopatolégica de la toxicidad aguda

En cerebro, o0jo, branquias, higado, rifién y bazo no se observaron lesiones relevantes en

ninguno de los grupos experimentales, ni en el control.

En estdmago e intestino las lesiones de hiperplasia epitelial y degeneracion de las capas
musculares no se observaron en ninguno de los grupos experimentales, ni en los controles,

ni en los tratados como evidencia las figuras 24 Ay B.

En estdmago e intestino tanto del grupo control negativo, cobmo de los 4 grupos
experimentales (15ug/ml, 30ug/ml, 150ug/mly 300ug/ml de EEL) se observo presencia de
muerte celular epitelial, inflamacién y necrosis como se observa en la figura 24, en grados

de severidad y extensioén calificados entre 1y 3, Ver Anexo K.

No se observaron diferencias entre los grupos experimental y controles con lesiones

relacionadas con la toxicidad de las dietas practicas.
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Figura 24. Estdmago e intestino de alevinos de tilapia nil6tica tras el consumo de dieta control (A'y

E) y dietas practicas con inclusion de Erythrina edulis lectina (EEL) en concentracién de 15ug/ml
(F), 30ug/ml, 150ug/ml (B) y 300ug/ml (C y D), H&E. A. Estructura normal del estmago de un
alevino del grupo control. Se observa la linealidad del epitelio y conformacién normal del tejido
glandular de la submucosa. B. Estructura normal del intestino de un alevino del grupo alimentado
con dieta practica con inclusiéon de 150ug/ml de EEL. Se observa normalidad en la arquitectura del
tejido con linealidad del epitelio y grosor normal de las capas musculares de la pared intestinal. C.
Estémago de alevino alimentado con dieta practica con inclusién de 300ug/ml de EEL. Se observa
pérdida de continuidad del epitelio gastrico, con foco de necrosis, infiltrado inflamatorio
principalmente linfocitico de forma leve a moderada y multifocal. D. Estbmago de alevinos de tilapia
con dieta préactica con inclusién de 300ug/ml de EEL. Se observa necrosis y pérdida de continuidad
del epitelio, infiltrado principalmente linfocitico en mucosa y submucosa y dilatacion de las glandulas
gastricas. E. Intestino de alevinos de tilapia con dieta control. Conservacion de la linealidad del
epitelio intestinal con moderada muerte celular epitelial e infiltrado linfocitico multifocal en mucosa
y submucosa. F. Intestino de alevinos de tilapia alimentados con dieta practica con inclusién de
15ug/ml de EEL. Se observa muerte celular epitelial, necrosis e infiltrado linfocitico severo de la
mucosa y submucosa con fotos de hemorragia. Fuente: Barato P. 2022
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3.5 Discusion

3.5.1. Cria de larvas de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus)

En las investigaciones desarrolladas en acuicultura es comun observar cambios
constantes en temperatura (°C), oxigeno disuelto (OD), porcentaje de saturacién de
oxigeno (%) y pH, por una gran variedad de factores, iniciando por los mismos animales,
por lo que la toxicidad de sustancias que estén en contacto con el agua también presentara

cambios en sus concentraciones.

Boyd & Tucker (1998) definen la calidad de agua como el conjunto de las variables fisicas
y quimicas que influyen en la produccion de especies acuaticas, siendo que, las practicas
de manejo de cultivo de peces tienen como objetivo mantener esas variables en el rango
adecuado. Las variables monitoreadas en esta investigacion son elementos determinantes
para la buena calidad y de la evolucién del crecimiento de los peces. Salazar & Flores
(2015) hacen referencia a ciertos parametros ideales para la especie, que son descritos en
la tabla 32.

Tabla 32. Parametros fisico-quimicos del agua ideales para el cultivo de tilapias

PARAMETROS CALIDAD DE AGUA

Parametro Rango
Temperatura de agua Minima: > 24 °C
Oxigeno disuelto >4,5mg.L-1
pH 6ptimo 65-9
Visibilidad 6ptima 30-45 cm
Dureza (CaCO3) 50-350 ppm
Amonio téxico NH3 0,01-0,1 mg.L-1
CO2 <20 mg.L-1
Sulfatos <18 mg.L-1
Cloruros <5mg.L-1
Fosfatos 0.6-1,5mg.L-1
Alcalinidad 0,1-0,2 mg.L-1

Fuente: (Salazar & Flores, 2015)



135

Los datos obtenidos en estas evaluaciones de toxicidad indican que, si bien no existen
diferencias significativas estadisticamente entre los tratamientos y de calidad de agua, no
hay efectos negativos en los animales y es posible adicionar al alimento como fuente de
nutrientes la Erythrina edulis. Los parametros se encontraron dentro de los rangos éptimos

para el cultivo y bienestar de la tilapia.

La tilapia es un animal relativamente resistente a enfermedades y susceptible a los
parasitos protozoarios y algunas bacterias; asimismo, la calidad de agua, densidad y la
alimentacion ofrecida son detonantes para desatar estrés en los animales, ocasionando el
inicio de un proceso infeccioso que conlleva a perder individuos de una poblacion de
estudio. Wang et al. (2022) mencionan que el estrés es un factor importante que afecta el
bienestar de un animal, incluido los peces; también crea una situacion fisiol6gica que va
mas alla del nivel normal de tolerancia, comprometiendo asi las defensas naturales de los

peces y aumentando su susceptibilidad a los patégenos.

En los experimentos que involucraron larvas y alevinos de tilapia nil6tica utilizados en las
diferentes pruebas de toxicidad, se redujo en lo posible todo factor que ocasionara estrés
y canibalismo, logrando una sobrevivencia mas del 30% en la etapa de reversion y mas
del 25% en alevinaje en los lotes trabajados, sin presencia de ningun signo clinico de
enfermedad o mortalidad. Por lo anterior, se consideraron animales sanos, representados
en resultados de evaluacion en fresco, para descartar la presencia de ectoparasitos,
observaciones macroscopicas externas e internas, microbiologia, histopatologia y PCR
para TiLV.

Las lesiones histopatolégicas observadas de muerte celular epitelial, necrosis e
inflamacién en el 100% de individuos de los grupos experimentales de las dietas practicas
y controles, estan asociadas con el efecto de la calidad de las materias primas usadas para
la preparacion de las mismas. A pesar de que su efecto no llevd a lesiones severas que
condujeran a la muerte, si evidencié la necesidad de garantizar la calidad del

almacenamiento de las materias primas antes de cualquier investigacion en laboratorio.
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Estas lesiones agudas de toxicidad han sido reportadas en tilapia, relacionadas con el
efecto de la rancidez de la dieta; sin embargo, la severidad observada en nuestro estudio
es inferior a la demostrada en la literatura ante la exposicion prolongada de estos

componentes (Tacon, 1996).

A pesar de la presencia de las lesiones agudas por las materias primas de la dieta, no se
observoé ni hiperplasia epitelial y/o degeneracion de las capas musculares, ni se observo
mortalidad en los peces experimentales, por lo que se determina segura la dieta practica.
Se consideran estos aspectos de la calidad de las materias primas para la preparacion de

las dietas a usar en los ensayos posteriores (Capitulo 4).

3.5.2. Formulacion y procesamiento de dietas con inclusién de

harina de semillas de Erythrina edulis.

Una vez obtenidas las materias primas para el procesamiento de dietas, es necesario
verificar que las materias primas a trabajar se encuentren en forma de harina, incluidas las

harinas de las semillas de Erythrina edulis.

En este estudio se evaluaron los efectos nutricionales, hasta la toxicidad de la harina de
semillas de Erythrina edulis en la etapa de alevinaje, donde se evidencié la voracidad y
aceptacion con la que consumieron cada una de las dietas ofrecidas en todas las
evaluaciones, tanto de harina y harina extruida. En la figura 25 se observa el contenido
gastrointestinal con material particulado compatible con material vegetal de la harina de
semillas de Erythrina edulis suministrada, demostrando que los porcentajes de inclusién
en las dietas no afectaron la palatabilidad del alimento e indica que la tilapia nilética
(Oreochromis niloticus) tolera bien esta materia prima; ademas, el uso de esta legumbre
no genero diferencias significativas en crecimiento y porcentaje de sobrevivencia (100%)

de los animales.
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Figura 25. Evidencia de consumo de harina y harina extruida de semillas de Erythrina edulis de alevinos

de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus). A. Contenido estomacal. B. Observaciéon al microscopio de

intestino de tilapia C. Fraccion de intestino con contenido alimenticio D. Observacién al microscopio de

intestino de tilapia Fuente: Vela H. 2022

Es escasa la informacién referente al uso del bald (Erythrina edulis) en dietas para

alimentacion animal (Tabla 33). No existen reportes donde se hayan realizado estudios

utilizando esta fuente vegetal en dietas para la alimentacion de alevines de tilapia nil6tica

(Oreochromis niloticus).

Tabla 33. Usos del Balu (Erythrina edulis) en alimentacion animal

Autor Origen Especie Fase Uso
Rodrigo. (2017) Colombia  Pollos (Cobb 500) Engorde Harina/Balanceado
Anaconda et al. (2018) Peru Cuyes mejorados Engorde Forraje
Delgado et al. (2019) Colombia Conejos Crecimiento y engorde Alimento paletizado
Garcia. (2014) Peru Cuyes mejorados Crecimiento y engorde Forraje

Morrillo et al. (2013) Venezuela  Cachaza negra
Guevara et al. (2013) Peru Cuyes mejorados

Sanchez. (2015) Peru Cuyes mejorados

Crecimiento y engorde
Crecimiento y engorde

Crecimiento y engorde

Harina/Balanceado
Harina/Balanceado

Forraje/ Balanceado

Fuente: (Quezada, 2021)
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Valdez-Gonzales et al. (2021) mencionan que cuando de requerimientos proteinicos se
trata, es necesario considerar la calidad de las proteinas, el contenido de energia y la
digestibilidad de los ingredientes, por lo que al incluir una mezcla de cereal/leguminosa en
las raciones para tilapia, se garantice que puedan contar con una cantidad importante de
proteina de alto valor biol6gico, que se traduce en una adecuada disponibilidad de
aminoacidos esenciales, acidos grasos y alta digestibilidad de la proteina. Asi, Quezada
(2021) resalta el alto valor biolégico de la proteina del ball, cuya proteina contribuye
aproximadamente al 20% de la energia total mas. El anterior valor, establecido bajo la
regulacion de la Unién Europea, llegando a aportar hasta el 27% de la energia total
(Parlamente Europeo, Reglamento (CE) N° 1924/2006).

Nidhina & Muthukumar (2015) mencionan que en las legumbres los compuestos
antinutricionales mas comunes son los inhibidores enziméaticos, como tripsina,
guimotripsina y a-amilasa. Los inhibidores de tripsina, son los antinutrientes mas
estudiados en legumbres. Estos antinutricionales se pueden controlar o eliminar con
procesos de coccidn, con condiciones de calentamiento (combinacién tiempo-
temperatura), procesos que son importantes para que se aumente la biodisponibilidad de

los nutrientes, pero sin provocar una degradacién significativa (Mehta, 2015).

Como lo mencionan Llanes & Toledo (2011), la inhibicion de las proteasas digestivas por
varias harinas vegetales (torta de soya, gluten de maiz y salvado de trigo) puede suceder
en tilapia del Nilo, ya que al especie mostré gran sensibilidad a los inhibidores de las
proteasas presentes en estos alimentos. Lo anterior se torna sorprendente, si se tiene en
cuenta el habito omnivoro de la especie. No obstante, los autores observaron alta
resistencia de las proteasas digestivas a la inhibicién que produjo la torta de soya, lo que
indicé que esta fuente de proteina en tilapias tiene menos restricciones que para otros

peces.
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En el proceso para la obtencion de la harina se realizé el secado de las semillas del balu
a través de procesamiento térmico, lo que seguramente ayuda a su digestibilidad de sus
proteinas, afectando o destruyendo los niveles antinutritivos, aunque la lectina, la que fue
confirmada luego de todo el proceso de produccién de harina y extruido, estuvo presente

en las dietas préacticas utilizadas y no se presento6 toxicidad de ningun tipo.

3.6 Conclusiones

La harina de semillas de Erythrina edulis, la harina extruida y las dietas practicas con la
inclusiéon de 0,21%, 0,43%, 2,14% y 4,23% de harina de Erythrina edulis no generaron

toxicidad aguda para los alevines de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus).

Se logré la adaptacion y operacion de un sistema estéatico para la evaluacion de dietas

para peces de aguas tropicales en el Bioterio de CORPAVET en la ciudad de Bogota.

La presencia de factores antinutricionales es otra caracteristica que se debe evaluar mas
a profundidad para la inclusion y formulacion en dietas para tilapia nilética (Oreochromis

niloticus).

Se debe conocer los parametros fisico-quimicos del agua para asignar la causa de una
toxicidad a una concentracion conocida de metabolitos secundarios en sistemas de
piscicultura pues siempre habra fluctuaciones de las variables de las concentraciones de
temperatura (T°), oxigeno disuelto (OD), saturacion (%) y el pH que regularan esta

toxicidad.
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4.CAPITULO 4. Reto experimental con
Streptococcus agalactiae en alevinos de
tilapia (Oreochromis niloticus), para la
evaluacion de dietas con inclusion de harina

de semillas Erythrina edulis

4.1 Resumen

Las enfermedades de los peces de aguas calidas estan aumentando por las altas
temperaturas y de paso por la resistencia bacteriana a los antibidticos que esta haciendo
de estas un problema de salud publica a nivel mundial. La tilapia es susceptible a bacterias
como el Streptococcus agalactiae por la alteracién de las variables que componen la
produccion intensiva de esta especie. La transmision de esta enfermedad es horizontal,
por contacto directo de peces infectados a través del tracto digestivo y la via oral como la
principal ruta de ingreso del patdgeno al hospedero. Estos patdgenos se unen a
secuencias especificas de oligosacaridos en la superficie de las células animales,
invadiendo, causando la infeccién y luego la enfermedad. En esta investigacion se
desarrollé el reto experimental con S. agalactiae de tipo salvaje WT (SaTiBe08-18) en
alevinos de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus), los cuales se alimentaron con una dieta
practica con inclusién de lectina de Erythrina edulis (ECL) y una lectina biotinilada de

Erythrina crystagalli comercial. En peces la terapia glicobioldgica antiadhesiva esta en
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desarrollo, por lo cual se requieren estudios sobre la formulacion de dietas con fuentes

naturales de lectinas.

Palabras clave: Dieta, inoculacion, glicoinhibidores de adherencia, Streptococcus,

tilapia.

4.2 Introduccidn

El cambio climéatico, el incremento poblacional y la intensificacion en la produccién acuicola
mundial, mas especificamente en los cultivos superintensivos, favorecen la presentacion
de factores de riesgo y representan un desafio para la sanidad de los peces. La tilapia es
altamente susceptible a infecciones cuando las condiciones de cultivo varian,
particularmente relacionadas con el aumento de temperatura, la cual incrementa la
susceptibilidad a bacterias y provoca muertes, con las altas densidades de siembra, la
reduccion del oxigeno disuelto del agua del cultivo y el pH &cido, lo que se traduce en una
alta mortalidad, sobre todo en etapas de finalizacién, causando lesiones que afectan la
calidad de la canal, con pérdidas econémicas significativas para los piscicultores (Zhao
et al.,, 2023a). En una de las principales empresas exportadoras de tilapia en Colombia,
gue cuenta con una producciéon anual aproximada de 8000 Ton y se ha observado que la
mortalidad por estreptococosis es del 30 al 35%, estimandose pérdidas por un valor de $5
millones de dolares anuales (Gonzalez, 2018). La situacién anterior genera la necesidad
de investigar estrategias biotecnolégicas para la prevencion y control de la enfermedad en

la especie.

La tilapia del Nilo es considerada un pez cosmopolita, encontrandose en casi todas las
regiones del mundo (Assis et al., 2017); asimismo no es ajena a esta situaciéon y de las
enfermedades bacterianas que afectan a la especie, la estreptococosis es la primera
enfermedad bacteriana de peces de agua dulce, y es principalmente causada por
Streptococcus (Akhlaghi et al., 1996). En Colombia en varias regiones del pais y en el

periodo de 2003 a 2013 se caracterizaron los Streptococcus que inducian infeccion en
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tilapias y se demostré un 98,8% de correspondencia gendémica con S. agalactiae, ademas
de un genotipo clonal estable en el pais, denominado ST260, CC553, serotipo Ib que es
hasta el momento el Gnico Streptococcus de peces reportado en Colombia (Barato et al.,
2015). Sin embargo, desde marzo del 2023 se present6 la emergencia de S. agalactiae
1a2021ST7 que afecta todos los grupos etarios de tilapia y que ha representado un desafio

para el sector piscicola (Barato, 2023).

Para el manejo y control de la estreptococosis se realiza tratamiento antibiotico,
vacunaciones y en los casos en que es posible, se modifican las condiciones del agua
(reduccién de temperatura con recambios o incremento de oxigeno con aireacion artificial).
Sin embargo, a pesar de estas estrategias, no se logra aun controlar las mortalidades, por
lo que se requiere desarrollar mecanismos mas efectivos que eviten la infeccion de los

peces.

La transmision de S. agalactiae es horizontal, por contacto directo con peces infectados a
través del tracto gastrointestinal (Iregui et al., 2016; Iregui & Barato, 2017). Esto se ha
comprobado experimentalmente a través de ensayos de inmersion, inoculacion
intragastrica y cohabitacién de peces sanos con enfermos (Iregui et al., 2016; Perera et al.,
1997; Shoemaker et al., 2000). Se conoce que para ingresar al hospedero algunas
bacterias patégenas deben adherirse e invadir a través de los epitelios de mucosas (Barato
etal.,, 2015). En el caso de Streptococcus agalactiae en peces, Iregui etal. (2016)
observaron la adherencia e invasion de la bacteria a través del epitelio gastrointestinal,
proponiendo la via oral como la principal ruta de ingreso del patégeno al hospedero.
(Barato et al., 2016); ademas demostraron que la capsula inhibe la adherencia del S.
agalactiae en el intestino de la tilapia, por lo que proponen que la bacteria retira esta
envoltura para permitir su interaccion con las adhesinas del hospedero. Los patégenos se
unen a secuencias especificas de oligosacaridos en las superficies de las células animales.
Asi, se debe considerar los hallazgos de la patente, desarrollada por la Universidad
Nacional de Colombia para el uso de lectinas, proteinas que se unen a oligosacaridos con
una elevada especificidad, presentes en las leguminosas del género Erythrina, como

aditivos funcionales, para la inhibicién in vitro de la adherencia del S. agalactiae a los



147

azUcares del intestino de las tilapias, como una estrategia glicobiolégica que evita la

infeccién (Iregui & Barato, 2017).

Las erythrinas son leguminosas distribuidas en Centro y Sudamérica. E. crista-galli es el
arbol nacional de Argentina; en Colombia es abundante Erythrina edulis, conocida
comunmente como chachafruto, ball, poroto entre otros, la cual posee lectinas con

afinidades por carbohidratos similares a los de Erythrina crista-galli (Pérez, 1984).

Los estreptococos han desarrollado mecanismos para utilizar residuos de galactosa para
la adherencia; especificamente las lectinas de Erythrina crista-galli han mostrado eficiencia
en la inhibicion de este mecanismo entre el S. agalactiae y el intestino de la tilapia (Iregui
& Barato, 2017). Esto quiere decir que S. agalactiae tendria estructuras similares a lectinas
tipo Erythrina crista-galli para hacer interaccion con azlcares con conformacién 31,4-Gal,
31,4-GalNac, Lac y LacNAc que estarian presentes en la superficie de la mucosa intestinal
de la tilapia para hacer la interaccion de adherencia antes de su ingreso al organismo del
pez (Barato et al., 2016).

En peces la terapia glicobiolégica antiadhesiva no ha sido estudiada y el medio acuatico
representa un desafio para asegurar la interaccion final entre los azlcares y los patégenos.
Por lo anterior se requieren estudios sobre la formulacion de dietas con fuentes naturales
de lectinas para evaluar su eficiencia en la inhibicion de adherencia de S. agalactiae al

epitelio intestinal y por ende la prevencion de la estreptococosis en tilapia.

En este contexto, el objetivo de esta investigacién fue estudiar la incorporacién de harina
de Erythrina edulis en dietas para tilapia como fuente de lectinas glicoinhibidoras de
adherencia a S. agalactiae. Se disefaron dietas experimentales con inclusion de harina de
semilla de Erythrina edulis para crecimiento de tilapia, evaluando parametros sanitarios y

zootécnicos ante desafios de infecciéon con la bacteria.
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4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Adaptacion de alevinos de tilapia nilotica (Oreochromis

niloticus) para el reto experimental

En el bioterio de agua dulce de la Corporacién Patolégica Veterinaria CORPAVET ®-
MOLECULARVET®, se adecuo un sistema estatico con doce (12) tanques plasticos con
20 litros de agua tratada en el mismo bioterio, cada uno con tres piedras difusoras con
diametro de 30 mm conectas por una manguera de 4/6” a un blower (AirPumb Resun LP-
100) para su aireacién y termostatos (modelo AP50W Agueon) para establecer parametros
fisico quimicos ideales del agua como temperatura entre 28°C y 30°C, oxigeno disuelto >
4mg/L y porcentaje de saturacion >60% respectivamente, como los mas relevantes para

la adaptacion de los alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

Para este reto se trabajé con alevinos de los lotes X y XI, material biolégico que se obtuvo
de la cria de larvas que se llevé a cabo en el mismo bioterio para las diferentes fases de
la investigacion como se observa en la figura 26. El peso inicial de los alevinos fue de 30
g = 15 g, por lo que la distribucion experimental se realizé de tal manera que el peso de los
animales, el nimero de unidades biolégicas y las cargas por unidad de volumen, no
presentaran diferencias entre los grupos a evaluar. Animales con buen estado sanitario y
con un periodo minimo de adaptacién a los tanques de 10 dias, con recambio del 10% vy
con 24 horas de ayuno antes de dar inicio a la prueba, descartando excedentes de comida
y heces para lograr una prueba bajo las directrices de la (OECD, 2019). En la tabla 34 se

observa los parametros iniciales de esta prueba.

Los principales parametros fisico-quimicos de agua se mantuvieron estables en el periodo
de adaptacion. En el tiempo de la prueba, no se realiz6 recambios de agua, se aumentd y
se mantuvo la temperatura entre los 30°C y 33°C (Zhao et al., 2023) y el oxigeno disuelto

<3 mg/L (Assis et al., 2017), como determinantes para la infeccion por S. agalactiae Ib.
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Tabla 34. Parametros iniciales del reto experimental con Streptococcus agalactiae en alevinos de

tilapia (Oreochromis niloticus), para la evaluacion de dietas con inclusién de harina de semillas

Erythrina edulis.

Tratamiento |

Tratamiento Il

Tratamiento Il

Tratamiento IV

PARAMETROS CONTROL (+)  CONTROL (-) 10ul/ml ECL 300 pg/ml EEL
Reto con GBS Reto sin GBS Reto con GBS Reto con GBS

N° Peces Iniciales 6 6 6 6
Peso inicial Prom. (gr) 28 27 26,3 25,0
N° Dias prueba piloto 13 13 13 13
Biomasa inicial (gr) 168,0 162,0 157,8 150,0
% Alimento/Biomasa 6 6 6 6
Racion/Dia 10,1 9,7 9,5 9,0
N° Comidas/Dia 3 3 3 3
Volumen (Its) 20 20 20 20
Densidad (gr/lts) 8,40 8,10 7,89 7,50
Repeticiones x Tratamiento 3 3 3 3

Fuente: Vela H. 2022

Los equipos con los que se monitorearon los parametros fueron previamente calibrados,

Oximetros EcoSense DO200A y un YSI 550A para la toma de pardmetros de temperatura,

oxigeno disuelto (OD) y el porcentaje de saturacion de oxigeno (%), el pH con un pH-metro

EcoSense pH/EC1030 YSI, parametros medidos 3 veces a la semana durante el periodo

de la prueba.
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Figura 26. Material biolégico y fisico para adaptacién para el reto experimental. A. Alevinos tilapia nil6tica
(Oreochromis niloticus) criadas en Bioterio — CORPAVET. B. Tanques para los tratamientos y sus réplicas
para el reto experimental. Fuente: Vela H. 2022

4.3.2 Procesamiento de dos dietas préacticas, una sin inclusion de
harina de semillas de Erythrina edulis y otra con una

inclusion de lectina de (300 pug/ml)

De acuerdo con la formulacion de las dietas practica de las anteriores evaluaciones y
atendiendo a los requerimientos nutricionales de las tilapias, las dietas se formularon para
contener aproximadamente un 45% de proteina cruda para satisfacer los requerimientos
nutricionales de la tilapia del Nilo segin NRC (2011), ademas por la talla y pesos de los
animales utilizados para este reto experimental. La materia prima para estas dietas se
adquirié nuevamente en la planta de alimentos balanceados ITALCOL S.A., la cual contaba
con poco tiempo de llegada a la planta, y cumplia los tiempos de caducidad que
normalmente verifica el departamento de control de calidad de la compafiia. En la tabla 35
se observa la informacion entregada por el proveedor; se calculd los dias de acuerdo a la
temperatura de Bogota para el periodo maximo de almacenamiento. En la figura 27 se

observa la materia prima obtenida y tiempos méaximos de almacenamiento ITALCOL S.A.
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Tabla 35. Caducidad de la Materia Prima utilizada en el Reto experimental con Streptococcus
agalactiae en alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus), para la evaluacién de dietas con inclusion

de harina de semillas Erythrina edulis.

Materia Prima Kilos Lote Fecha Dias* Vence
Harina visceras pollo 396 5 BUGC000451 6/08/22 90 4/11/22
Harina pescado atln 4 08235C2 16/08/22 920 14/11/22
Hemoglobina 4 05222C1 6/08/22 920 4/11/22
Arroz cristal 4 0826C35 18/08/22 90 16/11/22
Torta de Soya Americana 5 PISCINA - 7 23/08/22 90 21/11/22

*Climas menores a 25°C periodo maximo de almacenamiento - Fuente: Vela H. 2022

Cabe anotar que la preparacion de las dietas experimentales se desarroll6 para la primera
semana de septiembre del 2022, después de entregado el Lote VII de Balu, procesado el

5 de septiembre del 2022 en la Unidad de Procesamiento de Alimentos (UPA).

Figura 27. Materia prima para dietas practicas para el reto experimental. A. Semillas de Bald. Lote VII. B.

Semillas de Balu cortadas para proceso de secado. C. Harina de Balu. Lote VII. D. Tiempos de almacenamiento
de materia prima de origen animal y vegetal. ITALCOL S.A. E. Materia prima para dietas practicas. Fuente:
Vela H. 2022

Como se indica en la tabla 36, las dietas experimentales fueron: un control (sin harina de
balu) y una dieta con inclusién de (300 pg/ml) de lectina a través de la harina de semillas
de E. edulis. La preparacion de estas dietas se desarrollé con el mismo procedimiento y
protocolo de las evaluaciones de toxicidad aguda de Erythrina edulis en alevinos de tilapia
(Oreochromis niloticus), en la en la Unidad de Procesamiento de Alimento (UPA) de la
Facultad de Medicina Veterinaria de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia,

Bogota.
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Tabla 36. Materias primas usadas para la formulacion de dietas experimentales con inclusion de
harina de balu (Erythrina edulis) para el reto experimental con Streptococcus agalactiae en alevinos de

tilapia (Oreochromis niloticus),

Dosis Lectina
MATERIA PRIMA / NUTRIENTE

CONTROL 300 pg
Harina visceras de pollo 30,22 30,82
Torta de soya americana 27,00 27,00
Arroz cristal 18,25 13,35
Harina de pescado atin 17,93 17,93
Hemoglobina 4,00 4,00
Aceite de soya 2,00 2,00
Harina de balu 0,00 4,29
DL Metionina 99% 0,202 0,217
Premezcla Vitaminica ITALVIT 1.5Kg/Tn 0,200 0,200
Premezclas minerales ITALMIN 1Kg/Tn 0,120 0,120
Cloruro de Colina 60% 0,050 0,050
Antioxidante 0,025 0,025

Fuente: Vela H. 2022

Las materias primas fueron previamente molidas en un molino de pines con malla de 500
mm, se tamizaron a través de un tamiz de 250 micrones para obtener producto homogéneo
sin impurezas, se pesaron las cantidades de macronutrientes correspondientes a cada
dieta con una balanza RADWAG WPT 6C/1 con precision de £ 0,1 gr y los micronutrientes,
harina de ball, metionina, cloruro de colina 60%, antioxidante y las premezclas de
vitaminas ITALVIT ACUICULTURA Y minerales ITALMIN ACUICULTURA con una balanza
analitica OHAUS PX84/E con precision de + 0,0002 g evidenciado en la figura 28.
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Figura 29. Procesamiento de materias primas para preparar dietas experimentales para el reto. A. Materia

prima molida. B. Materia prima molida y pesada. C. Tamiz 250 micrones. D. Tamizaje de materia prima. E.
Pesaje en balanza RADWAG WPT. Fuente: Vela H. 2022

Se inici6 el mezclado con la harina de arroz cristal mas las vitaminas, minerales y la harina
de bald, excepto la dieta control, con el fin de lograr una distribucion homogénea de los
micronutrientes en toda la mezcla, por 5 minutos manualmente y posteriormente el resto
de los macronutrientes con un 2% de aceite de soya en una mezcladora MZ50 1F 50LT
JAVAR 9 por 20 minutos logrando una mezcla homogénea, brillante y de color uniforme
como se ve en la figura 29. Luego se incorpor6 22% de agua segun protocolo de la Unidad
de Procesamiento de Alimentos para el proceso de extrusion, en una micro-extrusora para
laboratorio Exteec® (Exteec maquinas, Brasil), con un rango de temperatura entre los 65 a
73°C, controlandola con circulacién externa de agua para evitar sobrecalentamiento del
producto y con un plato de 2 mm, tamafo adecuado para los animales dispuestos para la
prueba. Para el tratamiento Ill se dej6 una cantidad suficiente de harina sin extrusién.
Finalmente se pesaron las cantidades de cada dieta y se almacenaron en bolsas

herméticas para su refrigeracién a 4°C para su posterior uso.

Figura 28. Proceso de mezcla de materias primas para dietas experimentales. A. mezcladora MZ50 1F 50LT

JAVAR 9. B. Materia prima para mezcla. C. Materia prima en proceso de mezcla por 20 minutos. D. Mezclas

homogéneas de materia prima para cada dieta. E. Adicién de agua al 22%. Fuente: Vela H. 2022
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4.3.3 Condiciones experimentales

Se utilizaron 72 alevinos de tilapia nil6tica con un peso promedio de 30 g + 15 g, dispuestos
en 12 tanques (15L; 6 peces/tanque, 3 tanques/tratamiento) y se definieron los siguientes
tratamientos: Tratamiento Tl Control Positivo (+) Reto con GBS; Tratamiento TIl Control
Negativo (-) Reto sin GBS; Tratamiento TIII Control ECL — Reto con GBS y Tratamiento VI

Dieta Practica (300 pg/ml) Reto con GBS como se ve en la figura 30.

Figura 30. Tanques utilizados para la pruebﬁa":je ret experimental. Fuente: Vela H. 2022
La cepa SaTiBe0818 de Streptococcus agalactiae se aisl6 de un brote natural de
enfermedad en tilapia roja (Oreochromis sp). Esta cepa se comparé con el banco de
aislamientos obtenidos durante un periodo de 8 afios de los que se caracterizé el serotipo,
perfiles de genes de proteinas de superficie, perfiles de genes asociados a pilus, vy
métodos de tipificacion basados en ADN, como los perfiles electroforéticos en gel de
campo pulsado (PFGE) y la tipificacion multilocus de secuencias (MLTS) demostrando la
homogeneidad del mismo clon de S. agalactiae Ib que infecta a las tilapias en Colombia
(Barato et al., 2015). La bacteria se descongel6 y se cultivé en agar de infusion cerebro —
corazon (BHI) enriquecido con sangre ovina desfibrilada al 5% y se incubo a 28°C durante
24h.

Los animales de los tratamientos del | y IV se anestesiaron mediante inmersion en un bafio
gue contenia aceite de clavo — Eugenol a una relaciéon de 0,10 ml/litro de agua. Treinta y

seis alevinos fueron desafiados con inyeccion intraperitoneal con 0,1 ml de inéculo de
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Streptococcus agalactiae SaTiBe 0818 en dilucién de 7 x 10” UFC/ml y los peces del grupo
control Negativo (TIl) con 0,1 ml de solucién salina fisioldgica (PSS), todo esto segun el
protocolo de la Corporacion patolégica Veterinaria CORPAVET. El tratamiento Tl fue
sometido al mismo protocolo después de 7 dias de iniciar con la dieta practica que contenia
lectina de Erythrina crystagalli (ECL) hasta el final de la prueba.

Al inicio de la prueba se ajusté la temperatura del agua entre >30 - 33°C de acuerdo a lo
recomendado por Rodkhum et al. (2011) y se dejé una de tres piedras difusoras para
reducir la aireacién del agua y bajar los niveles de oxigeno disuelto < 3mg/L como
evidencia la figura 31. Estas variables son detonantes y puntos criticos que causan stress
a los peces y por ende son mas susceptibles a la enfermedad. Estos parametros de agua

se utilizaron para todos los experimentos posteriores.

Figura 31.Parametros fisico quimicos de los tanques de la prueba experimental. A. Oximetros EcoSense
DO200A — T° 31,5°C - OD: 2,99 mg/l. B. Oximetros EcoSense DO200A — T° 31,3°C. C. Tanque con animales

en reto infeccioso. Fuente: Vela H. 2022

La preparacién del alimento para el tratamiento Il se baso en el calcul6 de la racién diaria
de harina control de las tres réplicas (Tabla 37). Se tomaron 10 pl de ECL Biotinilada de
Vectorlabs y se mezcl6 con suero fisiologico estéril a una relacién de 1:3, a razén de la
dosis (10 pg/ml) mencionada en la patente numero WO 2017/109587 Al (Iregui & Barato,
2017). Tanto la papilla para la primera alimentacion intragastrica y las dos restantes
comidas se mezclaron también a una relacién de 1:3 de harina control y la ECL en solucion

salina estéril respectivamente.
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Tabla 37. Datos para la preparacion del alimento del tratamiento Ill, con Lectina Erythrina crista-galli
(ECL) (10 pl/ml) para alevinos de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus)

Racion/ dia )

] o Dosis Patente ECL/Tanque ECL/Tanque
Tanque Dieta Préactica

ECL (10 pl/ml) (Hg) (W)
(an)

R1 117,64 10 1076 234
R2 177,84 10 1778 355,68
R3 45,20 10 452 90,4
TOTAL 3307 680,08

Fuente: Vela H. 2022

Se registraron signos clinicos y la mortalidad de los peces de cada tratamiento durante un
periodo de 15 dias. Los peces muertos fueron retirados de los tanques, se les realiz6
inspeccion externa como se observa en la figura 32 y se evaluaron los siguientes
parametros sanitarios después de la recoleccion de 6rganos internos (higado, bazo, rifion,
cerebro y 0jo): aislamiento microbiolégico, histopatologia, PCR, inmunohistoquimica para
S. agalactiae y lectinohistoquimica para ECL en intestino de tilapia. También parametros

zootécnicos como: mortalidad post-inoculacion, peso y ganancia de peso.

Figura 32.Toma de muestras para andlisis sanitarios de animales del reto experimental. A - B. Alevinos tilapia
nilética (Oreochromis niloticus) muertos. C. Toma de muestras. D. Extraccion de cerebro. E. Muestras para
histopatologia. F. Pool de tejidos para gPCR — Lectinohistoquimica — Inmunochistoquimica. Fuente: Vela H. 2022.



157

» Inmunohistoquimica para S. agalactiae

Se montaron secciones de encéfalo, corazén, higado, bazo, rifién, estbmago e intestino de
5 um de espesor aproximadamente, de los animales moribundos. Se hizo procesamiento
histotécnico mediante el protocolo de la Corporacion Patolégica Veterinaria CORPAVET®
con algunas modificaciones: Los tejidos se desparafinaron a 60°C x 4 horas, se
sumergieron tres veces en xilol, etanol al 90%, 70% y 50% por 3 minutos y agua destilada.
Para el desenmascaramiento del antigeno se indujo por calor y TBS ICH Wash Buffer 2x

con agua destilada a una relacion de 1:20, para finalmente lavar con abundante agua. Se

observa en las figuras 33 y 34 los materiales usados en la técnica.

Figura 34.Materiales y equipos usados en la prueba de inmunohistoquimica. A. Incubadora IMICROQ in-
QFast rocker. B. Vortex M37615 Thermo Scientific. C. pH-metro EcoSense pH/EC1030 YSI. D. Canastilla
metdlica porta-laminas. E - F. Micropipetas Transferpette (1000 ul) graduadas. G. Beaker 209 ml y Probeta
1000ml. Fuente: Vela H. 2022.

Figura 33.Reactivos usados en la prueba de inmunohistoquimica. A. Xilol. B. Agua destilada. C. Alcohol
Etilico Absoluto. D. TBS IHC Wash Buffer. E. TBS (pH 7,6). F. Acido clorhidrico (5 mol). G. Peréxido de
Hidrégeno, 30%. H. Kit VECTASTAIN Elite ABC Universal — Peroxidase (Horse Anti-Mouse/Rabbit IgG). 1.
Agua Amoniacal J - K. Streptococcus Grupo B tipo Ib — SSI Diagnostica. K. GBS Ib. Fuente: Vela H. 2022.
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Para la tincion inmunohistoquimica se usé un agitador Vortex M37615 Thermo Scientific
para el lavado de las laminas con TBS ICH Buffer 20x, se bloquearon los sitios
inespecificos con BSA al 10% en TBS x 2 horas a temperatura ambiente. Se aplico el
anticuerpo primario en BSA al 10% descritos en la tabla 38. Se incubé por 1 hora a 37°C,
lavado con TBS IHC Wash Buffer 20x, seguidamente la peroxidasa se bloqued por 15
minutos con peroxido de Hidrogeno al 0,3% en metanol. Se incub6 durante 30 minutos con
anticuerpo secundario IgG de caballo anti ratdn/conejo biotinilado de VECTASTAIN Elite
ABC Universal PLUS. Se mezcldé la solucion ImmPACT® DAB EqV Substrate Kit,

Peroxidase (HRP) en una proporcion 1:1. Lavado con agua corriente.

Tabla 38. Datos y célculo para aplicacion del anticuerpo primario en BSA al 10% en las laminas obtenidas en

la investigacion.

Vol. Total Vol.Total Vol. Total

ANTICUERPOS CONCENTRACION  DILUCIONES Ac BSA10% . Vol.Total o o
Laminas BSA 10%  Dilucion Diluciones
PRIMARIOS USO Ac BSA 10% (ul)y  TBS (ul) Ac (ul)
TBS (ul) es (ul) (ml)
1ul Ac /249l
GBS 1b 1:250 1 249 25 25 6225 6250 6,25

BSA 10%

Fuente: Vela H. 2022

Para la tincion de contraste y rehidratacion del tejido, las laminas se sumergieron en
hematoxilina durante 5 minutos, se lavaron con agua corriente y se sumergieron e
inmediatamente se retiraron del alcohol acido (1%); igualmente en agua amoniacal hasta
gue los tejidos tornen color azul y finalmente se ubicaron bajo agua corriente para luego
deshidratarlas con alcoholes de concentracion ascendente por 3 minutos por cada uno. Se
afiadié una gota de Entellan sobre los tejidos y se dej6 secar, para observar posteriormente

en microscopio.

» Lectinohistoquimica para Lectina Erythrina crystagalli (ECL)

Brevemente, el procedimiento para lectinohistoquimica sigue el mismo orden de la
inmunohistoquimica, cambiando la aplicacién del anticuerpo primario por la lectina
biotinilada ECL (Vector labs, B-1145-5). El sistema de revelado fue el mismo, dado el uso
del VECTASTAIN Elite ABC Universal PLUS.
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= Evaluacion histopatolégica

Se tomaron muestras de cerebro, 0jo, branquias, higado, rifion, bazo, estdmago e intestino
a la muerte o al final del ensayo (15 dias Pl de S. agalactiae 1b) de los peces cada grupo
experimental desafiados con S. agalactiae y los grupos control. Los tejidos fueron fijados
en formol buferado al 10% para posterior procesamiento histotécnico con coloracion H&E.
Se construy6 un sistema de puntuacion de lesiones que incluyo la evaluacion de cambios
microscopicos asociados con estreptococosis en todos los 6rganos que incluia la
presencia de granulomas maduros, con 0 sin cocos intralesionales. Adicionalmente y
particularmente para el intestino y estbmago se evalué la inflamacién y en el higado la

presencia de lipidosis.
Las lesiones fueron calificadas asi:

0: Severidad y extension ausente

1: Severidad leve y extensién focal

2: Severidad moderada y extension multifocal

3: Severidad moderada a severa y lesion extensa

4: Severo y generalizado

Para la inmunohistoquimica y lectinohistoquimica se evalué la presencia o ausencia de
inmuno o lectinomarcacion en todos los 6rganos evaluados, con la misma calificacion de
severidad y extension usada para la evaluacion histopatoldgica.

= Analisis Estadistico

Se realizo analisis estadistico descriptivo determinando frecuencia de presencia o
ausencia de lesiones, de inmuno y/o lectinomarcacién. Se realizo chi cuadrado (P<0,05)
para ver diferencias entre frecuencias de grupos y si posteriormente analisis de Kruskall

Walllis para los valores no paramétricos.
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4.4 Resultados

4.4.1. Mortalidad del ensayo por grupo etario

Durante el tiempo de investigacion se realizaron observaciones del comportamiento de los
animales de todos los tratamientos y sus réplicas. Fuera de las condiciones adversas de
calidad de agua, los animales también presentaron agresividad entre ellos, por su
comportamiento territorialista. En la tabla 39 se presentan los datos observados de
sobrevivencia. Los ejemplares retirados por mortalidad, fueron sometidos a analisis de
histopatologia y microbiologia. Se observa diferencia estadisticamente significativa
(P=0,04) entre el grupo control positivo (Tx I) y los grupos control negativo (Tx Il) y dieta
practica (Tx 1V). El grupo control positivo tuvo la misma mortalidad del grupo tratado con
ECL (Tx IlI).

Tabla 39. Sobrevivencia (%) observada durante el reto experimental con Streptococcus agalactiae Ib en tilapias

(Oreochromis niloticus)

Alevinos .
Iniciales Replicas To_tal T_otal Sobrevivencia
GRUPO EXPERIMENTAL or por alevinos animales (%)
Po tratamientos por grupo  muertos

réplica
Tratamiento TI Control Positivo  (+) b
Reto con GBS 6 3 18 10 44,4
Tratamiento TII Control Negativo (-)
Reto sin GBS 6 3 18 7 61,12
Tratamiento TIII Control ECL b
Reto con GBS 6 3 18 10 44,4
Tratamiento IV Dieta Practica 300ug/ml EEL 6 3 18 7 61,12

Reto con GBS

ab Diferencia estadisticamente significativa (P 0,04)
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4.4.2. Evaluacion histopatoldgica

A la evaluacion histopatoldgica se observo que el 40% de los peces inoculados con S.
agalactiae Ib del grupo de control positivo, presentd lesiones compatibles con
estreptococosis. El otro 60% no tuvo lesiones asociadas a la presentacion de la
enfermedad.

La inflamacién linfocitica del estbmago y del intestino, fueron las lesiones mas relevantes
histopatoldgicamente, que mostraron diferencias entre grupos experimentales. EI 100% de
los peces evaluados del control positivo tuvieron inflamacién moderada del estémago, el
grupo inoculado con ECL también presento el 100% inflamacion moderada linfocitica del
estdmago, ver tabla 40. El 50% del grupo control negativo tuvo la inflamacién moderada
gastrica, seguida por el 33% moderada a severa 'y el 17% no presento la lesion. El grupo
de la dieta practica mostré inflamacion gastrica moderada en el 42% de los casos
evaluados, moderada a severa en el 28%, leve en el 15% y el restante 15% no presentd

la lesién ver tabla 40.

Tabla 40.Porcentaje de presentacion de infiltrado inflamatorio linfocitico en el estbmago de las tilapias de cada
grupo experimental.

Inflamacion estdmago (%)

Sin Moderado Moderado a
GRUPO EXPERIMENTAL lesion  Leve (1) Severo (4)
) (2) severo (3)
Tratamiento TI  Control Positivo  (+)
Reto con GBS 0 0 100 0 0
Tratamiento TIl  Control Negativo  (-)
Reto sin GBS 1 0 50 33 0
Tratamiento TIll Control ECL
Reto con GBS 0 0 100 0 0
Tratamiento 1V Dieta Préactica 300ug/ml EEL 15 15 42 28 0

Reto con GBS
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En la evaluacion intestinal, el grupo control positivo presenté inflamacion linfocitica en el
50% de los casos evaluados, el control negativo fue del 60% y en el grupo de la dieta

préactica fue del 40% moderada, 20% leve y el 40% restantes sin lesion ver tabla 41.

Tabla 41.Porcentaje de presentacion de infiltrado inflamatorio linfocitico en el intestino de las tilapias

de cada grupo experimental.

Inflamacién del intestino (%)

S!r,] Moderado Moderado a
GRUPO EXPERIMENTAL lesion  Leve (1) ) severo (3) Severo (4)
()]
Tratamiento TI  Control Positivo  (+)
Reto con GBS 50 0 50 0 0
Tratamiento TIl Control Negativo  (-)
Reto sin GBS 40 0 60 0 0
Tratamiento TIll Control ECL
Reto con GBS 100 0 0 0 0
Tratamiento IV Dieta Practica 300ug/ml EEL 40 20 40 0 0

Reto con GBS

La lipidosis hepatica fue otra de las lesiones relevantes a la evaluacion histopatoldgica. El
100% del grupo control positivo presento esta lesion con la mayor severidad (4). El control
negativo tuvo un 33% de casos con lipidosis hepatica moderada a severa, un 33%
moderada y el 34% de los casos no mostro la lesion. El grupo de adicion de ECL tuvo un
50% de lesion moderada y un 50% sin lesion evidente. El grupo con la dieta préactica con
E. edulis mostré un 40% de lesion moderada a severa, un 40% de lesion moderada y un

20% de lipidosis hepatica severa ver tabla 42.

Tabla 42. Porcentaje de presentacion de lipidosis hepatica de las tilapias de cada grupo

experimental.

Lipidosis hepética (%)

Sin
GRUPO EXPERIMENTAL lesion Leve (1) Moderado  Moderadoa g 00 gy
©) ) severo (3)
Tratamiento TI  Control Positivo  (+) 0 0 0 0 100

Reto con GBS
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Tratamiento TIl Control Negativo ~ (-)

Reto sin GBS 34 0 33
Tratamiento Tl Control ECL

Reto con GBS 50 0 50
Tratamiento IV Dieta Practica 300pug/ml EEL 0 0 40

Reto con GBS

33

40

20

4.4.3. Evaluacion inmunohistoquimica

El 25% de los peces inoculados con S. agalactiae Ib del grupo control positivo mostraron

la presencia de la bacteria en la superficie y en la lamina propia del estbmago. Los peces

de los demas grupos etarios fueron negativos para la detecciéon del patégeno por

inmunohistoquimica (P <0,005), ver tabla 43 y figura 35.

Tabla 43. Porcentaje de presentacion de inmunomarcacion en la superficie y lamina propia del

géstrica de las tilapias de cada grupo experimental.

IHC - Presencia GBS Ib en superficie y lamina propia

gastrica (%)

Sin lesion Leve  Moderado Moderado
GRUPO EXPERIMENTAL asevero Severo (4)
(0) (1) 2) @)

Tratamiento TI  Control Positivo  (+)

Reto con GBS & 0 25° 0 0
Tratamiento TIl  Control Negativo  (-) b

Reto sin GBS 100 0 0 0 0
Tratamiento TIlI Control ECL b

Reto con GBS 100 0 0 0 0
Tratamiento IV Dieta Practica 300pug/ml EEL 100 0 b 0 0

Reto con GBS

ab Diferencia estadisticamente significativa (P <0,005)
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El 25% de los peces inoculados con S. agalactiae Ib del grupo control positivo mostraron
la presencia de la bacteria en la lamina propia del intestino (P<0,005). Los peces de los
demas grupos etarios fueron negativos para la deteccion del patdégeno por
inmunohistoquimica ver la tabla 44. Ninguno de los peces mostré presencia del patégeno

en la superficie intestinal.

Tabla 44. Porcentaje de presentacion de inmunomarcacion en la superficie y lamina propia del

intestino de las tilapias de cada grupo experimental.

IHC - Presencia GBS Ib en lamina propia intestinal (%)

Sin lesibon Leve Moderado Moderado a
GRUPO EXPERIMENTAL ) (1) @) severo (3) Severo (4)

Tratamiento TI  Control Positivo  (+)

Reto con GBS ™ 0 25" 0 0
;;atfrg:}egtggll Control Negativo ) 100 0 ob 0 0
Eg??ginéolagll Control ECL 100 0 ob 0 0
Tratamiento IV Dieta Practica 300ug/ml EEL 100 0 ob 0 0

Reto con GBS

ab Diferencia estadisticamente significativa (P <0,005)

4.4.4. Evaluacion lectinohistoquimica

El 50% de los peces inoculados con S. agalactiae Ib del grupo control positivo mostraron
lectinohistoquimica positiva para ECL en la superficie gastrica. EI 40% del grupo
experimental al que se le suministro la dieta practica, también presento lectinomarcacion
gastrica para ECL. Los peces de los demas grupos etarios fueron negativos para esta

prueba ver tabla 45.



165

Tabla 45. Porcentaje de presentacién de lectinomarcacion (LHC) para ECL en la superficie intestinal
de las tilapias de cada grupo experimental.

LHC - ECL marcacion en superficie gastrica (%)

Sin lesibn  Leve Moderado Moderado a
GRUPO EXPERIMENTAL ©) (1) @) severo (3) Severo (4)

Tratamiento TI  Control Positivo  (+)
Reto con GBS 50 50 0 0 0

Tratamiento Tl  Control Negativo  (-)
Reto sin GBS 100 0 0 0 0

Tratamiento TIII Control ECL
Reto con GBS 100 0 0 0 0

Tratamiento |V Dieta Practica 300ug/ml EEL 60 20 0 0 0
Reto con GBS

Figura 35.Estdmago e intestino de alevinos de tilapia nil6tica tras el consumo de dieta control y dieta practica
con inclusién de Erythrina edulis lectina (EEL) en concentracion de 300ug/ml y posterior infeccién con S.
agalactiae Ib (SaTiBe0818). Lectinohistoquimica  para  Erythrina  crystagalli  lectina  (ECL) e
inmunohistoguimica contra Streptococcus agalactiae Ib (SaTiBe0818). A. Lectinohistoquimica del estémago

de un alevino del grupo control negativo. No se observa lectinomarcacion en la superficie de la mucosa gastrica
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(flecha). B. Lectinohistoquimica del estémago de un alevino del grupo control positivo (inoculado con
SaTiBe0818). Se observa lectinomarcacion positiva leve con ECL en varias areas de la superficie de la mucosa
gastrica (flechas). C. Inmunohistoquimica del estbmago de un alevino del grupo control negativo. No se observa
inmunomarcacion contra S. agalactiae Ib en la superficie de la mucosa géstrica. D. Intestino de alevinos de
tilapia control positivo con infeccion por S. agalactiae Ib. Se observan multiples cocos intracitoplasméticos en
enterocitos y en lamina propia (flechas). E. Intestino de alevinos de tilapia control positivo con infeccion por S.
agalactiae Ib. Se observan escasos cocos adheridos a la superficie de la mucosa intestinal (flechas). Fuente:
Barato P. 2022

4.5 Discusion

El modelo experimental propuesto de evaluacién a la muerte o al final del ensayo (15 dias
Pl de S. agalactiae Ib) por histopatologia, inmunohistoquimica y lectinohistoquimica,
permitié evaluar la eficiencia de la dieta practica en la presentacion de lesiones compatibles
con estreptococosis, la presencia del S. agalactiae en la superficie y lamina propia
intestinal y/o gastrica y la lectinomarcacién con ECL en la superficie intestinal y gastrica de

los peces de cada grupo experimental.

Al final del ensayo, se evidenciaron lesiones compatibles con estreptococosis en el 40%
de los peces evaluados del control positivo y ninguna presencia de lesiones en los otros
grupos experimentales, lo que sugiere que las intervenciones generadas con la adicion de
ECL enla dietay la dieta practica con E. edulis redujeron el desarrollo de la estreptococosis
en los peces evaluados. Ante la exposicién crénica experimental de S. agalactiae Ib en
tilapias, se requiere favorecer la presentacion de factores de riesgo como incremento de
temperatura del agua por encima de 30°C, pH acido y/o reduccién de la concentracion de
oxigeno disuelto para el desarrollo de la enfermedad (Iregui et al., 2016). La sola presencia
del microorganismo no genera enfermedad, dada la interrelacion entre hospedero,

patégeno y ambiente.

Adicionalmente, el periodo experimental usado en este ensayo (15 dias PI), puede permitir
gue en el transcurso del tiempo, el sistema inmune del pez, logre controlar la infeccion al
reducir la presencia del microorganismo inoculado, asi evitando que la enfermedad se

desarrollara (Kannika et al., 2022). A esta hipétesis se une la evidencia de la frecuencia de
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infiltrado linfocitico intestinal y gastrico observado en los diferentes grupos experimentales
al final del ensayo como se ve en las tablas 39 y 40, lo que demuestra que el estimulo
antigénico favorecidé una respuesta inmune celular eficiente en los grupos experimentales
inoculados (Ke et al., 2021).

La lipidosis hepatica observada de forma severa en el 100% de los ejemplares evaluados
del grupo control positivo con infeccion por S. agalactiae Ib y en el 40% de forma moderada
a severa en el grupo tratado con la dieta experimental, sugiere que el efecto de la infeccion
pudo generar dafios y cambios regresivos en el higado, evidentes con este tipo de
degeneracion (Rey et al., 2020).

La presencia del S. agalactiae Ib en la superficie y lamina propia del intestino en el 25%
de los peces inoculados en el grupo del control positivo, demuestra que el microorganismo
se mantiene en esta superficie por un periodo prolongado, en baja proporcion de la
poblacién infectada. En modelos experimentales ex vivo con explantes de intestino de
tilapia, los tiempos de analisis de la adherencia bacteriana fueron mucho mas cortos y se
evidencio con el tiempo (48 horas PIl) que se mantenia la adherencia bacteriana en los
tejidos inoculados con S. agalactiae Ib en dichos intestinos (Barato etal., 2016).
Adicionalmente, este hallazgo ratifica la infecciébn generada por la inoculaciéon en este

modelo experimental.

Los grupos experimentales con ECL y con la dieta practica con E. edulis no presentaron
presencia en el tiempo de S. agalactiae Ib adherida a la superficie gastrica y/o intestinal,
lo que podria sugerir, en comparacion con el grupo control positivo, que el efecto de la
lectina adicionada a la dieta (ECL) y la lectina funcional de la dieta practica con E. edulis
podrian estar jugando un rol en el mantenimiento de la inhibicién de la adherencia del S.

agalactiae Ib.

Adicional al anterior hallazgo, solo en el grupo experimental del control positivo, fue posible
detectar residuos de galactosa al contacto con la ECL de la lectinohistoquimica. Esto
significa, que tanto la suplementacion con ECL en la dieta, como la dieta practica con

lectinas de E. edulis podrian estar jugando un papel en la ocupacion de potenciales
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receptores con conformacion beta galactosa en la superficie del intestino para el S.
agalactiae (Iregui & Barato, 2017). Posteriores estudios con analisis mas temprano del
fendmeno de adherencia bacteriana, podrian dilucidar mejor el papel de la lectina de la

dieta practica sobre el intestino inhibiendo la adherencia del S. agalactiae.

4.6 Conclusiones y Recomendaciones

El modelo experimental propuesto de evaluacion al final del ensayo (15 dias Pl de S.
agalactiae Ib), por histopatologia, inmunohistoquimica y lectinohistoquimica, permitié
evaluar, presencia de S. agalactiae, lectinomarcacion con ECL en la superficie intestinal y

la eficiencia de la dieta gastrica en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

Los grupos experimentales con suplementacion de ECL en la dieta, asi como dieta practica
E. edulis (300 ug/ml), no presentaron presencia en el tiempo de S. agalactiae Ib adherida
a la superficie gastrica y/o intestinal, lo que podria sugerir, en comparacion con el grupo
control positivo, que el efecto de la lectina adicionada a la dieta (ECL) y la lectina funcional
de la dieta practica con E. edulis podrian estar jugando un rol en el mantenimiento de la
inhibicion de la adherencia del S. agalactiae Ib, ocupando los potenciales receptores con

conformacion beta galactosa en la superficie del intestino de tilapia.

Posteriores estudios con analisis mas temprano del fenbmeno de adherencia bacteriana,
podrian dilucidar mejor el papel de la lectina de la dieta practica sobre el intestino

inhibiendo la adherencia del S. agalactiae.
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Capitulo 5. Discusion, conclusiones vy

recomendaciones

5.1 Discusion

La acuicultura viene en un rapido crecimiento a pesar del cambio climatico global y de las
enfermedades que traen consigo, es por esto que se debe estar realizando investigaciones
de los ingredientes que se utilizan en la fabricacion de alimentos para los peces que sean
factibles, sensibles sobre el medio acuatico y de preferencia con propiedades fitobidticas
para la salud del animal. Este es el caso del género Erythrina, con sus componentes
fitoquimicos muy estudiados pero con muy poca aplicabilidad al sector piscicola. Hay 16
de las 120 especies de plantas del género con actividades farmacol6gicas confirmadas, de
las cuales las mas estudiadas fueron antibacterianas y anticancerigenas; adicionalmente
se han aislado sesenta y tres metabolitos de varias partes de la planta y extractos de

plantas (Susilawati et al., 2023).

Por mucho tiempo se tiene el conocimiento de la presencia de actividad aglutinante en las
diferentes semillas de Erythrina; estas aglutinaciones se dan por la presencia de lectinas
gue tienen especificidad por carbohidratos y sus interacciones con diferentes células, y la
lectina de la Erythrina crystagalli tiene especificidad por ciertas azlcares, por lo que ha
sido estudiada con respecto a su estructura, composicion y actividades bioldgicas (lglesias
et al., 1982). Esta lectina fue usada en la patente que relata el uso de lectinas y glucidos

para prevenir la adhesion de Streptococcus agalactiae al epitelio intestinal de las tilapias
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(Oreochromis sp). (Iregui & Barato, 2017). Erythrina crystagalli es un arbol endémico de la
region Uruguaya y Argentina, y no se encuentra con facilidad en Colombia, solo o con mas

presencia en el departamento de Antioquia.

En el mismo campo, la Erythrina edulis se cultiva en diferentes zonas del pais, desde los
1200 hasta los 2600 m.s.n.m., y es un arbol multipropdsito, con muchos beneficios
nutricionales y medicinales como su género. En 1983 se realiz6 el aislamiento y
caracterizacién de una lectina a partir de las semillas y se obtuvieron resultados similares
al de la E. crystagalli, afinidad por los mismo azuUcares (Pérez G., 1984). En esta
investigacion se recolectaron diferentes lotes de semilla de E. edulis de la regién del Huila

y se sometieron al mismo proceso de identificacion de lectinas a partir de sus semillas.

Los resultados obtenidos en los ejercicios de aislamiento de lectina mencionados
anteriormente fueron 9,1 mg; 38 mg; 12 mg; 6,6 mg; y 6,6 mg de lectina por cada 5,5 gr
de semilla secas (lglesias et al., 1982), en harina y harina extruida desarrolladas en esta
investigacion, (Hofejsi et al., 1980) y (Pérez G., 1984) respetivamente, y este ultimo autor
menciona que en otras especies de Erythrina el contenido de lectina varia entre los 2 a

180 gr de semillas secas.

Muy pocos resultados e investigaciones se han desarrollado en la piscicultura con la
inclusion de harina de semillas de E. edulis a excepcion de cachama (Colossoma
macropomum) y trucha, pero este Ultimo con el uso de las hojas. El primero con una
inclusion de harina de semillas de hasta el 40% en las dietas experimentales vs dietas con
harina de pescado, en peces con pesos entre 1,8 y 2,08 g que presentaron una alta
voracidad y aceptacion del alimento. Menciona el autor que no hubo diferencias
significativas (P<0,05) (Morillo et al., 2013). Lo anterior esta de acuerdo con los hallazgos
de esta investigacion, puesto que después de hacer pruebas de toxicidad aguda (96 horas)
(OECD, 2019) de harina pre y post extrusion de semillas de bald, en alevinos de tilapia
nilética (Oreochromis niloticus) con pesos entre los 8 y 25 gr, presentaron voracidad y
consumo del alimento natural. De igual forma, se formularon y fabricaron dietas practicas

con diferentes porcentajes de inclusion de harina de semillas, basados patente nimero
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WO 2017/109587 Al. Alli se menciona que la dosis de 30 pg/ml de lectinas obtenida de
Erythrina crystagalli, rejudo la adhesién de bacterias al epitelio intestinal (Iregui & Barato,
2017). Las pruebas de toxicidad como las dietas practicas no presentaron diferencias
significativas (P<0,05) entre tratamientos, tampoco en peso final y con una sobrevivencia
del 100%.

Para el reto experimental final con Streptococcus agalactiae en alevinos de tilapia nilGtica
(Oreochromis niloticus), se proceso dieta practica con inclusion de lectina de (300 ug/ml)
de E. edulis (EEL) y dieta practica con 10 pl de lectina de E. crystagalli (ECL) y se retd a
los animales con la cepa salvaje WT SaTiBe 0818 de Streptococcus agalactiae (7 x 107
UFC/ml), bajo condiciones extremas de calidad de agua. Posteriormente se tomaron
muestras para aislamiento microbioldgico, histopatologia, gqPCR, inmunohistoquimica para

S. agalactiae y lectinohistoquimica para ECL.

5.2 Conclusiones y Recomendaciones

Como conclusiones generales se logro la identificacion y caracterizacion de la Erythrina
edulis, el contenido nutricional de sus semillas que podria favorecer su inclusion en dietas
para peces y una lectina activa que permitio determinar la afinidad por galactosa sin perder
su actividad aglutinadora post-extrusion en las dietas practicas, las cuales en los retos de
toxicidad aguda los animales no presentaron mortalidades por lo que la convierte en una
materia prima segura y no causa lesiones en tilapia nilética. En estas dietas, la
suplementacion con E. crystagalli (ECL) y E. edulis (EEL) podrian estar jugando un papel
en la ocupacion de potenciales receptores con conformacién beta galactosa en la
superficie del intestino para el S. agalactiae, inhibiendo su adherencia, por lo que
posteriores estudios con analisis mas temprano del fenémeno de adherencia bacteriana,
podrian dilucidar mejor el papel de la lectina de la dieta practica sobre el intestino

inhibiendo la adherencia del S. agalactiae.
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Se recomienda hacer escalable la experimentacion de esta investigacion en campo, la cual
no fue posible desarrollarla por inconvenientes derivados de la pandemia COVID-19, y se
cuenta con dietas practicas formuladas con inclusién de E. edulis y tiene una lectina
potencialmente disponible para hacer la eficiencia de la inhibicién de la adherencia del S.

agalactiae en tilapias, por lo cual se requieren posteriores evaluaciones.
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Anexo A. Identificacion Taxondmicade Erythrina
edulis
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Anexo B. Resultados proximales de las muestras
de harina de semillas de Erythrina edulis

‘-a’

Res. No. 00037639

INFORME DE RESULTADOS

No. Informe 58883-V-1

CLIENTE: Ventas de alimento producto terminado FECHA DE INGRESO:  2020-10-20
SEDE Palermo, Huila FECHA DE ANALISIS: 2020-10-27
CONTACTO:  Hernan Alberto Vela M. FECHA DE INFORME:  2020-10-29
CARGO: Gerente de zona Neiva - Especialista en Acuicultura

TELEFONO: 313 886 2444
DIRECCION: KM 2 via Neiva -Palermo, Huila

CORREO: hernanvela@italcol.com
INFORMACION DE LA MUESTRA
No. MUESTRA: 58883 ASPECTO: Harina
PRODUCTO: Chachafruto COLOR: Café oscuro
PROVEEDOR/CLIENTE: N.E. OLOR: Caracteristico
LOTE: 11/03/2020 lote 3 TEMPERATURA: 20°C
FECHA FABRICACION: N.E. CANTIDAD DE MUESTRA: 550 g
FECHA VENCIMIENTO: N.E
OBSERVACIONES: Secado y molido
ANALISIS UNIDAD ESPECIFICACION RESULTADO METODO CONCEPTO
Humedad 9/100 g N.E 10,13 Basado en ISO 6496:1999 NA
Proteina 9/100 g N.E 17,69 Basado en ISO 5983-2:2009 NA.
Grasa (hidrélisis acida) 9/100 g N.E 0,96 Basado en AOAC 922.06 NA.
Ceniza 9/100 g N.E 6,10 Basado en ISO 5984:2002 NA.
Calcio 9/100 g N.E 011 Basado en ISO 6490-1:1985 NA.
Fosforo total 9/100 g N.E 0,35 Basado en ISO 6491:1998 NA.
Inhibidores de tripsina TIU/mg N.E 60,64 Basado en Ba 12a-20 N.A.
NATNoapica  NE: Noespeciica | v:vigenie  ND: No deteciado BT Gase himeda  BS: Base seca
NOTA:

El muestreo fue realizado por el cliente.

Este certificado no puede ser reproducido sin previa autorizacion escrita de la direccion técnica de ltalcol. Los resultados solo son validos para la muestra

recibida.
Analista responsable: Revisado por:
Maicol Choconta Carrefio Alexandra Lozano Franco
Analista Junior Directora Técnica LCI

- - -Fin del informe- - -
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182 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

INFORME DE RESULTADOS ica‘a‘

Res. No. 0003763

No. Informe 58884-V-1

CLIENTE: Ventas de alimento producto terminado FECHA DE INGRESO: 2020-10-20
SEDE: Palermo, Huila FECHA DE ANALISIS: 2020-10-27
CONTACTO: Hernan Alberto Vela M. FECHA DE INFORME: 2020-10-29
CARGO: Gerente de zona Neiva - Especialista en Acuicultura

TELEFONO: 313 886 2444
DIRECCION: KM 2 via Neiva -Palermo, Huila

CORREO: hernanvela@italcol.com
INFORMACION DE LA MUESTRA
No. MUESTRA: 58884 ASPECTO: Harina
PRODUCTO: Chachafruto COLOR: Café oscuro
PROVEEDOR/CLIENTE: N.E. OLOR: Caracteristico
LOTE: 4 TEMPERATURA: 20 °C
FECHA FABRICACION: N.E. CANTIDAD DE MUESTRA: 570 g
FECHA VENCIMIENTO:  N.E.
OBSERVACIONES: Peso: 9 Kg, frasco - 1.53 Kg, seco - 1.5 Kg, molido
ANALISIS UNIDAD ESPECIFICACION RESULTADO METODO CONCEPTO
Humedad g/100 g N.E. 6,97 Basado en ISO 6496:1999 N.A.
Proteina g/100 g N.E. 19,77 Basado en I1SO 5983-2:2009 N.A.
Grasa (hidrolisis acida) /100 g N.E. 0,50 Basado en AOAC 922.06 N.A.
Ceniza g/100 g N.E. 7,30 Basado en ISO 5984:2002 N.A.
Calcio g/100 g N.E. 0,17 Basado en I1SO 6490-1:1985 N.A.
Fosforo total /100 g N.E. 0,38 Basado en ISO 6491:1998 N.A.
Inhibidores de tripsina TIU/mg N.E. 58,00 Basado en Ba 12a-20 N.A.
N.A: No aplica N.E.: No especifica Vv: Vigente ND: No detectado BH: Base himeda BS: Base seca
NOTA:

El muestreo fue realizado por el cliente.

Este certificado no puede ser reproducido sin previa autorizacién escrita de la direccién técnica de Italcol. Los resultados sélo son validos para la muestra

recibida.
Analista responsable: Revisado por:
] g(_wj [
Maicol Choconta Carrefio Alexandra Lozano Franco
Analista Junior Directora Técnica LCI

- - -Fin del informe- - -
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INFORME DE RESULTADOS

ica®

Res. No. 00037639

No. Informe 58885-V-1

CLIENTE: Ventas de alimento producto terminado FECHA DE INGRESO: 2020-10-20
SEDE: Palermo, Huila FECHA DE ANALISIS: 2020-10-27
CONTACTO:  Hernan Alberto Vela M. FECHA DE INFORME: 2020-10-29
CARGO: Gerente de zona Neiva - Especialista en Acuicultura
TELEFONO: 313 886 2444
DIRECCION: KM 2 via Neiva -Palermo, Huila
CORREO: hernanvela@italcol.com

INFORMACION DE LA MUESTRA
No. MUESTRA: 58885 ASPECTO: Harina
PRODUCTO: Chachafruto COLOR: Café oscuro
PROVEEDOR/CLIENTE: N.E. OLOR: Caracteristico
LOTE: 15/10/19 lote 2 TEMPERATURA: 20 °C

FECHA FABRICACION:
FECHA VENCIMIENTO:
OBSERVACIONES:

N.E.
N.E.
Extruido

CANTIDAD DE MUESTRA:

600 g

ANALISIS UNIDAD ESPECIFICACION RESULTADO METODO CONCEPTO
Humedad g/100 g N.E. 9,34 Basado en ISO 6496:1999 N.A.
Proteina g/100 g N.E. 18,74 Basado en ISO 5983-2:2009 N.A.
Grasa (hidrolisis acida) /100 g N.E. 0,51 Basado en AOAC 922.06 N.A.
Ceniza /100 g N.E. 6,70 Basado en ISO 5984:2002 N.A.
Calcio /100 g N.E. 0,05 Basado en ISO 6490-1:1985 N.A.
Fosforo total g/100 g N.E. 0,35 Basado en ISO 6491:1998 N.A.
Inhibidores de tripsina TIU/mg N.E. 27,30 Basado en Ba 12a-20 N.A.
N.A. No aplica NE:: No especifica V: Vigente ND: No detectado BH: Base humeda BS: Base seca

NOTA:

El muestreo fue realizado por el cliente.

Este certificado no puede ser reproducido sin previa autorizacién escrita de la direccién técnica de Italcol. Los resultados sélo son vélidos para la muestra

recibida.

Analista responsable:

/&L‘J L.

Maicol Choconta Carrefio

Analista Junior

- - -Fin del informe- - -

Revisado por:

(]

S

Alexandra Lozano Franco

Directora Técnica LCI

Pagina 1 de 1

LCI-FR-086-V-5

Bodegas Italcol Km 13 Via Occidente Funza. Tél

www.italcol.com

.2 (031) 442 1360 Ext. 128



184 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

INFORME DE RESULTADOS aﬁi

Res. No. 00037639

No. Informe 58886-V-1

CLIENTE: Ventas de alimento producto terminado FECHA DE INGRESO: 2020-10-20
SEDE: Palermo, Huila FECHA DE ANALISIS:  2020-10-27
CONTACTO: Hernan Alberto Vela M. FECHA DE INFORME: 2020-10-29
CARGO: Gerente de zona Neiva - Especialista en Acuicultura

TELEFONO: 313 886 2444
DIRECCION: KM 2 via Neiva -Palermo, Huila

CORREO: hernanvela@italcol.com
INFORMACION DE LA MUESTRA
No. MUESTRA: 58886 ASPECTO: Harina
PRODUCTO: Chachafruto COLOR: Café oscuro
PROVEEDOR/CLIENTE: N.E. OLOR: Caracteristico
LOTE: 31/05/19 TEMPERATURA: 20°C
FECHA FABRICACION: N.E. CANTIDAD DE MUESTRA: 550 g
FECHA VENCIMIENTO: N.E.
OBSERVACIONES: Lote1y3
ANALISIS UNIDAD ESPECIFICACION RESULTADO METODO CONCEPTO
Humedad g/100 g N.E. 9,11 Basado en ISO 6496:1999 N.A.
Proteina g/100 g N.E. 17,96 Basado en ISO 5983-2:2009 N.A.
Grasa (hidrdlisis acida) /100 g N.E. 0,23 Basado en AOAC 922.06 N.A.
Ceniza g/100 g N.E. 6,39 Basado en ISO 5984:2002 N.A.
Calcio /100 g N.E. 0,05 Basado en ISO 6490-1:1985 N.A.
Fosforo total /100 g N.E. 0,35 Basado en ISO 6491:1998 N.A.
Inhibidores de tripsina TIU/mg N.E. 54,20 Basado en Ba 12a-20 N.A.
NA: No aplica N.E.: No especifica Vi Vigente ND: No detectado BH: Base humeda BS: Base seca
NOTA:

El muestreo fue realizado por el cliente.

Este certificado no puede ser reproducido sin previa autorizacién escrita de la direccién técnica de Italcol. Los resultados sélo son vélidos para la muestra

recibida.
Analista responsable: Revisado por:
d 1
/] y -
L /
| é(uﬁ‘ in
Maicol Choconta Carrefio Alexandra Lozano Franco
Analista Junior Directora Técnica LCI

- - -Fin del informe- - -
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Anexo C. Resultados de Extraccion de proteinas,
purificacion y cuantificacion de Lectina
purificada en muestras de harinade semillas de
Erythrina edulis

/. Contenido de proteina Aecting
Muestra ‘ Y%
Harina | 20
Proteina soluble* 30
Fraccion 0-60%s | S8
Lectina®* 21
Lectina®** | 0.7

*La NeUl al 1% 2 partir de tres extracciones / harmas
*=* Proscies on la fracosde O-6MGs
4% Loctina activa en la muostra do barina, en 3 g de harma hay 38 mg de lectina,

Conciusién

En la muestra de harina se detectd la presencia de actividad aglutinante lo que demuestra que
1a lectina esta activa en cada una de las etapas de purificacién (Tabla |, 11}, Se observa como se
incrementa su actividad (Tabla i, Il y 1), con un titulo especifico de 100 veces. La solucién de
lectina obtenida se puede diluir 500 veces para observar actividad de aglutinacién. Estos
resuitados se corroboran con 1o obtenido por SDS PAGE donde ¢l perfil de bandas obtenido es
caracteristico para esta lectina. Se observa una banda alrededor de los 30 kDa (figuras 3,4,5) y

cuando se incrementa la cantidad de lectina se ve el doblete caracteristico de dos subunidades
diferentes con pesos moleculares muy cercanos o en algunos casos isolectinas. Ademds, se
observan asoclaciones de alto peso molecular, formas diméricas y tetraméricas, que se dan por
fuerzas intermoleculares débiles. El contenido de proteina total en la harina es del 20%, de los
cuales e 30 % corresponde a proteinas solubles (extraen) en solucién salina (NaCl 1%). Con
sulfato de amonio (0-60%s) precipitan ¢ 58 % de globulinas y albuminas; el 21% corresponde a
la lectina. Se reporta que la cantidad de lectina activa en la muestra de harina es del 0.7%.

Se llevaron a cabo dos socializaciones de los ensayos realizados a la muestra,
BIBLIOGRAFIA

Gerardo, P, (1984), Isolation and characterization of a lectin from the seeds of Erythrina Edulis,
Phytochemistry, 23(6), 1229-1232. d0i:10.1016/50031-9422(00)80431-8

Elabord:

/'\1;:: m\i:v(zt-

Profesor Asociado

Departamento de Quimica

Grupo de investigocién en proteinos (GRIP)
Universidad Nacilonal de Colombia
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USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Contenido de proteina/lectina
Muestra %
Harina 19.5
Proteina soluble 85
Fraccion 0-60%s 69

Lectina ** 19
*En NaCl al 1% a partir de tres extracciones / harina
** Proteina en la fraccion 0-60%s.
*** En la mucstra de harina, en S g, hay 11 mg de lectina activa.

Conclusion

En la muestra de harina se detecté la presencia de actividad aglutinante lo que demuestra que
la lectina esta activa en cada una de las etapas de purificacion (Tabla 1, Il). Se observa cOmo se
incrementa su actividad (Tabla |, Il), con un titulo especifico mayor a 100. Sin embargo, la
cantidad de proteina es menor en el precipitado de 0-60% dado que se observa que no toda es
soluble. Por SDS PAGE, el perfil de bandas obtenido es caracteristico para esta lectina, se
observa una banda difusa alrededor de los 30 kDa (figura 3), sin embargo, las bandas no son de
buena calidad. El contenido de proteina total en |a harina es del 19.5 %, de los cuales el 8.5 %
corresponde a proteinas solubles en solucion salina (NaCl 1%). Con sulfato de amonio (0-60%s)
precipitan el 69 % de globulinas y albuminas; el 19 % corresponde a la lectina. Se reporta que la
cantidad de lectina activa en la muestra de harina es del 0.2% ( Figuras 1, 2).

Elaboré:

o 1L, o 5

Nohora icq Vega Castro

Profesor Akociado

Departamento de Quimica

Grupo de investigacién en proteinas (GRIP)
Universidad Nacional de Colombia
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TABLA IV. PORCENTAJE (%) DE PROTEINA

MUESTRA Dieta practica Control Control ECL (%)
(%) (%)
HARINA 38.9 41.7 42.2
PROTEINAS SOLUBLES 11.7 10.7 12.6
FRACCION 0-60%S 37.9 33.9 28.7
LECTINA ** 45.4 55.3 15.7
LECTINA *** 0.808? 0.840° 0.240*

*En NaCl al 1% a partir de tres extracciones / harina

** % de lectina en la fraccion de proteinas obtenidas al 0-60%s

1.Por cada 5 g de harina “Dieta practica” hay 39.4 mg de lectina activa 2. Porcada 5 g
de harina "Control” hay 42 mg de lectina activa. 3. Por cada 5 g de harina “Control ECL"
hay 12 mg de lectina activa. ***Lo anterior equivale al 0.8 % de lectina en la harina
rotulada como Dieta practica y Control; 0.24% para la harina control ECL.

En las 3 muestras de harina se detectd la presencia de actividad aglutinante lo que demuestra
que la lectina esta activa. El contenido de proteina total en la harina “Dieta practica” es del 38.93
9%, de los cuales el 11.71 % corresponde a proteinas solubles en solucién salina (NaCl 1%). Con
sulfato de amonio (0-60%s) precipitan el 37.96 % de globulinas y albuminas; el 46.67 %
corresponde a la lectina. Se reporta que la cantidad de lectina activa en la muestra de harina es
del 0.8%. En el caso de la muestra “Control” El contenido de proteina total fue del 41.8 %, de los
cuales el 10.71 % corresponde a proteinas solubles en solucién salina (NaCl 1%). Con sulfato de
amonio (0-60%s) precipitan el 33.93 % de globulinas y albuminas; el 55.26% corresponde a la
lectina. Se reporta que la cantidad de lectina activa en |a muestra de harina es del 0.84%. Para
Ia muestra Control ECL contiene 42.54% de proteina total en la harina, de los cuales un 12.51%
es proteina soluble, con sulfato de amonio (0-60%s) un 28.70% de proteinas tipo globulinas y
albuminas precipitan; el 15.71% corresponde a la lectina. En este caso la cantidad de lectina en
Ia harina fue del 0.2%. Se presentan los perfiles de electroforesis donde la banda de 30 kDa
corresponde al monémero de la lectina.

Quedamos atentos a resolver cualquier inquietud,

Elaboré:

/'\L.L\_({WVJ_%QL

Nohora Angélica Vega Castro

Profesor Asociado

Departamento de Quimica

Grupo de investigacién en proteinas (GRIP)
Tel 3165000 extensién 14465

Celular 3233946748

Universidad Nacional de Colombia



188 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Anexo D. Registro parametros fisicoquimicos de
la calidad de agua en la prueba piloto con
harina de semillas de Erythrina edulis

PARAMETROS CALIDAD DE AGUA

Tratamientos  Fecha T’"‘f.“':')"‘"' (p?:“) sm::cm pH  Dureza  TAN
18/11/20 28,41 5.38 56,00 753 5130 0,00

19111720 28,50 5.42 58,60 750 5130 0,00

& 20111120 28,50 500 60,80 756 6840 0,00
21111120 28,30 5,50 55,30 750 6840 0,00

18111720 28,40 5.00 58,00 754 6840 0,00

19111720 28,56 5.31 57,20 750 5130 0,00

= 2011120 28,48 5.20 58,10 752 5130 0,00
21711120 28,50 490 60,50 750 8550 020

18111720 28,40 516 56,60 750 5130 0,00

19011720 28,50 4,99 58,20 752 5130 0,00

e 20011120 28,40 473 56,80 750 6840 020
21111120 28,30 4,95 56,50 749 6840 0,00

1811120 28,40 497 59,90 750 5130 000

1911120 28,30 4,81 58,80 748 5130 0,00

o 2011120 28,50 5.00 56,30 757 6840 0,10
2111120 28,20 5.00 59,00 751 6840 0,00

1811720 28,38 4,90 60,00 752 5130 0,00

19111720 28,40 5.40 59,40 749 6430 0,10

= 2011120 28,47 4,80 60,40 751 6840 020
21111120 28,30 4,90 59,90 751 6840 0,10

18/11/20 28,30 476 58,40 751 5130 0,00

1911720 28,35 5.00 59,80 751 5130 0,00

e 20111120 28,40 476 60.40 753 6840 0,10
21711720 28,30 480 60,00 751 6840 020
PROMEDIC. 2340 5.03 58,50 751 6110 005

PRUEBA
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Anexo E. Registro de raciones, alimento vy
cantidad de heces recuperado e la prueba
piloto con harina de semillas de Erythrina
edulis

I T T
mﬂm” I-thmﬁ
m AL L%} 1] m [ 1] Bl L.t
pak - HORA "] -] el O - HORA 4] el ']
A0 am .87 0 095 1000 em, [=E T @50 050
!lﬂlm A0 pm 0.7 o3 a5 I.'l.fllfll 20040 g [=E.} 50 0,50
LR T o.ar 09 a5 4:00 . (1.3 1.7 ] 0,50
10:00 am o.ar L% 0as 10300 am. [sX %] 50 0,50
2011720 100 5= 047 o 0as 20011700 200 gm, =1 ¥ ] 1] 0,50
A 00 p e 087 0% 095 400 gm, [} ¥ 3,60 0%
10:00 o 087 o0 095 1000 m. [+ ¥ 50 050
2R 00 e, 087 0,9 095 111710 2:00 p.m. 051 B0 0,50
LY, 057 L 035 4:00 p.m. [sF%] 50 0,50
10:00 o 097 [-% Ba5 1000 g, %) 360 0,50
WY 100pm -] o a A0 200pm, 082 080 0,50
AT g e -] o L] 400 g.m, 1] o 2]
PR DD oEl ¥ -] [ ) ] PROMETHO K72 5% 046
TOWAL ] S0 550 TOTAL (¥ +3 & 50 5,50
1. Alimestn i piod £ ol ancline [igr) 1. Alivra nto recupirase pos colador [gr]
TANCHLE ™ a A3 TARCILIE
™ " [ - " -
D48 - HORA (DHA, - HORE
1000 0,18 1] R 1000 am, ] 0,08 01
WY  1Mam a1 .23 523 whife  200pm, .11 .03 o098
A D g 0.1% 21 [N 400 g.m, (¥ ] N1 ] 01k
100 am 0,21 o1 018 10100 a.m. o5 008 01
20718 0 300 p i, 0,11 [ e 008 2011110 2:00 p.m. 203 [+ N L1 oor
EEei Y 0,13 [0+ VN ] 4:00 p.m. [¥s, ] 14 011
10:00 o 0,08 013 i8] ] VO00 am, 0.3% 817 0,1
2AFL0f0 e l-F 1 011 0.2 211110 100 pm, [+¥=F) [N H] n14
AT p .13 =K | 8] 400 pm, [=F=}1 =% k] oo
1000 am 0.1 -] 22 1000 am. ol a7 oo
H,ﬂ:lflﬂ 0 p -] ] [ 1] !Hih‘ll 200 g, 1] i) a
400 5 e =] i} [i] 4:00 g, V] ] a
FROMIEDSC: 0,18 0,12 012 PROM EDNG ooy 11 0,09
TOMAL 1,54 147 144 TOTAL [F HS L] 0%
3. [Almante & Hecad lgrl]- pess Aiten (0,83 gr) 3 Aliment s Hieced fgrl]- peris Bes 0,85 gr)
TAMGUE A Az A1 TANQLUE
i} v w - - =
DA [+ Y
P =+ Hiad Lir) 14K F s I Hisges + Hna (gr] LAY i1 1.3
llﬂlﬂﬂ Peo Flltrigr] 085 A% [N L3 H.H.H'III Pesg Filtroigr) [+F 5] 4% oAs

Deferired il 0,63 1.1 1,75 Diferencia 0k 0,45 045
TomaL 0,63 tE 1,75 TCTAL e L H 0,45



Anexo F. Formato de registro de animales que consumen (AC), repiten
(AR) y regurgitan la harina extruida de semillas de Erythrina edulis

Tanque 9 TRATAMIENTO | - EXTRUIDO DE SEMILLAS DE Erythrina edulis
MNo. inicial de Calculo racion 8% de la
peces 8 Peso 3.5 biomasa
OBSERVACION - VIDEO 3min
# Animales | o 5 el Animal NO . Peso .
Fecha Hora Racién que :ua ra";ait:: # q:;a es CONSUMO Mortalidad animal Sobrevivencia
(ar) c:l';::':;" alimento regurgitan | RACION (g) (npeces) | o erto {g) (n paces)
(AC) (AR) alimento
8:00 a.m. 0,75 8 8 1 0 8
10/05/2021 11:00 a.m. 0,75 a B & 0 5]
3.00 p.m. 0,75 8 a 5 0 8
8:00 a.m. 0,75 8 B 4 0] 8
11/056/2021 11:00 a.m. 0,75 8 8 4 0 8
3.00 p.m. 0,75 8 B 5 0] &
8:00 a.m. 0,75 8 8 4 0 8
12/05/2021 11:00 a.m. 0,75 8 ) 5 1] 8
3.00 p.m. 0,75 g 8 5 0 8
8:00 a.m. 0,75 8 8 1 Q 8
13/05/2021 11:00 a.m. 0,75 8 8 3 0 5
3.00 p.m. 0,75 8 8 3 0 8




Anexo G. Registro de especificaciones de calidad
de materia prima usada en la preparacién de
dietas practicas

ESPECIFICACION DE CALIDAD
HEMOGLOBINA

1. DEFINICION

Es un subproducto del rendenng de la sangre de
especies animales (bovinos, porcinos, polios),
resultante de la extraccién del plasma.

2. DESCRIPCION

La sangre es extraida a partir del procaso de faenado en las plantas de sacrificio, se le adiciona
anbicoagulante y se enfria, posteriormente pasa a un proceso de centrifugacidn donde se separa el plasma y
los globulos rojos 0 hemoglobina y generalmente se deseca por el proceso “Spray Drying” para empacar. El
ingrediente obtenido es poivo fino, oscuro y seco.

3. REQUISITOS FisICOS

ANALISIS REQUISITO TOLERANCA | METODODEANALSIS | CODIGO
Color Rojo oscuro Inobjetabie Visual
Olor Caraclerisico del ‘ Inobjetable Onganoléptico

~ producto i,
Max. S°Cporencma | Mdx 7 *°C por encma

Temperatura de s temp_ ambiente | e 1a teenp. amb Termémetro0°Ca 50 °C
| Cortaminacdn méxima
"'m’“ ercacn do paries | “6e 1,0%, de MP o Visual
PNl sxindiocas 1 ]
Densidad 40500 Ko | NA Determinaciin de Densided | o 1o a0 008
s ! en sdldos
Humedad ] 50-50% ] Méx 9.0% Ewam«m LCETA-003
4. REQUISITOS QuiMiCoS
ANAUISIS 'REQUSTO  TOLERANCIA | 'METODODEANAUSIS = CODIGO |
Doterminacién de Nitrigeno
. - rrmiicodi e b yProiac. | LOHTAO0 |
Grasa 05-10% Mix. 15% Determnacén de Grasa LCHTA-002
Cenizas 50% Max. 60 % Determinacidn de Cenizas LCETA-004
Digestibllidad M s Determinacion de TAO1
0,0002% R0% 900 % Oidestbiidad o0 | LCHTAD

Est0 50N Pardmelros esthndar para este ingrediente, los resutados Lamiin deben ser Compadas con ka fcha tbenica del
provesdor segin ks negocacidn y consuliados con la drectidn lécrica para una valoracdn especiica en la formulaciin,
* £l método de andiss puede ser Quimico como se relaciona en ka tabla o por Ecuaciones NIRS.




192 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO
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Anexo H. Certificado de Best Aquaculture
Practices BAP de ITALCOL S.A. Planta Palermo
Huila

Best
*> Aquaculture
Practices

BEST AQUACULTURE PRACTICES
VALIDATION LETTER

Italcol S.A.
Feed Mill(s)

Km 2 Via Neiva-Palermo, Huila 412001 Colombia

Locationof Feed Mill(s)

NSF - NSF SF 23177

ISO CB & Registration Number

M10131
BAP Number

Aquaculture Feed 27 May 2024

Species Expiration of Authorization

D Unannounced Audit

This document, in conjunction with a valid ISO Certification Body Certificate for compliance with
GSA/BAP Feed Mill Standard and a current listing on the BAP website www.bapcertification.org,
validates the claim of BAP Certification by the facility named herein.

K Neoen

Keiko Pasterczyk, Director of Certification O;N'rcm';m.v
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Anexo |. Resultados de diagnostico veterinario de
lotes de larvas de tilapia nilotica (Oreochromis
niloticus) recepcionadas en Bioterio

CORPAVET

MolecularVetsas

Grupo Empresarial

CORPORACION PATOLOGIA VETERINARIA

No. Registro ICA 099992

Fecha de vencimiento del registro ICA 02/07/2031
MOLECULARVET SAS

No. Registro ICA 099993

Fecha de vencimiento del registro ICA 02/07/2031

www.molecularvet.com
REPORTE DE RESULTADO
ANALISIS BIOLOGIA MOLECULAR ANIMALES DE PRODUCCION
NO. REPORTE MOL-22-0178 No. Consecutivo Patologia NA
Fecha de 13/08/2022  |Fechatomade | 550y, | Fechade 16/05/2022 Fechade emision: |  16/0572022
ingreso: muestra: analisis:
LARVAS Oreochromis
Nombre: CORPAVET Especie: Tilapia nildtica Razao Linea: |~ " " Sexo: Noaplica (Edad: Larvas
12/05/2022 niloticus
Granja: CORPAVET Departamento: |Cundinamarca  |Municipio: Bogota Propietario: CORPAVET
LARVAS istentel
Remitente: CORPAVET  |Lote: CORPAVET  |E-mail: ASISIENIEIENICO | e1efono: 311 8496279
12/05/2022 @carpavet.com
Servicio solicitado: M25- Deteccion de Virus de la tilapia del lago (TiLV) RT-PCR

DESCRIPC ION BREVE DE LA HISTORIA CLINICA

NO APLICA

ANALISIS BIOLOGIA MOLECULAR

CONSECUTIVO TIPO DE MUESTRA

RESULTADO ANALISIS MOLECULAR CARRIL FOTOGRAFiA

Pool érganos (higado, bazo,

CM-22-0178 encéfalo, ojo)

Negativo para deteccidn del ARN de TiLV 178

DATOS DEL METODO

DETECCION DEL SEGMENTO 3 DEL ARN DE TiLV (VIRUS DE LA

Método analitico: TILAPIA DEL LAGO) MEDIANTE RTPGR

Cédigo: MA-11 Version 1
Agente: Virus de la Tilapia del Lago - TiLV (Segmento 3 RNA)
Técnica: amplficacién Aados nudeicos RT-PCR
Referencia: Eyngor et al_, 2014

M: Marcador de peso molecular (50 - 1000bp)
P: Control postivo CE: Control de extraccion N: Control negativo

Observaciones:

Alcance: Este resukado solo aplica a las muestras recibidas en el laboratorio

Nota: Este informe no se debe reprodudr o copiar sin previa autorizacién por escito de Corpavet-
MelecularVet

Pacla Andrea Barato

Directora cientifica

AR ]
AR
V.°B.° analista

FINAL DEL INFORME

Calle 254 No. 38A - 16, Teléfono: 2695730 - 3158195981, Bogota DC.
Correo electronico: infocorpavet.com / dxmol ecul an@ corpavet.com

Vi COTpaVEL.com [ wemmolecularvet. com
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DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

CORPAVET

MolecularVetsas

Grupo Em
www.corpavet.cor

presarial
www.molecularvet.com

REPORTE DE RESULTADOS

CORPORACION PATOLOGIA VETERINARIA -

Regist

CORPAVET
ro Res. ICA N0.099992

Fecha de vencimiento del registro ICA 02/07/2031

Regist

MOLECULARVET SAS
ro Res. ICA No.099993

Fecha de vencimiento del registro ICA 02/07/2031

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO DE PECES

problemas recientes):

No.de Registro: | CPV-22-0395 |Fechade 16/05/2022 Fecha de 061062022  |No. del Reporte : |  PAT-22-0395
ingreso: emision:

- . o Edad o grupo . .
Especie: Peces Raza o Linea: Oreochromis niloticus etireo: Larvas Sexo: No aplica
Remitente: Hernan Vela E-mail: hvela@italcol.com Teléfono: No informa Fecha de toma 16/05/2022

muestra:

Departamento: Huila Municipio: Hobo Empresa: Penjamo SAS  |Propietario: Piscicola Penjamo

. S . . ) . .. X P17- Andlisis histopatologico de tejidos
Tipo de muestra recibida: Animal vivo Tipo de servicio solicitado: provenientes de necropsia de peces
Nombre de la . . Fecha del Datos del Lectura Iamina con
Granja: No informa Lote: analisis 06/06/2022 método: tincion H&E

HISTORIA
Animales . - . . . .
afectados: Ninguno Mortalidad: Ninguno Signos: Ninguno
Actividades de Monitoreo para ingreso a bioterio :;fr‘i:tt:r?aidet:)alfasr:?eur:tl::dagtuales No informa
manejo recientes: : paraing loter . y :
o recientes:

Agua: Parametros fisico-quimicos (alteracion o No informa

DESCRIPCION DE LA NECROPSIA

Apariencia externa:

Sin cambios patolégicos aparentes

Sistema digestivo,
higado, bazo,
pancreas, TGI:

Sin cambios patolégicos aparentes

Sistema urinario:

Sin cambios patoldgicos aparentes

Sistema
reproductivo:

Sin cambios patolégicos aparentes

Sistema
cardiovascular:

Sin cambios patoldgicos aparentes

Sistema
respiratorio:

Sin cambios patolégicos aparentes

Sistema nervioso:

Sin cambios patolégicos aparentes

Sistema muscular
y 6seo:

Sin cambios patolégicos aparentes

Organos linfoides:

Sin cambios patolégicos aparentes

Otros: Sin cambios patolégicos aparentes
ANALISIS FINAL ) ) -
DE NECROPSIA: Sin cambios patolégicos aparentes

DIAGNOSTICO DE NECROPSIA

Sin cambios patolégicos aparentes

DESCRIPCION MICROSCOPICA
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PECES V5

E D R P AV EX«: CORPORACION PATOLOGIA VETE:IO:'A,mT

Registro Res. ICA No.099992

Mo|ecul0r\/ef Fecha de vencimiento del registro ICA 020772031
Grupo Empl.so'losl’As MOLECULARVET SAS
W CODO 0N www stletulonve! com R.ﬂm Res. ICA No.099933

Fecha de vencimiento del registro ICA 02/07/2031

Encéfalo: Sin cambios relevantes

Branquias: Leve presencia de trichodinas en la superfice branquial
Corazén: Sin cambios relevantes

Higado: Sin cambios relevanies

Bazo: Sin cambios relevantes

ANALISIS DEFINITIVO

Parasiismo branquial leve por trichodinas. Animales en condicion sanitana aceptable

1. Mantener monitoreo sanitario semestral (minimo histopatologfa, RT-PCR para TILV y aislamiento de Streptococcus agalactiae) para detectar tempranamente
eventos de enfermedad

2. Registrar y refirar permanentemante la mortalidad del sistema. Recoger y sacrificar permanentemante los animales enfermos (nado en circulo o como locos,
animales que tengan exoftaimia o cualquier signo de comporiamiento anormal) ya que se comverten en reservorios de los microorganismos.

3. Monitorear y reducir ka carga de matenia organica del sistema de cultivo. Evaluar diariamente la turbidez con el disco de Sechi y minimo semanaimente niveles de
amonio y nitralos. Usar bioremediadores para reducir la carga de materia organica en el sislema de cultivo.

4. Implementar ylo monitorear el sistema de biosequridad de la granja y el programa sanitario

Seguir las recomendaciones dictadas por ef ICA, Resalucidn 020186, del 26 de Dic de 2016

MICROFOTOGRAFIAS
NO APLICA

Alcance: Este resultado solo aplica a la muestra recibida en el laboratorio,
Nota: Este informe no se debe reproducir 0 copiar sin peevia aulorizacin por escrito de Corpavet-MolecularVet,

J(“. : "/) C ‘.//l
i.,d' &ﬂuj ruf -ﬁ’uifltul'{
] J (

RICARDO J PINEROS DUQUE PAOLA A. BARATO G.
Coordinador del servicio de diagnéstico Directora cientifica

FINAL DEL REPORTE

Calle 25A No, 38A - 16, Bogotd D.C., Colombia
+ 5712695730 ~ 3158195591
Info@corpavet com / asistentetacnico@corpavet.com
www.corpavet com / www.malecutarvet. com




Anexo J. Resultados finales de la prueba piloto del aseguramiento del
consumo y evaluacion de toxicidad de la harina de semillas de Erythrina
edulis en alevinos de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus)

Prueba piloto para uramieanto del consumo del aliments en harina de semillas de edulis.
Tratamients Cantral: Hafna 45% laleal S.A
Tratamdania |y I ; Harna de semillas de Enethring sdulis
- TRATAMIENTO
TRATAMIENTO I TRATAMIENTO I COMTROL™
PARAMETROS TANGUE A1 TANGUE A2 TANQUE A3 TANGUE B1 TAMGUE B2 TANQUE B3 {Hns, 45% italcal)

N* Pecas Iniciales 1 20 20 20 10 10 10 15
N* Peces Finales ] 20 w0 10 10 10 15
Pesoc inscial igr) 1,83 1,81 158 215 2,01 2 2
Pase Final {gry 2406 2,05 204 233 218 212 2,89
N* Dias prueba pilok 4 4 4 4 4 4 4
Gananda pese igriDia 0,04 0,05 0.05 005 0.05 0,04 0,30
Biomaza inicial (gr) 28,6 agz ara 28 20,1 20 30,0
Bigraea finall (gr) 41,2 41 40,8 23.3 26 21,2 43,35
% Al nIoVE s mansa 1d 10 10 14 10 10 1
RacdnDia 386 3.82 378 218 2.01 F 1,80
H* ComidasTia 4 4 4 4 4 4 4
Grefomida 1 a7 L8] 085 0,55 0,50 050 045
Alimaria folal sumingada (g .70 .60 950 64 6.5 55 2277
Alimeria cansurna apanenis (g 7531 6,81 B31 5,30 474 4,00 21,40
J Ms) 20 20 20 20 20 0 20
Drensidad (grefes) 206 2,06 204 1,17 1,08 1,06 217
N* aroa 1 1 1 1 1 1 1
Repeticiones x Tra@mmienios 3 3 3 3 3 3 3
N® Paoas qus camisnon (PromediofGoupa) 20 20 0 10 10 10 15
Percentaje Poces comismn (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
N Pasiis quk Prisirasdi 20 20 20 10 10 10 15
Porcentaje Paces repitienon (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
N* Peoes qus regurgitaren (Promedis/Grapa) | 0 [} 1 0 i [1] [}
Porcentaje Paces reguegiarn (%) 0% 0% 0% 0% 0% o 0%
Maortalidad [} o 0 [} [i [1] [}
% Sobrevivencia 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Ve Cormume da harina da adulis sobne ks suministrado TTA% TO.9% BEAY 0% T2.6% T2.T% B438%

*Alimanio suminisiredo - (Alimenio na consumido (Recckectado +heons)
** Dabos omados de campaiTabla Alimenio Mojarmas ITALCOL SA,



Anexo K. Calificacion de muerte celular epitelial,
inflamacion y necrosis en analisis de toxicidad
aguda en dietas practicas con 15ug, 30ug,
150ug y 300ug de Erythrina edulis lectina (EEL)
y dieta comercial control

Tabla 1. Muerte celular epitelial en estbmago

Sin
GRUPO EXPERIMENTAL lesion

Moderado Moderado a Severo
() severo (3) (4)

©)

Tratamiento T Dieta préactica inclusion

100 0 0 0 0
15mg EEL
Tratamiento TII Dieta practica inclusion

100 0 0 0 0
35mg EEL
Tratamiento TIII Dieta practica inclusion

100 0 0 0 0
150mg EEL
Tratamiento TIV Dieta practica inclusion

100 0 0 0 0
300mg EEL
Tratamiento T1 Control Negativo (-) Dieta

. 0 50 50 0 0

comercial

Tabla 2. Inflamacién linfocitica en estémago

Moderado Moderado a Severo
GRUPO EXPERIMENTAL
() severo (3) (4)
Tratamiento Tl Dieta practica inclusion
0 0 33 33 34
15mg EEL
Tratamiento TIlI Dieta préactica inclusion
0 0 34 66 0
35mg EEL
Tratamiento  TIII Dieta practica
. » 0 0 0 66 34
inclusion 150mg EEL
Tratamiento TIV  Dieta practica
. . 33 0 33 34 0
inclusion 300mg EEL
Tratamiento Tl Control Negativo (-)
. . 0 0 25 75 0
Dieta comercial




198 USO DE Erythrina edulis EN DIETAS COMO FUENTE DE LECTINAS
INHIBIDORAS DE ADHERENCIA DE Streptococcus agalactiae AL INTESTINO

DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

Tabla 3. Necrosis en estbmago

GRUPO EXPERIMENTAL

Sin lesién

©)

Leve Moderado Moderado a Severo
(1) 2) severo (3) 4)

Tratamiento Tl Dieta practica inclusion

0 0 33 33 34
15mg EEL
Tratamiento TIl Dieta préactica inclusion

0 0 34 66 0
35mg EEL
Tratamiento TIII Dieta préactica inclusion

0 0 0 66 34
150mg EEL
Tratamiento TIV Dieta préactica inclusion

33 0 33 34 0
300mg EEL
Tratamiento TI Control Negativo (-) Dieta

. 0 0 25 75 0

comercial

Tabla 4. Muerte celular epitelial en intestino

GRUPO EXPERIMENTAL

Sin lesién

©)

Moderado Moderado a Severo

) severo (3) 4)

Tratamiento Tl Dieta préctica inclusion

33 33 34 0 0
15mg EEL
Tratamiento TII Dieta practica inclusion

0 66 34 0 0
35mg EEL
Tratamiento TIII Dieta préactica inclusion

0 66 34 0 0
150mg EEL
Tratamiento TIV Dieta practica inclusion

33 33 34 0 0
300mg EEL
Tratamiento TI Control Negativo (-) Dieta

. 0 75 25 0 0

comercial
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Tabla 5. Inflamacion linfocitica en intestino

GRUPO EXPERIMENTAL

Sin lesién

©)

Moderado

@

Moderado a

severo (3)

Severo

4

Tratamiento T| Dieta practica inclusion

33 0 33 34 0
15mg EEL
Tratamiento TIl Dieta practica inclusion

0 66 0 34 0
35mg EEL
Tratamiento TIII Dieta practica inclusion

0 33 33 34 0
150mg EEL
Tratamiento TIV Dieta practica inclusion

0 66 34 0 0
300mg EEL
Tratamiento Tl Control Negativo (-) Dieta

. 0 0 100 0 0

comercial

Tabla 6. Necrosis en intestino

GRUPO EXPERIMENTAL

Sin lesién

©)

Moderado

(2

Moderado a

severo (3)

Severo

4

Tratamiento TI Dieta practica inclusion

33 0 33 34 0
15mg EEL
Tratamiento TIl Dieta practica inclusion

0 66 0 34 0
35mg EEL
Tratamiento TIII Dieta practica inclusion

0 33 33 34 0
150mg EEL
Tratamiento TIV Dieta practica inclusion

0 66 34 0 0
300mg EEL
Tratamiento T Control Negativo (-) Dieta

. 0 0 100 0 0

comercial




Anexo L. Resultados finales de la prueba piloto del aseguramiento
del consumo y evaluacion de toxicidad de la harina extruida de
semillas de Erythrina edulis en alevinos de tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus)

FPrusba pilols para aseguramssnls del condume del alimente extruido de semillas de

[Erythrina eduiis
Trabarriastn Cortrol |0y il Exvoeto 455 1 3 /e Rdeasd S8
Trataminnie I, il y I Extruid dis hinsna de semiles Sa Enthing aculia
TRATAMEMTOI TRATAMENTOI - COMTROL
- - TRATAMENTD T.CONTROL ™I T-COMTROL = T. COMTROL =8
FARAMETROS m;:_mn”: r m!g.im'm sl " " [Ext 45% [Ext 85% (ERL 45%
JEsL ihiili] 1.2 v I ol 1.2 mim Risead) 1% A Rizal)
MN® Peoes ndcisdos ] T 3 ] ] 2
M Peces Firabes ] T 3 ] L] £
p‘-ﬁhld-llm A0 Ll Rl ngT L 21 A6
Paac Final [ge} R E L) 88 1% L] 11,7 2
M* Disa prusha peloto 4 ] ] Il ] ]
Charancis pese (grika 003 aor 3,13 1,28 [TH 1,85
Braaerunian ifaal (9] I £ L] 55 A0 25 35 A ¥ FEL
Biabivuifi firul 2B TF 413 LT 44 5 Tz 54
. Al T Tl & a B -] a B
RnCenDen FL 19 447 203 L] 243
M® CoemdzasTia ] 3 2 ] a 3
£ Cemmd Th 1.0 1459 naa 155 1,14
Jlirmapnin Eotml prmd niefrmaa (g a6 12 1A 178 A1z LEER 13,7344
Al rTaEnin CONALMG BREENE (gr” a3 T LLE ] A0 18,00 azr
ol i [} i ] >0 ] i 20 e
D jgratt) 1 A 07 385 233 351 170
M® itk 1 1 1 1 i 1
Flies mirg (e | 0415 o115 3115 015 o115 3115
Rispeilazicerolid o T ri mreiiod 1 1 E 1 i 3
M PEoss (o OOmes i [Promae s Grips) [ .56 286 435 [ 183
P g DO 100 S5 BEM A5 100'% | ]
|H'Fﬁnmmmj L] (2] 2A4% A0 ] 1.6
Pleces repiboeon %) 100% BN A A% 10% e
N* Paces gua reguigitaron [PromesdaGnaps) 343 325 1,58 =] a o
Froroentape Feras negurg bamn (%) 48% T 3%, 3 0% %
Pidertalsad ] 1] [ ] i o
SobrreTeanrecis [ 10 1040 00 100 1005 pl e
IO e O P S SO WS, SLPT P A3 A% BE 4 106 T% 5E 6% BE B TR

"l ko B S0 - Al N0 CordaTedD (R sonleciaado]
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Anexo M. Resultados finales de la evaluacion de toxicidad de dietas
practicas con inclusion de harina de semillas de Erythrina edulis con
dos dosis diferentes de lectina (150 y 300 pg/ml) en alevinos de tilapia
nildtica (Oreochromis niloticus)

Evahincién da la toxicidad oral aguda (9% horas) (OECD. 2020 da la harns de samilles de Erythning edulis
an diglas practicas con 2 doais diferentes (150 y 300 jsg).
Tratamionin confrol "1 - Haring disia (racica o invesigacion sin Josis de
Tratgameprie " w "I . Doyiag pracices e nsaiigacain con déeenies dosls o Sliooproienes | 150 pg v 300 pgi
TRATAMENTSI TRATAMENTD B TRATAMENTO B
HHA. HHA, HAA.

PARAMETROS CONTRGL EONTROL CONTROL | DOSIS 150 pg | DOSIE 150 pg | DOSIS 150 pp | DOBIS M0 pg | DOSIE 300 pg | DOSIS 300 pp
DOSIS 0 g DOSIS & py DOSIS 3 g TAMGUE 1 TAMGUE ¥ TAMGUE ¥ TAMGUE 4 TAMGUE ¥ TAMGHIUE ¥
TAHGUE 1 TANGUEZ | TANGUES

L] L] [l L] & ] ] ] ]
& & T [ 5 [ [ [ [
13,0 1] 20 11,0 &0 40 W0 40 14,8
4.7 BH LB 125 w1 1] 10,78 (] 1548
4 4 4 4 4 4 4 4 4
0ar 0 0 N2 nar nA ] (] 0%
™ 42 14 BH 40 24 54 24 B4
BED [+ ] ot ] 75 L] £ ] B4, 54 3578 ik £
] ] ] L] ] 8 [ ] ]
458 252 084 196 240 144 a4 144 pC ]
E] E] 3 E] A 3 - b | |
1,58 084 il ] 132 Ll 4] 048 1,08 048 188
14,04 756 252 11,68 T30 & 347 0z &5 15,12
1268 1 244 o.m (1] &0 (] &4 138
) i n n an n 0 0 0
441 184 133 irs i3 168 123 1,78 A
0,115 o,11% 0,115 o115 0,115 1,115 0115 £.115 f115
1 i i i i i i i i
-] ] T ] -] 5 ] § ]
10 100 100 100% 100 100 100 100 100
L] L] T L] ] ] ] ] ]
o] 0% i 100 100 150 15 160 13
] [+] [+] 1] 1] '] '] a a
(12,1 [ o 5] 5.1 % ", % [,
] @ ] 1] ] 1] 1] a a
1% 150% 190% 10% 150% 180% 150% 120% 100%

|Gurmd-hlrhmmlumw HLI% A% BEA% BSOS M.I% A% B0 BN BT

“Harira = 85E.
Soduickon Sanck 100mgeml Eugenal
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Anexo N. Resultados finales de la evaluacion de toxicidad de dietas
practicas con inclusion de harina de semillas de Erythrina edulis
con dos dosis diferentes de lectina (15y 30 pg/ml) y Lectina ECL
(30 pl/ml) en alevinos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus)

Trammants ¥ Corspl Fuing SR Rakol g K - Herva 8N mEol g M (Borminiss 0 sk INTRAAETRSCD K|
Tratasmests U Cortil Farig ety (i (4 Srosigaan g S0 o Gloepples g8 1 - Haneas duta ] i et de oty ¥
Tratassmety UC . Cule piis de A g it e b L]
Tratussmnts B | Clla priiien e : = cdrien 0 1K)
Tratmemrds V. Hana 855 Rakol oon (Heoperbn Correnosl ECL
TRATAMENTD | TRATAMIERTO 8 TRATAMIERTO TRATAMIENTD ¥ TRATAMIENTD ¥
CONTROL | T Désts G A5, | et | Deats s
R — CONTROR, m’“’"_ n""'"w _“’“'""“"‘_ Wna Prigtics | Dosis [15pg) | Dosis [1Spg) | Desis [15pg) | Deais [0pgl | Doass (3] | Dusis (39 ) Lecting BCL Lacting BCL Lacting BCL
s ags maieal | | e | Deie 08 ) Baglica | Repiza i L] Repiiea t Repbcs B Fapis 1n (9 ) 138 sy 138 by
TRAL Repiia i Erpiaait Bepleain
H* Prces Iniciskes 10 1 T T [T 0 ] L] 1 [ 1 [ E]
H* Poces Frars 1 1" ¥ 3 w 1w ] L] 1 ] L] ] ]
ot inicia i) (T 1F] (X 7A (% 15 3.1 (X ] LE] 58 T.¥ [LE]
Paics Finad ¢ [t] al EAE] TAS | [T 1 am A [T [T EE] BAE an 1243
M Clir o et el [l i il [l L i i i [l ol
P i [ET] 0,32 (] [T5 0.3% [E] a3r a3 oH 038 o3 a5 [ ¥
Bcrairian il (51 ] F] 1.1 HLE | [H] 1 [ 524 ar ™ 4rs 80 I a8
Puceroiis sl |} L F] i s 83.08 1] LEL] B g ] LX) L1 ] L] oL ]
) [ [ ] [ [] [] [] a [] ] ] [] []
Hastridia 448 5.F4 458 414 | 458 1 (1] 408 454 L] 18 138 4.r8 488
H Conraluisio b 1 3 3 ] a £ i 3 1 3 £ ]
GraComica 143 1,32 1,38 1,38 | 152 1 200 [T 1,42 03 137 148 (L) ]
a1 DT (50w (Y 1.0 B34 RrL] fubd L] [E] [T ] . B4 0,54 [ 1] [T ]
tdaratrmac woai [ T 1950 B 12,5 1138 103 A0ET 124 18,30 LE] 518 185 1348
i cosema spaenle (1 200 [CF.] 2.4 1380 | 118 1 1820 10ET 1200 18.00 CE] 120 130 Y]
Wira (W] il Eol ol a3 = Eil £ o Foil Fol Fol £ E
I 478 4,08 I FX EE 418 am 134 4,23 e 31 403 an
e wrn (B o118 LRI ains 3,108 | &84 8118 8,118 B11% [RIT] o114 a1 8,118 018
Fljoia a5 Wi vt i i i i £l k] i 1 1 1] ¥ E] £l
M Prces gua I Grapsi 10 10 T T » 0 0 0 1 [ [T [ ]
| Porcoriigs Peces cosueren (%) 1 o, ] T, i) el . 107 0 1 i) T i
b Peces s 10 10 ¥ T w 10 10 10 1 ] 19 % ]
Porcerfaje Peces repdorcn (%] 107% 100% ey fee] HO% % ELo 107% 100% I ] 0% W%
|4 Proces insh Pigpeplaro (Prisedus gl [ L] ) ] L] a L] 4 L] & L L] a
Porcariais Pecet regug e % [ [ % o5 % % [ [ [ [ % %
[re—T] a ] ] [ l a [ [] ] [] [ [ [] a
Buderereupnad () e Lin] ] TR i Ak Aimri A ) ) k) Aieri Rl
- T —— ) [T o L] 100,0% 420, [y % % ) A A% B
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