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RESUMEN

El remplazo de ingredientes de origen animal debido a su escases y altos costos
de produccién ha dado lugar a la utilizacion de ingredientes vegetales. Las Aflatoxinas
son micotoxinas producidas en granos y el consumo en animales terrestres disminuye la
sobrevivencia y los parametros de rendimiento. El presente trabajo evalud el efecto de
aflatoxinas totales sobre el rendimiento de juveniles de camaron Litopenaeus vannamei.
Para esto se suministraron granos naturalmente contaminados con una cepa productora
principalmente de aflatoxinas a la dieta obteniendo niveles crecientes de contaminacion.
Posteriormente se evaluaron compuestos con capacidad de aminorar las aflatoxinas. En
la primera etapa se alimentaron camarones con niveles de 0, 500, 1000 y 2000 ppb.
Comparados con los de la dieta control, existe una reduccion en la tasa de crecimiento
(TC) (17 a 33%), consumo de alimento (CA) (13 a 24%), ademas de disminuir la
sobrevivencia (62 a 72%) para los alimentados con 1000 y 2000 ppb, este ultimo
acompariado del aumento en el indice hepatosomatico. A nivel histoldgico el consumo
de aflatoxinas reduce la actividad de las células B, la actividad mitotica de las células E,
acompariado de un proceso de inflamacion y atrofia de los tubulos del hepatopancreas,
relacionado directamente con el incremento de aflatoxinas. En la inclusion de
aflatoxinas a dosis bajas (0, 10, 20, 40, 60 y 120 ppb), sin alterar la sobrevivencia, a
partir de 60 ppb existe una disminucion en la TC (18%) y a 120 ppb disminuye el CA
(11.5%). Para determinar la remediacion de las aflatoxinas en el alimento, se utilizaron
diferentes productos como aluminosilicatos (Novasil Plus®, Zeolex Extra® Mycofix
Select® y Fixat®), mezclas remediadoras (Aflabalan®, Mycofix Plus® y Mycosorb®) y
antioxidantes (Curcumina, harina de alga Ulva y &cido linoleico conjugado), para esto
se elaboraron 2 dietas controles, una libre de aflatoxinas (DCL) y una contaminada
(DCC), a partir de estas se realizaron combinaciones donde se integraba un producto a
cada dieta control. Los resultados sugieren que el uso de algunos de estos productos no
alteran los resultados al integrarse a las dietas controles (Mycofix Select®, Fixat®,
Mycosorb® y curcumina), otros aminoran los efectos de las aflatoxinas en la DCC, no
obstante afectan el rendimiento afiadiéndolos a la DCL (Zeolex Plus®, Aflabalan®) y
otros mantienen o mejoran el rendimiento de los camarones incorporandolos a la DCL,
ademas disminuyen los efectos negativos de las aflatoxinas al integrarlos a la DCC sin
llegar a igualar a los camarones de la DCL (Novasil Plus®, Mycofix Plus®, alga Ulva,
acido linoleico conjugado). Posteriormente se realizé un bioensayo donde se comprob6
la efectividad del Mycofix Plus® a diferentes dosis, solo o en combinacién con la harina
de alga Ulva en dietas contaminadas con aflatoxinas, donde se encontrd que el uso de
25% de Mycofix Plus® solo o en combinacién con el alga, ayudan a disminuir los
efectos de las aflatoxinas. Un analisis de expresion diferencial por medio de un
microarreglo, correlaciona algunos de los resultados de las pruebas in vivo con la
expresion de algunos genes en los camarones.
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ABSTRACT

Fish meal replacement by plant-derived ingredients in aquaculture diets allows
formulating feeds that meet specific nutritional requirements, while also reducing costs.
Inclusion of plant-derived ingredients to aquafeeds has increased the dietary incidence
of non-nutritional compounds such as mycotoxins. Aflatoxin is a type of mycotoxin
produced by Aspergillus molds, and their presence in terrestrial feeds reduces feed
intake, growth rate, survival and causes immune suppression. The present research
evaluated the effect of naturally contaminated aflatoxin grains on performance of
juvenile Litopenaeus vannamei. In a first experiment, shrimp were fed diets containing
0, 500, 1000 and 2000 ppb total aflatoxins (TAF). Feeding aflatoxin-contaminated diets
to shrimp reduced growth rate (GR,17 to 33%) and feed intake (FI, 13 to 24%). Dietary
inclusion levels of 1000 and 2000 ppb decreased survival (62 to 72%) and the inclusion
level 2000 ppb increased thehepatosomatic index. Histology results showed that dietary
aflatoxin reduces the activity of B cells and the cell mitotic activity of E cells,
accompanied by an inflammatory process and atrophy of hepatopancreas tubules and
the occurrences of histological alterations were directly proportional to aflatoxin
inclusion level. In a second experiment, shrimp fed diets containing 60 and 120 ppb
TAF decreased GR by18% and FI by 11.5%. Several commercial products were
evaluated to determine their capacity to reduce aflatoxicosis in shrimp. These products
were classified asaluminosilicates products (Novasil Plus®, Zeolex Extra® Mycofix
Select® and Fixat®), mixed products (Aflabalan®, Mycofix Plus® and Mycosorb®) and
antioxidant products (curcumin form C. longa, seaweed Ulva flour and conjugated
linoleic acid). Each test product was evaluated in non-contaminated aflatoxins diets
(NAFD) and aflatoxin contaminated diets (AFCD). The results suggest that the
inclusion of some of the test products did not affect the performance of shrimp fed
NAFCD; whereas when included to the AFCD some of these products reduced some of
the negative effect presence of aflatoxin. . In a final experiment, AFCD diets were
supplemented with different inclusion levels of Mycofix Plus®, either alone or in
combination with Ulva seaweed meal, results showed that the dietary inclusion of
0.25% of Mycofix Plus® alone or in combination with Ulva meal, assisted in reducing
some of the negative effects caused by the presence of dietary aflatoxin. An analysis of
differential expression using a microarray showed some changes in the expression of
some genes in shrimp fed aflatoxin contaminated diet.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial la acuacultura representa uno de los sectores productores de
alimento con mas crecimiento en el mundo, posiblemente es el sector de produccién de
alimentos con el crecimiento méas acelerado, ademéas de ser una alternativa
tecnoldgicamente viable ante la creciente demanda de alimentos de origen proteico para

el consumo generalizado de la poblacion humana.

El total de la produccion mundial de pescado, crustaceos y moluscos ha logrado
tener un amplio margen de crecimiento alcanzando los 144.6 millones de toneladas en
2009. Mientras que la produccién de la pesca de captura se ha mantenido en un nivel en
torno a los 90 millones de toneladas desde 2001, la produccién acuicola ha seguido
mostrando un fuerte crecimiento, aumentando a una tasa de crecimiento medio anual del
6,1% de 34,6 millones de toneladas en 2001 a 55,7 millones de toneladas en 2009
(FAO, 2013). Segun la FAO (2011) El camardn es la especie mas importante
comercializada en todo el mundo, siendo la especie Litopenaeus vannamei la que ha
tenido una alza en su produccion llegando a aumentar mas de 760% en un periodo del
2001 al 2009 en comparacion con la especie Penaeus monodon la cual solo aumento un

14% en el mismo periodo.

En México la produccion de camaron ha aumentado de 2 mil toneladas en el afio
2000 a mas de 120 mil toneladas para el 2009 (FAO, 2011). Para llegar a tales
cantidades de produccion, los acuicultores han forzado la intensidad de las granjas, con
altas densidades de siembra, esto requiere de una buena calidad del alimento, que es una
gran influencia sobre los factores que determinan el estado final de la operacion

acuicola.

El cultivo de camaron esta constantemente amedrentado por brotes de enfermedades
virales, bacterianas y parasitarias, ademas de enfermedades relacionadas con problemas
ambientales y nutricionales, una de las cuales es el consumo de alimentos contaminados
con toxinas de origen flngico, que a menudo estimula a causar infecciones secundarias.
La intensa busqueda de fuentes proteicas alternativas que remplacen los ingredientes de

origen animal, debido a sus escases y altos costos de produccion, han incrementado los



niveles de inclusion de ingredientes de origen vegetal en la dieta. Las Aflatoxinas (AF)
son micotoxinas de los hongos Aspergillus flavus y A. parasiticus, de los cuales se
conocen 4 tipos principales que son AFB;, AFB,, AFG; y AFG,, siendo la AFB; la méas
toxica y carcindgena. Las AF aparecen en productos agricolas antes, después e incluso
durante el almacenamiento o transporte, siendo un fenGmeno recurrente en la historia de
la humanidad. En animales terrestres se ha observado que reduce el crecimiento y el
consumo de alimento ademas de causa mortalidades, asi como una disminucion en la
produccién de carne y huevo. Experimentos realizados en camaron blanco L. vannamei
que recibieron la AFB; en forma pura ya sea inyectada o afiadida al alimento, se ha
observado que se disminuye la tasa de crecimiento, el consumo de alimento y la
sobrevivencia, ademéas de ocasionar necrosis en el hepatopancreas, sin embargo se ha
categorizado que los alimentos contaminados naturalmente son mas téxicos que los que
contienen una cantidad similar de micotoxinas en formas puras debido a debido al
efecto aditivo, sinérgico o antagdnico. Por otro lado, las estrategias utilizada durante el
cultivo de los granos y monitoreo en toda la cadena de elaboracion del alimento ha sido
una estrategia para poder garantizar la no contaminacion de micotoxinas en el alimento.
Sin embargo, existen productos que tienen la capacidad de secuestrar o mitigar estas
micotoxinas, evitando su absorcion por la pared intestinal o0 metabolizandola a nivel
celular a un producto menos toxico para el organismo, en animales terrestres estos
productos han dado buenos resultados, mitigando los efectos de las AF. Para alimentos
acuicolas existe muy poca informacion acerca de la utilizacién de estos remediadores,
por lo que mostrar informacion sobre el uso de estos remediadores en alimento para
camaron L. vannamei sera de mucha ayuda para implementar su uso. Por lo tanto en el
presente proyecto de tesis se brinda informacion acerca de los efectos de las AF a
diferentes niveles de contaminacion, asi como el uso de diferentes productos
remediadores de AF como aluminosilicatos (Novasil Plus®, Zeolex Extra® Mycofix
Select® y Fixat®), mezclas remediadoras (Aflabalan®, Mycofix Plus® y Mycosorb®) e
ingredientes antioxidantes (Curcumina, harina de alga Ulva y é&cido linoleico
conjugado), que ayudan a mitigar los efectos negativos de las AF. Ademas se analizo el
efecto del consumo de AF, sobre la expresion diferencial de 292 genes en el
hepatopancreas de camaron, con la finalidad de relacionar estos resultados con los

obtenidos en la pruebas in vivo.



Los resultados en el presente estudio muestran que la inclusién de ingredientes
naturalmente contaminados con AF disminuye los pardmetros de rendimiento, ademés
de ocasionar dafios a nivel histologico. EI uso de algunos productos secuestrantes o
remediadores utilizados comercialmente en animales terrestres o la incorporacion de
ingredientes con capacidad antioxidante, pueden ayudar a mitigar los efectos negativos

ocasionados por estas micotoxinas



1.

2. HIPOTESIS.

El consumo de alimentos contaminados con AF reduce significativamente el
rendimiento de juveniles de camardn blanco de L. vannamei, ademés de causar

dafios tisulares.

El camaron tiende a acumular muy pequefias cantidades de AFB; cuando consume

alimentos contaminados con AF.

El uso de adsorbentes como quelantes organicos e inorganicos, biotranformadores o
antioxidantes en alimentos para camaron mitiga los efectos negativos causados por

el consumo de alimentos contaminados con AF.



VI.

VII.

VIII.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.
Evaluar el efecto toxicoldgico de las presencia de AF en alimento y la utilizacién de

productos remediadores en juveniles de camardn blanco Litopenaeus vannamei.

3.2. Objetivos particulares.

Evaluar el efecto toxicoldgico del consumo de alimentos contaminados con AF

sobre el rendimiento del camaron.

Describir los cambios histopatoldgicos en el camardn producidos por el consumo de

alimentos contaminados con AF.

Analizar la posible acumulacion de AFB; en musculo de camardn alimentados con

dietas contaminadas con AF.

Evaluar los efectos de algunos aluminosilicatos utilizados en animales terrestres
como posibles secuestrantes de AF sobre los pardmetros de rendimiento en el

camaron.

Evaluar los efectos de inclusion en la dieta de algunas mezclas remediadoras de AF

sobre los parametros de rendimiento del camaron.

Evaluar los efectos remediadores de algunos antioxidantes (CLA, Curcuminas y el
alga Ulva clathrata) en dietas contaminadas con AF sobre el rendimiento del

camaron.

Evaluar de los efectos de la mezcla remediadora Mycofix Plus a dosis crecientes
solo o0 en combinacion con el Alga Ulva clathrata en dietas contaminadas con AF

en camaron.

Determinar la expresion diferencial de 292 genes de hepatopancreas de camaron
bajo consumo de una dieta contaminada con 1000 ppb de AFT y una dieta libre de
AF.



4. ANTECEDENTES.

4.1. Aspectos generales de la biologia y del camaron blanco Litopenaeus vannamei.
El camaron blanco del pacifico, Litopenaeus vannamei, es la especie mas

cultivada en el mundo. Es un crustaceo decipodo de la familia de los peneidos, nativo
de la costa oriental del Océano Pacifico, desde Sonora, México al Norte, hacia Centro y
Sudamérica hasta Tumbes en Per(, en aguas cuya temperatura es normalmente superior
a 20 °C durante todo el afio (FAO, 2006).

Como caracteristicas morfologicas tiene un rostro moderadamente largo con 7—
10 dientes dorsales y 2—4 dientes ventrales. En el caso de los adultos, los machos
maduran a partir de los 20 g presentando un petasma simétrico y semi abierto con
espermatoforos complejos (masa espermatica encapsulada), mientras que las hembras
maduras, a partir de los 28 g, tienen el télico abierto ambos en una edad de 6 a 7 meses.
Cuando L. vannamei pesa entre 30 y 45 g libera entre 100 000 y 250 000 huevos de
aproximadamente 0,22 mm de didmetro. La incubacion ocurre aproximadamente 16
horas después del desove y la fertilizacion. En la primera etapa, la larva, denominada
nauplio, nada intermitentemente y es fototactica positiva. Los nauplios no requieren
alimentacion, sino que se nutren de su reserva embrionaria. Las siguientes etapas
larvarias (tres etapas de protozoea, tres de mysis y postlarva) contindan siendo
planctonicas por algun tiempo, se alimentan del fitoplancton y del zooplancton, y son
transportados a la costa por las corrientes mareales. Las postlarvas cambian sus habitos
plancténicos unos 5 dias después de su metamorfosis a PL, se trasladan a la costa y
empiezan a alimentarse de detritos bénticos, gusanos, bivalvbos y crustaceos (FAO,
2006). Los camarones adultos pueden llegar a una talla maxima de 23 cm.

Los principales paises productores de Litopenaeus vannamei se muestran en el
mapa a continuacion (Figura 1), mientras que la lista completa de paises incluye: China,
Tailandia, Indonesia, Brasil, Ecuador, México, Venezuela, Honduras, Guatemala,
Nicaragua, Belice, Viet Nam, Malasia, P.C. de Taiwan, Islas del Pacifico, Perd,
Colombia, Costa Rica, Panamd, El Salvador, Estados Unidos de América, India,
Filipinas, Camboya, Surinam, Saint Kitts, Jamaica, Cuba, Republica Dominicana y
Bahamas (FAO 2006).



Figura 1. Principales paises productores de Litopenaeus vannamei (Estadisticas
Pesqueras de la FAO, 2006)

Los sistemas de cultivo de camarén se pueden clasificar segin el grado de
tecnificacion asi como de densidad de siembra en los estanques (Parker et al., 1974;
FAO, 1988). En la actualidad, todo el ciclo de cultivo se lleva a cabo de forma

controlada desde la reproduccidn hasta las cosecha del camaron (Figura 2).
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4.2. Aspectos generales de las Micotoxinas.
Los mohos crecen sobre los materiales vegetales produciendo el deterioro de los

mismos. Forman metabolitos secundarios que actian como antibiéticos favoreciendo la
prevalencia del moho frente a otros microorganismos, muchos de los cuales son toxicos
para plantas y/o animales. Estos metabolitos que enferman o matan a los animales que
los consumen se conocen como micotoxinas y la afeccion se llama micotoxicosis
(Swanson, 1987).

Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus propiedades
quimicas, bioldgicas y toxicoldgicas. Una micotoxicosis primaria se produce al
consumir vegetales contaminados, y secundaria al ingerir carne o leche de animales que
comieron forrajes con micotoxinas (Lillehoj et al., 1991).

Las caracteristicas de una micotoxicosis son las siguientes (Lillehoj et al., 1991):
e No es una enfermedad transmisible
e El tratamiento con drogas o antibioticos tiene poco o ningun efecto
e Enlos brotes observados en el campo, el problema es estacional debido a que las
condiciones climaticas afectan al desarrollo del hongo
e El brote esta comunmente asociado a un alimento o forraje especifico

e El examen del alimento o forraje sospechoso revela signos de actividad fangica

La presencia de las micotoxinas en los vegetales puede deberse (Swanson 1987):

e A la infeccion de la planta en el campo por el hongo patégeno o a la

colonizacion por los saprobios.

e Al crecimiento de los mohos saprobios o patdgenos post-cosecha sobre los

frutos y granos almacenados.

e Al desarrollo fangico saprobio durante el almacenamiento de los materiales ya

procesados.

Los hongos adquiridos en el campo son Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Epicoccum, Fusarium, Verticillium, ademas de otros fitopatdgenos, y las especies
difieren segun el vegetal, el clima y la region geografica (Lacey 1989, Widstrom 1992).
Requieren generalmente una humedad relativa entre el 90 y 100% y un contenido de
agua en las semillas de 22 a 23% para crecer, con un amplio rango de temperatura entre

0y 30°C, aunque algunos pueden desarrollarse a 35°C o0 mas (Christensen, 1987).



El metabolismo primario de los mohos es similar al de la mayoria de los organismos
eucarioticos. Los metabolitos secundarios son formados a partir de unos pocos
intermediarios del metabolismo primario, bajo condiciones sub-Optimas y de estrés
(Swanson, 1987). Durante la biosintesis de estos metabolitos, la cantidad producida
depende no sélo de los pardmetros nutricionales y ambientales, sino también de la
historia del desarrollo del moho. La formacién de las micotoxinas refleja que el hongo
ha alcanzado cierto grado de diferenciacion bioquimica, fisioldgica y morfoldgica
(Moss, 1991) (Tabla 1). Se conocen aproximadamente 400 metabolitos secundarios de
extensas diferencias tanto estructurales como modos de accion (Abdel-Wahhab y
Kholif, 2008), algunas causan afectaciones en el higado, rifiones o el sistema inmune y
algunas otras son carcindgenas (Krska, 2009) (Tabla 2).
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Tabla 1. Principales micotoxinas agrupadas segun su origen (adaptado de Carrillo,

2003)

Micotoxina

Algunas especies productoras

Acido
ciclopiazonico
Acido penicilico
Acido secaldnico
D

Acido tenuazoico
AF

Alcaloides del
ergot

Alternariol
Bovericina
Citocalasinas
Citrinina
Citroviridina
Eslaframina

Esterigmatocistina

Fumonisinas
Fusaproliferina
Luteoskirina
Moniliformina
Ocratoxinas
Paspalinina
Patulina
Penitrem A
Roquefortinas

Rubratoxinas

Tricotecenos

Zearalenona

Aspergillus flavus, A. tamarii, Penicillium commune

Aspergillus ochraceus, Penicillium simplicissimum

Penicillium oxalicum, Claviceps purpurea
Alternaria arborescens, A. tenuissima

Aspergillus flavus, A. nomius, A. parasiticus

Claviceps purpurea

Alternaria alternata

Fusarium proliferatum, F.subglutinans, F. verticilloides
Aspergillus terreus, Phoma medicaginis

Penicillium citrinum, P. verrucosum

Citroviridina Aspergillus terreus, Penicillium citreonigrum
Macrophomina phaseolina

Aspergillus versicolor,Eurotium amstelodami
Fusarium nygamai, F. proliferatum, F. verticilloides,
Alternaria arborescens

Fusarium proliferatum, F. subglutinans

Penicillium islandicum

Fusarium nygamai, F. tapsinum, F. proliferatum
Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum
Claviceps paspali

Penicillium expansum, P. griseofulfum, P. roqueforti
Penicillium crustosum

Penicillium roqueforti

Penicillium purpurogenum

Fusarium graminearum, F. sporotrichoides, F. poae,
Myrothecium roridum, Stachybotrys chartarum

Fusarium equiseti, F. graminearum




Tabla 2. Trastornos ocasionados por las diferentes Micotoxinas (adaptado de Carrillo,

2003)

Micotoxinas

Trastornos

Acido ciclopiazonico
Acido penicilico

Acido secalénico D

Acido tenuazonico

Aflatoxinas (AF)

Alternariol-metiléter
Beauvericina

Citocalasinas

Citrinina
Desoxinivalenol (DON)

Esterigmatocistina

Fumomisina

Ocratoxina A

Rizonina A

Patulina

Tremdrgenos (fumitremogeno,

paspalinina, penitrem A,
territrem B y otros)

Zeralenona

Desordenes gastrointestinales y neuroldgicos; cambios
degenerativos y necrosis en visceras.

Hepatotoxico y cancerigeno

Teratogénico

Baja eficiencia de la alimentacién, pérdida de peso;
congestion y hemorragias de estdmago e intestino,
agrandamiento de rifiones

Dafio hepatico agudo, cirrosis, induccion de tumores,
eratogénesis; excrecion por leche, acumulacién en
tejidos

Mutageénica

Afecta la contractilidad del musculo liso de mamiferos
Inhibe la division celular, la funcién tiroidea y la
secrecion de amilasa

Toxicidad renal en monogastricos

Rechazo del alimento, vomitos; inmunosupresién en
cerdos y otros animales

Cambios patoldgicos en higado, induccion de tumores
Leucoencefalomalacia equina; edema pulmonar en
cerdos; cancer hepatico en ratas; excrecién por leche
Nefropatia en cerdos y aves; acumulacién en rifion,
higado y musculo

Gastroenteritis, afecta higado y rifiones

Trastornos gastrointestinales y neurolégicos; induccion
de tumores

Daro del sistema nervioso central, temblores

Sindrome estrogenico en cerdos y ganado de cria;

excrecion por leche junto con a y B-zearalenol
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4.3. AF efectos, tipo e incidencia.
4.3.1. Historia de las aflatoxinas.

El descubrimiento de las AF empez06 inmediatamente después de presentarse el
brote de una enfermedad en pavos en Inglaterra en el afio de 1960, la cual presentaba
una etiologia desconocida, y fue llamada “La Enfermedad X del Pavo”; la cual fue
eventualmente atribuida a harina de cacahuate contaminada e importada de Brasil, que
estaba contaminada con el hongo Aspergillus flavus (Jay et al., 2005; Josephs et al.,
2005) en donde se encontraron ademas productos hepatotoxicos, tales como las AF las
cuales fueron relacionadas con sustancias carcinogénicas y la presencia de
enfermedades en humanos (Figura 3) y animales (Richard, 2008). Los primeros estudios
toxicoldgicos de las AF se enfocaron a una toxicidad aguda en animales, aunque tiempo
después se descubrio que al administrar las AF a bajas dosis sobre largos periodos de
tiempo podia inducir a la aparicion de tumores, particularmente en el higado (Bennett et
al., 2007).

Incidence s -
Liver Cancer per
100,000 Males

- <99

m <15

[ <10
[1<5.6
~1<3.3

Areas at High Risk for
Aflatoxin Exposure
7]

Liver cancer data from the GLOBOCAN 2002 database
(http./Awww-dep.ijarc.irfGLOBOCAN _frame.htm)

Aflatoxin data from Williams et al., Human Aflatoxicosis in Developing Countries,
Am J Clin Nutr 80:1106-22, 2004.

Figura 3. Correlacion entre la poblacion con altas tazas de cancer en higado y el riesgo
de exposicion cronica a AF.

4.3.2. Tipos de AF.
De todas las micotoxinas conocidas, las AF son las més estudiadas y de ellas,

solo cuatro han sido extensamente estudiadas debido a su importancia al producir
enfermedades, son llamadas AFB;, AFB,, AFG; y AFG; (Figura 4) esto en base a su
florescencia azul o verde (B o G por sus iniciales en inglés) emitida bajo luz ultravioleta

y la relativa movilidad cromatografia durante una cromatografia de capa fina de gel de
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silice. Ademas de estas cuatro principales AF producidas por el metabolismo del hongo,
se producen una docena de otras AF como los son por ejemplo Py, Qi, B2a, Gaa entre
otras (Bennett & Klich, 2003; WHO, 1980).

O;I ] o; I ]
o ™o QCH; oo OCH
AFLATOMIN B, AFLATOHIN By
o o o o
0 o
e | oH
e ocH, 0”0 ocH
AFLATOMIN M, AFLATOMN M,
5 B o 0o
S g S
0" o OCH, o7 ™0 e
AFLATOXN G, AFLATOMIN G,

Figura 4. Estructura de las principales formas de AF

De las AF que producen los hongos, se ha demostrado que la AFB; es el mas
potente y letal carcindgeno hepatico conocido y es activada por el B,-2,3-epoxide esto
depende de la reaccion del citocromo P450 (Williams y Buhler, 1983). En animales
productores de leche, este compuesto es metabolizado a aflatoxina M; (Battacone et al.,
2009) gracias a la metabolizacion de la AFB; por las enzimas hepaticas microsomales

de la familia citocromo P450 (Kuilman et al., 2000).

4.1.3. Incidencia de las AF.
Las AF son un grupo de micotoxinas que son de gran importancia para la

seguridad en alimentos y sus derivados, ya que se puede encontrar en productos basicos
de la agricultura (como los con cereales, semillas de aceite, especias y nueces) los
cuales entran directamente a la cadena alimenticia (Josephs et al., 2005), o en productos
de origen animal como la leche (Diaz et al., 2004), carne o huevos (Wolzak et al., 1985;

Wolzak et al., 1986). Los grandes riesgos para la salud recaen sobre paises en desarrollo
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localizados en regiones tropicales, en partes del mundo donde existen pobres métodos
de manejo y de almacenamiento de alimentos, donde la mal nutricion es un problema y
donde las regulaciones alimentarias son pobres (Bennett y Klich, 2003). La
insuficiencia o la falta de diversidad sustancial de estos productos alimenticios,

contribuye a la susceptibilidad de una contaminacion con AF (WHO, 2005).

4.1.4. Factores que favorecen a la produccion de AF.
Muchos factores afectan el crecimiento del hongo Aspergillus y el nivel de

contaminacion de AF en el alimento. La contaminacién por AF puede ocurrir antes,
durante y después de la cosecha (Bryden, 2007), algunos los factores que contribuyen
con la presencia de micotoxinas incluyen el clima de la regién, genotipo, tipo de
semilla, maximo y minimo de temperatura diaria y evaporacion neta (Payne y Brown,
1998; Ono et al., 1999; Brown et al., 1999). La contaminacion por estos metabolitos es
también promovida por el estrés o dafio en el cultivo debido a la sequia anterior a la
cosecha, infestacion de insectos, mala sincronizacién de cosecha, lluvias fuertes en
cosecha o posterior a estas (Pier, 1992; Hell et al., 2000; Vieira, 2003; Miller, 2008;
Turner et al., 2005).

La humedad critica contenida para el crecimiento de A. flavus en frijol de soya
es de 15 a 15.5% y en cacahuate es de 8 a 9%. El limite superior es cerca del 30%. A.
flavus tiene un crecimiento lento a los 13°C y tiene un crecimiento rapido a los 37°C
pero no produce AF a temperaturas menores a los 13°C o mayores a los 42°C. La
contaminacion por AF es expresada generalmente como la suma de AFB; + AFB; +
AFG; + AFGy, de las cuales la AFB; es la mas toxica (Coppock y Jacobsen, 2009). La
incidencia de micotoxinas alrededor del mundo varia afio con afio, dependiendo de las

condiciones ambientales (Figura 5).
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Figura 5. Incidencia de AF al rededor del mundo en el afio 2011
(http://www.mycotoxins.info/myco_info/Hottopic/2012/HT4_2012_Biomin%20mycoto
Xin%20survey%202011.pdf).

4.2. Toxicidad en animales terrestres.
Ying Hua et al. (2007) consideraron que el higado es el principal 6rgano

afectado por el consumo de estos metabolitos secundarios, dado que en un estudios
realizado con cerdos alimentados con dietas contaminadas con 0.11mg de AF/kg de
alimento observaron que el érgano hepatico aumenté un 8% en comparacion a los
cerdos alimentados con la dieta control, asimismo observaron un incremento en el peso
de otros érganos como los son el rifién, pancreas y bazo, ademas el consumo de estas
toxinas ocasionaron una reduccién de los niveles de proteina total (TP), albumina
(ALB), nitrogeno e incrementar los niveles de y-glutamil-transferasa y fosfatasa alcalina
(ALP) en suero, los cuales son indicadores de dafio hepatico.

Las alteraciones histoldgicas en el higado incluyen fibrosis interlobular, lipidosis
perioportal, hiperplasia de conductos biliares e inflamacion de linfocitos periportales
(Harvey et al., 1988) y desde 200 ug de AF/Kg de alimento se produce dafio parametros
de rendimiento, como los son disminucién del peso final de los animales, decremento en
la ganancia de peso diario, una baja en el consumo de alimento y una disminucion en la
eficiencia alimenticia (Schell et al., 1993; Nguyen et al., 2008). En ganado bovino Keyl
y Booth (1971) reportan dafio de rifiones e higado, siendo este ultimo el mas afectado
teniendo una textura fibrosa, a nivel de actividad enzimatica la ALP y la malico
deshidrogenasa se incrementaron mientras que la actividad de la lactato deshidrogenasa

disminuia. Se ha reportado también un incremento en los niveles de total de bilirrubina
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y bilirrubina directa (Lynch et al., 1972). En aves se ha observado que a una dosis de
0.7mg/kg de alimento reduce el rango de crecimiento en pavos pero no afecta a aves de
postura (Arafa et al., 1981). Celyk et al. (2003) reportaron que la alimentacion de dietas
conteniendo 200 ppb de AFB; a aves causa inflamacion del higado y hemorragias,
ademas observaron un patron histologico caracterizado por lesion en los hepatocitos y
necrosis acompafiado con un grado variado de inflamacién lobular y porta. A una dosis
de 2.5mg/kg de alimento se ha reportado un decremento significativo en los niveles de
hematocrito, hemoglobina, hemoglobina corpuscular media, conteo de trombocitos,
porcentaje de conteo de linfocitos y monocitos, asi como un incremento en el conteo de
glébulos blancos y el porcentaje de conteo de heterdfilos; ademas de una disminucién
en suero del TP, ALB.

En ratas a dosis de 400 pg de AF /kg de dieta se presentan alteraciones en la
estructura hepatica. Estas alteraciones indican dafio en las paredes capilares como una
desorganizacioén celular aunado a que los hepatocitos muestran signos de degeneracion,
retencion de pigmentos y necrosis sin observarse alteraciones en el consumo, ganancia
de peso y alteracion en la actividad enzimatica (Baptista et al., 2008), ademas se ha
visto que el nivel de las enzimas hepato-especificas en suero como lo son glutamato
piruvato transferasa (GPT), glutamato oxalacetato transferasa (GOT), ALP y bilirrubina
total se incrementan en higado (Sharmila Banu et al., 2009).

4.2.1. Biotranformacion de las AF.
El metabolismo de las micotoxinas es complejo y envuelve diferentes vias de

bioactivacion y detoxificacion en animales y humanos. La detoxificacion ocurre via
biotransformacion mediante la participacion de enzimas provenientes de las células
huésped y de flora microbiana presente en el tracto digestivo (Abdel-Wahhab y Kholif,
2008). A nivel de DNA Clifford y Rees (1967) sugirieron algunas estrategias de
activacion biologica de las AF en células hepaticas de raton, y cada paso es
consecuencia al anterior: primeramente existe una interaccion de las AF con el DNA y
la inhibicion de la polimerasa responsable de la sintesis del RNA y DNA, supresion de
la sintesis del DNA, reduccidon de la sintesis de RNA e inhibicion del RNA mensajero,

alteracion en la morfologia celular y reduccion de la sintesis de proteina.
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En pavos, una especie extremadamente susceptible a las AF, Rawal et al. (2011),
mencionan que esta sensibilidad se debe a la eficiencia de la bioactivacion hepatica del
citocromo P450 y la deficiente detoxificacion por parte de la glutation S-transferasa
(GST). El citocromo P450 pertenece a la enorme superfamilia de enzimas envueltas en
el metabolismo de compuestos xenobioticos (Belloc et al., 1996), y por consecuencia es
el responsable del metabolismo de las AF, incrementando el perjudicial efecto de este
metabolito (Van Vleet et al., 2001), ya que la AFB; por si sola no es toxica, si no que
requiere de una bioactivacion enzimatica para alcanzar una actividad carcindgena (y
toxica). Esta toxina tiene varias rutas de metabolizacién (Figura 6): 1) puede ser
metabolizada por el citocromo P450 en las células microsomal hepéticas y convertida a
un reactivo electrofilico exo-aflatoxin B1-8,9-epoxide (AFBO) el cual es altamente
inestable, y este reacciona con el DNA para formar aductos N’ guanina por interaccion
del AFBO entre las pares de bases y alli es cuando expresa su toxicidad (Rawal y
Coulombe Jr, 2011; Kuilman et al., 2000). 2) Una vez formado el AFBO, este puede ser
conjugado con el glutatién (GSH) para su eliminacién, esto con la ayuda de la enzima
GST que es el paso de desintoxicacion mas importante para la proteccion contra la
genotoxicidad de la AFB; (Yarru et al., 2009), por consecuencia la actividad de la GTS
es un factor importante en la determinacion de la resistencia de una especie. 3) En dado
caso de no ser eliminada por la GST, la AFB; puede ser hidrolizada, catalizada o
espontaneamente forma el producto AFB1-8,9-dihydrodiol (AFB1dhd) (Lozano y Diaz,
2006). Esta forma se reorganiza como un dialdehido el cual es capaz de unirse a las
proteinas en residuos de lisina. Sin embargo ha sido identificada una AF aldehido
reductasa el cual protege contra los dialdehidos, catalizando su reduccién a dialcohol
(Judah et al., 1993). 4) Otra via de desactivacion y eliminacion de la AFB; es
produciendo metabolitos hidroxilados, esto se realiza metabolizando la AFB; por las
enzimas citocromo P450 en las células microsomales hepaticas dando como resultado
metabolitos menos toxicos, entre los mas importantes se encuentran AFM;, AFPy,
AFQ),, Aflatoxicol (AFL), estos pueden ser eliminados en la leche, huevo, orina o heces
(Hayes et al., 1993; Gallagher y Eaton 1995; Johnson et al., 2008; Battacone et al.,
2009).
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Figura 6. Metabolismo de la AFB; al ser metabolizada por las células hepaticas
(Santacroce et al., 2008).

4.2.2. Propiedades oxidativas de las AF.
La formacion de los aductos AFB;-DNA es resultado del paso critico en la

iniciacion de una hepatocarcinogenesis. Aunque el mecanismo subyacente de la
hepatotoxicidad de las AF no esta completamente entendido, diferentes estudios
sugieren que la toxicidad puede surgir a través de la generacion intracelular de especies
de oxigeno reactivas (EOR) como el anién superoxido (O), radical hidroxilo (HO) y
peréxido de hidrogeno (H.0,) durante el proceso metabolico de la AFB; por el
citocromo P450 en el higado (Towner et al., 2003) (Figura7). El estrés oxidativo ocurre
cuando la produccién de EOR excede la capacidad antioxidante natural del organismo,
causando dafio en macromoléculas como DNA, proteinas y lipidos. (Vandana et al.,
2006). Por lo tanto existe un decremento significativo de los niveles de los antioxidantes
no enzimaticos (Vitamina C, Vitamina E, GHS) y antioxidantes enzimaticos
(Superdxido Dismutasa (SOD), Glutation Peroxidasa (GPx) y Catalasa) los cuales son
los principales mecanismos de defensa antioxidante de la célula (Kayanoki et al., 1996;
Verma, 2004).
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Enzimas antioxidantes como SOD y GPx forman la primera linea de defensa
ante el EOR vy su actividad se ve disminuida cuando se administra AFB3, lo anterior fue
demostrado por Eraslan, et al. (2005) en eritrocitos de aves de engorda alimentados con
dietas contaminadas con AF (0.5 y 1 ppm) por 45 dias, observando un decremento de
dichas enzimas a partir del dia 30. Estos resultados coinciden con Alpsoy et al., (2009)
ya que al administrar AFB; (5 uM) produce un marcado impacto oxidativo en linfocitos
humanos dando como evidencia una peroxidacién de lipidos, ya que la administracion
de dicha toxina disminuye significativamente los niveles de GSH y la actividad de la
SOD y GPx.

4.2.3. Excrecion de las AF en animales terrestres.
Algunas de las toxinas o sus metabolitos pueden fijarse en tejidos de animales o

humanos, sin embargo la mayoria son eliminadas en la orina, en las heces, leche o
huevo (Trucksess et al., 1983; Abdel-Wahhab y Kholif, 2008). Uno de los metabolitos
mayormente investigados en la industria lechera es la AFM;, dado que es de interés en
la salud publica. Siguiendo la ingestion de alimentos contaminados con AF, una parte
de la ingestion de la AFB; es degradada en el rumen, resultando la formacion de AFL,
la fraccion restante es absorbida en el tracto digestivo por difusién pasiva y es
hidrolizada en el higado a AFM; (Kuilman et al., 2000). La AFM; es conjugada por el
acido glucuronico y subsecuentemente excretado via biliar, o enteramente en sistema

circulatorio. La AFM; circulante puede ser excretada en la orina o aparecer en la leche
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(Fink-Gremmels, 2008). La transformaciéon y excrecion de la AFB; en bovinos
productores de leche es relativamente rapida, esto fue demostrado por Megalla et al.
(1981) quienes al alimentar vacas con dietas contaminadas con AFB; (3.245 mg
AFB;/kg de alimento) encontraron AFM; un dias despues al ser ordefiadas (0.07 w/ml) y
al retirar el alimento contaminado notan una disminucion notable y a partir del 5° dia la
eliminacion completa de este metabolito. Por otro lado, la produccion de huevo es otra
industria en la que se puede encontrar la excrecion de AFB; y/o sus metabolitos.
Estudios realizados por Bintvihok et al. (1993) determinando solo la concentracion de
AFB;, encontraron niveles menores de 0.01 pg/kg en huevo después de 12 semanas de
alimentacion con 50, 100 y 200 pug AFB; /kg. Por su parte estudios realizados por
Oliveira et al. (2003) alimentaron por 90 dias codornices ponedoras con raciones de 25,
50 y 100 pg de AFB1/Kg de alimento, encontraron en huevos niveles de 0.01 a 0.08 pg
/IKg de AFB; y 0.01 a 1.03 pg /Kg de AFB,, a partir del primer dia de alimentacion,
para el 10° dia 0.03 a 0.37 pg /Kg de AFMy, y hasta el dia 20 detectaron 0.01 a 0.03 pg
/Kg de AFL; resultaros similares fueron encontrados por Wolzak et al. (1985) y Micco
et al. (1987) solo observaron niveles detectables de AFM; en huevo de gallinas después
del dia 4 y 7, respectivamente, sin embargo en contradiccion Micco et al. (1987)
encontraron una rapida conversion de AFB; a AFL después del 2 al 7° dia en los pools
de huevo. En otros estudios con huevos de gallinas ponedoras, expresando los
resultados en una relacion n:1, donde n es la concentracion de AFB; necesaria para
recuperar 1 unidad residual de AFB; y/o su metabolito en productos comestibles, se han
reportado algunas diferencias en el promedio de transicion como 325:1 (Jacobson y
Wiseman, 1974), 55 000—-125 000:1 (Lotzsch y Leistner, 1976), 40 000:1 (Trucksess et
al., 1983), 66 200:1 (Wolzak et al., 1985), 2200:1 (Park y Pohland, 1986) y 5000:1
(Oliveira et al., 2000). Al igual que la acumulacion en huevo, diferentes investigaciones
han mostrado que la exposicion de AF dietarias en la industria avicola deja como
resultados la deposicion de AFB; y sus metabolitos en tejidos, Trucksess et al. (1983),
encontraron residuos de AF en todos los tejidos comestibles de gallinas de ponedoras
alimentadas con 8 ppm durante 7 dias, con altos niveles de AFB; encontrados en higado
y AFM; en rifiones. Esto coincide con lo encontrado por Micco et al. (1988), que al
alimentar a pollos de engorda y gallinas ponedoras por largos periodos de tiempo con
dietas contaminadas que contenian 50 ppb de AFB;, observaron residuos de AFB; y
AFM; en higado rifiones y tejido muscular en ambas especies de aves. Gargees y
Shareef (2009) encontraron en pollos de engorda alimentados con dietas contaminadas
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con 25, 35y 5 ppm de AF (81, 14, 4 y 1% de AFB; AFB, AFG; AFG,
respetivamente) residuos de AFM; en el higado de 12.3, 17.1 y 22.1 ppb
respectivamente. La velocidad en la incorporacion de la AFB; y/o sus metabolitos al
tejido de las aves es relativamente répida, esto fue demostrado por investigaciones
realizadas por Guarisco et al. (2008), quienes utilizando administracion oral de AFB;
radiomarcada, se observé la aparicion de residuos de AFB; en la pechuga de pollos de
engorda, encontrando una sefial radioactiva 2 horas después del consumo. Sin embargo
la deteccion de residuos de AFB; y/o sus metabolitos son dificiles de encontrar en tejido
para otros investigadores, Wood y Pohland (1992) mencionan no haber detectado
residuo alguno de AF en higado de ovejas, ganado bovino ni pollos usando métodos
capaces de detectar niveles de 0.05 mg/kg de AFB;y AFM;. Por su parte Kurata (1990)
menciona que la AFM; es ocasionalmente encontrada en productos carnicos. Esto
coincide con Hsieh y Wong (1993) quienes mencionan que las AF dificilmente son
trasmitidas a tejido, sin embargo la exposicién repetida o prolongada puede dejar dafios
permanentes en los 6rganos. Estudios realizados en ratas, se ha observado que la AFB;
es hidrolizada y posteriormente eliminada, parte de la biotransformacion de la AFB; es
gracias a su microflora, esto se ha demostrado utilizando modelos gastrointestinales,
encontraron que parte del metabolismo de la AFB; da como resultado AFL en las heces
(Wei et al., 1981). Por otro lado se ha encontrado que la AFM; es el principal
metabolito urinario encontrado en roedores tratados con AFB; y ha sido detectado a
niveles que representan un nivel de 1-2% de la dosis administrada (Johnson et al.,
2008). Estos metabolitos de la AFB; en la orina pueden ser encontrados 30 min.
después de su consumo (Hsieh y Wong, 1993). Gan et al. (1988), mencionan que estos
modelos utilizados en ratas en los cuales se obtienen resultados de la metabolizacion de
la AFB;, son apropiados como sustitutos de modelos humanos. Investigaciones
realizadas en regiones primordialmente en vias de desarrollo, donde la mayoria de la
poblacion, no solo son desnutridos cronicos, sino que también estan expuestas a la
ingesta de alimentos contaminados con AF (Gong et al., 2002), se pueden encontrar
niveles de AFM; en orina basados en volumen con en promedio de 4.2 ng/ml en
Zimbabue (Nyathi et al., 1987), un rango de 0.17 a 5.2 ng/ml en Shanghai (Groopman
et al.,, 1992) y en Ghana se encontré desde no detectable hasta de 17.2 ng/ml. las
diferencias en los niveles de AFM; en la orina son dependientes a factores tales como el
tamafio de la muestra, dieta, nivel de exposicion de la AF, metodo de coleccién de la
orina, analisis de la AF, concentracion de orina, susceptivilidad genetica, salud y estatus
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nutricional del individuo. Sin embargo, el consumo de la AF en la dieta es el

determinante crucial para el nivel de AFM; en la orina (Jolly et al., 2006).

4.3. Efectos de las AF en peces.
La presencia de las AF en granjas piscicolas y su impacto son todavia

subestimados. Comparados con los animales terrestres, existe muy poca informacion
relacionada con su toxicidad para especies acuaticas. El primer reporte de AF en peces
fue en Estados Unidos Americanos en el afio 1960, cuando se observd una elevada
mortalidad en truchas arcoiris y después de realizar andlisis de contaminantes se
encontré metabolitos de esta micotoxinas ademas de observarse hepatomas en analisis
post-morten (Bunton, 1996). La causa fue finalmente atribuida a la presencia de hongos
en harina de semilla de algodon y que resulto que estaba contaminada con AF. Después
de este episodio las AF fueron reconocidas, por primera vez, como carcindgenas para
peces (Bailey et al., 1996). Poco después se elaboraron muestreos y condiciones
similares fueron encontradas en Europa y Oriente. A partir de esta fecha se han
reportado brotes de aflatoxicosis en peces en Alemania, México, Dinamarca y Chile
(Ellis et al., 2000).

Existe un rango amplio de susceptibilidad a las AF en peces, por ejemplo la
trucha arcoiris (Oncorhyncus mykiss) es considerado la especie méas susceptible a este
metabolito (DLsy 0.81mg/kg VI), mientras otras especies como el bagre de canal
(Ictalurus punctatus) son afectados solo a altas dosis (11.5mg/kg VI) (Bauer et al.,
1969; Jantrarotai et al., 1990). Una intoxicacién aguda por AF da lugar generalmente a
una pobre salud, pero los mayores hallazgos clinicos incluyen perdida en productividad,
reduccién de la ganancia de peso y fertilidad ademas de inmunodepresion. Otros signos
patol6gicos mas serios ocurren como una consecuencia a una prolongada exposicion
(crénica), causando efectos toxicos a nivel genomico, incidencia de tumores y efectos
teratogénicos como los observados en animales terrestres y humanos (Santacroce et al.,
2008).

La alta incidencia de tumores hepaticos en la trucha arcoiris causada por el
consumo de las AF sido reportada por Schoenhard, et al. (1981), Breinholt, et al.
(1995), Ottinger y Kaattari, (2000) durante los ultimos 30 afios esta especie ha sido
utilizada como un modelo alternativo para la prediccion de procesos carcin6genos

ambientales, lo cual incluye costos relativamente bajos, un estado vida temprano,
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sensibilidad a muchas clases de carcindgenos, buena perspectiva para la descripcion del
tumor, respuesta a promotores e inhibidores de tumores y un estado comparativo
mecénicamente informativo no mamifero (Bailey et al., 1996). Las AF son
extremadamente cancerigenas para la trucha, Bailey et al. (1994) sometieron a huevos
embrionados sumergiéndolos en agua que contenia 0.5 ppm de AF en forma pura por 1
hora y observo que se produjo carcinomas hepéticos en un 80%. También investigaron
la relativa carcinogénesis de la AFB; y el AFL en alevines, observando que ambos
metabolitos producian una respuesta fenotipica similar ademas de carcinomas
hepatocelular. Por su parte Breinholt, et al. (1995) utilizando la misma especie
encontraron una incidencia de tumores hepaticos un 32.7% alimentados con dietas que
contenian 160 ppb de AFB;. Ngethe et al. (1992) investigaron por medio de
autoradiografia y actividad de centelleo la ruta de tritio de AF (H® AF) administrada
tanto intravenosa como oralmente en trucha arcoiris por un periodo de 8 dias y
encontraron que la mas alta concentracion en tejido fue en el higado, seguida del érgano
biliar, rifiones, apéndice pildrico, ojos y roseta olfativa. Por su parte Horsberg et al.
(1994), utilizando el mismo método (H® AF) encontraron deposicién en rifiones de
trucha arcoiris al igual que en tilapia después de administracion oral o intramuscular,
ademas mostraron que la acumulacion hepética de AF fue mas en trucha arcoiris que en
tilapia, revelando variaciones en la acumulacion entre diferentes especies.

La tilapia es también reconocida como una especie susceptible a las AF, sin
embargo existen resultados contradictorios relacionado con su tolerancia, EI-Banna et
al. (1992), revelaron que la alimentacion durante 10 semanas con una dieta que contenia
100 ppb de AFB; redujo significativamente el crecimiento y a una dosis de 200 ppb se
observo una mortalidad de 16.7%. Cagauan et al. (2004) mostraron en un experimento
de 90 dias, tasas de sobrevivencias del 67% en tilapias que fueron alimentadas con
dietas contaminadas con rangos de inclusion de 5 a 38.6 ppb de AF totales. Sin embargo
Anh Tuan et al. (2002) demostraron que no existe efecto adverso en tilapias que fueron
alimentadas durante 8 semanas con dietas que contenian 250 ppb de AF y que solo a
dosis altas como 2.5 ppm afectaria el nivel de hematocrito y la ganancia de peso.
Chavez-Sanchez et al. (1994) sugirieron que las tilapias pueden tolerar dietas que
contengan 30 ppm de AFB; sin afectar la sobrevivencia, no obstante afiaden que existen
afectaciones severas en el higado relacionado con las AF, tales como higado graso,
hipertrofia celular, atrofia nuclear, infiltracion celular, hiperemia entre otros; ademas

observaron cambios en el rifion como congestion, contraccion de glomérulos y
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melanosis. Por su parte Deng (2010), realizo un experimento en tilapias con una
duracién de 20 semanas utilizando dosis crecientes de AFB; (0, 85, 245, 638, 793 y
1641 ppb) en el alimento y observo que solamente al final del experimento se redujo la
ganancia en peso a partir de un nivel de inclusién de 245 ppb de AFB; sin llegar a
afectar la sobrevivencia (arriba del 98% en todos los grupos). En el aspecto
reproductivo Diab et al. (1998), mencionaron que existe una efecto negativo, ya sea en
hembras 0o machos de esta especie, tanto en indice gonadosomatico, fecundidad, conteo
y actividad espermatica a partir de 1 ppm de AFB; y sefiala que esto puedo haberse
debido a que los metabolitos de AF pueden reducir la capacidad para satisfacer las
demandas energéticas para el crecimiento y reproduccién del sistema reproductivo.

Una especie que es reconocida por su tolerancia a las AF es el bagre de canal
(Ictalurus punctatus), Jantrarotai et al. (1990) no encontraron diferencias significativas
en la ganancia de peso en peces que fueron alimentados con 2150 ppb de AFB; por un
periodo de 10 semanas, mientras que la AFB; redujo el crecimiento en un 24% cuando
fueron alimentados con 10000 ppb de AFB;. Aunado a lo anteriormente mencionado,
Plakas et al. (1991) mencionan que existe muy poco potencial de acumulacion de AF en
tejido comestible en bagre de canal alimentado con dietas contaminadas con AF (250
Mg/Kg de peso).

Para entender mas afondo la relativa tolerancia del bagre se realizdé un ensayo
Cometa, el cual se utiliza para demostrar si existe una oxidacion o un dafio del DNA
(Fairbairn et al., 1995), Abd-Allah et al. (1999) observaron que los movimientos de la
cola del DNA (representados como DNA dafiado) en las células de todos los tejidos
muestreados (sangre, higado y rifiones) de los peces que fueron inyectados con 0.5 mg
de AFB,/kg de peso son similares a los peces alimentados con una dieta sin contaminar.
Los autores explican que esto se puede deber a la rapida conversion de AFB; a AFL un
metabolito mas polar que la AFB;, el cual no comparte directamente la genotoxicidad
de la AF y esto puede contribuir a la aparente resistencia del bagre en sus resultados.

Segun la FAO (2013) la carpa comun (Cyprinus carpio) es una de las especies
mas consumidas en todo el mundo, ademas de tener una gran importancia comercial, es
por ello que Akter et al. (2010) realizaron un experimento en el que alimentaron
alevines de esta especie con 0, 50 y 100 ppb de AFB; en un periodo de 30 dias, no
encontrando diferencias significativas en los parametros de rendimiento entre los
alevines alimentados con 0 y 50 ppb, sin embargo en los organismos alimentados con
100 ppb observaron una disminucién en la ganancia de peso en un 59.2% y un aumento

25



de la TCA en un 123%. Por su parte Svobodova y Piskac (1980), alimentando carpas
comunes con dietas contaminadas con 2 pg de AF/Kg de dieta no encontraron
acumulacion alguna en el musculo. Akter et al. (2010) Observaron en carpas
alimentadas con dietas contaminadas con 100 ppb un gran indice de deposicion en el
higado, ademas menciona que el higado es el sitio funcional donde se realiza el
metabolismo y detoxificacion de las AF en peces, por consecuente la concentracion de
AFB; y o0 sus metabolitos en este 6rgano siempre seran mas altos que en tejido
muscular, sin embargo la acumulacion de las AF dependera de cada especie la carpa
gibel (Carassius auratus gibelio) es una especie muy resistente a diferencia de la carpa
comun, esto fue demostrado por Huang et al. (2011), que sometieron a esta especie a
niveles crecientes de AFB; (0, 10, 20, 50, 100, 200, 1000 ppb) en un bioensayo con una
duracion de 12 semanas y no observaron dafio alguno en los parametros de crecimiento,
incluso las dietas con 50 y 1000 ppb tuvieron la mayor ganancia de peso (65.5y 61.9 g
respectivamente), inclusive por encima de la dieta control (53.5 g). Resultados similares
fueron obtenidos por Han et al. (2010), quienes utilizaron la misma especie reportaron
que la ganancia de peso en los peces alimentados con dieta suplementadas con 40 ppb
de AFB; (valor determinado de AFB; fue de 17.9 ppb) durante 3 meses fue 13% mayor
que los que consumieron la dieta control y agregaron que no existe diferencias en el
hepatopancreas a nivel histolégico en ninguno de los animales muestreados. Por su
parte la carpa Rohu (Labeo rohita), una de las carpas mas importantes de la India (FAO
2012) es también sensible a estos metabolitos, provocando una alteracion en el perfil
sanguineo, esto fue demostrado por Sahoo y Mukherjee (2001), quienes al administrar
la AFB; de forma intraperitoneal observaron una disminucion en la proteina total,

albumina y globulina en un 60, 24, 71% respectivamente.

4.4. Efectos de las AF en crustaceos.
Wiseman et al. (1982) realizaron ensayos de AFB; en camarones peneidos, en

un experimento se tomaron juveniles de Penaeus stylirostris, las cual fueron inyectados
con una solucién salina fisioldgica con AFB; a diferentes concentraciones (25, 70, 115,
y 160 pg de AFB; por g peso corporal) y se encontrd que la DLsg a las 24 y 96 horas fue
de 100.5 mg/Kg (95% de intervalo de confianza: 78.8 a 129) y 49.5 mg/kg (95% de
intervalo de confianza: 29.8 a 82.3) respectivamente, ademas de mostrar a nivel
histoldgico dafios en hepatopancreas, 6rgano mandibular y 6rgano hematopoyético; en
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un segundo experimento, juveniles de Litopenaeus vannamei fueron alimentados con
dietas contaminadas con AFB;; de 50 a 300 ppm de AFB; y se encontr que murieron a
las 4 semanas encontrando dafios a nivel histolégico en el hepatopancreas, drgano
mandibular y 6rgano hematopoyeético.

Lightner et al. (1982), investigaron la toxicidad aguda y sub-aguda a nivel
histolégico en las mismas dos especies, para esto utilizaron camarones P. stylirostris
con un peso promedio de 3 g los cuales fueron expuestos a una concentracion de AF de
2 a 160 pg de AFB1/g de peso por medio de inyeccién intramuscular y a L. vannamei
con un promedio de peso de 0.5 g los cuales fueron alimentados con diferentes dosis
que van desde los 53 a 300 ppb; las alteraciones histoldgicas causadas por la exposicion
a la AFB; fueron dependientes a las dosis recibidas en hepatopancreas, 6érgano
mandibular y en 6rgano hematopoyético. En aflatoxicosis sub-aguda se observa una
marcada inflamacion de los hemocitos intertubulares seguida por una encapsulacion y
fibrosis en los tabulos afectados, aunque no es tan desarrollado el dafio como una
aflatoxicosis aguda.

Boonyaratpalin et al. (2001) estudiaron el efecto de las AFB; a varios niveles de
inclusion en la dieta (0, 50, 100, 500, 1000, 2500 ppb) por un periodo de 8 semanas en
juveniles de camarén tigre Penaeus monodon (1-2 g) y en adultos (10-12 g). Al termino
del experimento se observéd una reduccion en el peso final del 20.4 y 58% en los
camarones gque consumieron la dieta contaminada con 1000 y 2500 ppb respectivamente
en comparacion con los de la dieta control y la sobrevivencia disminuyo hasta 26.3% en
la dieta con 2500 ppb. A la cuarta y sesta semana se tomaron muestras para detectar
posibles residuos de AFB; y analizarlas por medio de cromatografia de capa fina y se
observo que en musculo fue méas la concentracion que en cabeza o cuticula (4.1-14.2 vs
2.4-9.1 ppb respectivamente) después de la cuarta semana de alimentacidn, sin
embargo, a la sesta semana, los residuos encontrados en el musculo fueron decreciendo
al igual que la mezcla de cabeza y cuticula (0.1-0.7 vs 0.4-6.8 ppb respectivamente).
Las alteraciones histoldgicas en los camarones alimentados con las dietas de 100 a 2500
ppb de AFB; fueron caracterizadas por atrofias, seguidos de necrosis de los tdbulos
epiteliales de las células, aunque fueron mas comunes en los camarones que
consumieron las dietas mas altas, de igual manera se aprecié una infiltracion del tejido
conectivo dentro del tejido intersticial del hepatopancreas ademas de observarse

encapsulacion tanto de tejido como células necroticas.
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Bautista et al. (1994), observaron que la alimentacion con dietas contaminadas
con 78.3 ppb de AFB; a pre-adultos de Penaeus monodon (peso promedio de 17.5 £0.6
g) durante 62 dias presentaron una menor tasa de crecimiento, a nivel histolégico se
observaron alteraciones en el hepatopancreas en todos los camarones expuestos a esta
micotoxina y su grado de alteracion esta correlacionado al nivel de AFB; en la dieta.
Los autores concluyen que baséandose en los pardmetros de rendimiento que los pre-
adultos de P. monodon pueden tolerar las AFB; a niveles de 52.3 ppb en el alimento,
aunque los cambios histologicos son evidentes en el tejido cuando los camarones
consumieron las dietas contaminadas con 26.5 ppb. Después de los 62 dias de
exposicion a las AFB; en la dieta no fueron detectados por medio de HPLC restos de la
toxina en el canal del camar6n, indicando un bajo potencial de la trasmision de esta
toxina en camarones a consumo humano. Por su parte Gopinath y Raj (2009),
investigaron los cambios histopatolégicos en la misma especie a las 4 y 8 semanas y
observaron cambios significativos en los diferentes tratamientos (50, 100, 150, 500,
1000 y 2000 ppb), mencionan que la severidad de los cambios histopatoldgicos en el
hepatopancreas fueron proporcionales al incremento de AFB; en la dieta de los
camarones y se caracterizd por la pérdida de estructura de las células y tubulos,
formacion de nodulos, elongacion de las células, descamacion, fibrosis, necrosis,
inflamacién hemaocitica e inflamacion celular.

Divakaran y Tacon (2000) observaron que la alimentacién durante 8 semanas
con dietas contaminadas con AFB; (300, 400 y 900 ppb) en juveniles de L. vannamei no
fueron detectados en heces, camarén completo o musculo por medio de cromatografia

de afinidad de anticuerpos monoclonales con una deteccién limite de 2 ppb.

4.5. Legislacion de AF.
4.5.1. Legislacion de AF en el mundo (FAO 2004).
El nimero de paises que tienen ciertas regulaciones sobre las micotoxinas ha

crecido sostenidamente y desde el 2003 se conocen aproximadamente 100 paises con
este tipo de normas que representa el 87% de la poblacién mundial (FAO 2004) (Figura
8). En 1995, el 23% de la poblacion mundial viva en regiones donde no se conocia
regulacién alguna sobre las micotoxinas. Este porcentaje ha disminuido en un 13% para
el 2003, debido a un ligero incremento en la cobertura en Latino América y Europa y un

incremento mas significativo en Africa y Asia/Oceania (Figura 9).
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Figura 8. Paises con y sin regulacién de micotoxinas (FAO 2004)
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Figura 9. Cobertura de regulaciones de micotoxinas de habitantes a nivel mundial en
1995 y 2003 (FAO 2004).

Actualmente las regulaciones de micotoxinas se refieren principalmente a las AF
y el nimero de paises con este tipo de normas han incrementado significativamente en
los dltimos afios. La regulacion de AF es a menudo detallada y especifica para varios
productos alimenticios, productos lacteos y alimento para animales (Tabla 3).
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Tabla 3. Media y rangos de niveles maximos tolerables (mg/kg) para algunas (o grupos
de ellas) AF en el 2003 y nimero de paises en los cuales es regulado (FAO 2004)

AF 0 combinacion Media Rango Paises
AFB; en productos alimenticios 5 1-20. 61
AF B;+B,+G1+G; en productos alimenticios 10 0-35 76
AFM; en leche 0.05 0.05-15 60
AFB; en alimentos para animales 5 5 - 50. 39
AFB;+B,+G;+G; en alimentos para animales 20 0-50 21

A nivel mundial para el afio 2003 el limite obligado en al menos 29 paises fue de
2 mg/kg (Figura 10). La mayoria de estos paises estan regidos por la Union Europea. Le
siguen 21 paises con un limite de 5 mg/kg, los cuales estan distribuidos en Africa,
Asia/Oceania, Latino América y Europa. Los Estados Unidos Americanos y Canada no

cuentan con un limite para AFB;

20 ug/kg [l 3

15ugikg [l 2

10 ug'kg [ 5
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® humber of countriesl

Figura 10. Limite a nivel mundial de AF en el alimento (FAO 2004).
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Para el afio 2003 muchos paises regularon las AF con un limite basado en la
suma de AF B1, B2, G1 y G2, a veces en combinacion para un limite especifico para la
AFB;. El limite mas frecuente es de 4 mg /kg (establecido en 29 paises). Le sigue el
limite de 20 mg/kg, aplicado en 17 paises, la mitad de ellos los distribuidos en Latino
América y varios en Africa. Con los afios la “popularidad” de un limite para el total de
AF en alimentos se ha mantenido, resultando en 76 paises que aplicaron esta regulacién
en el 2003 (comparados con los 61 paises con limite especifico de solamente AFB;)
(Figura 11).

35 ug/kg A 2
30 pg/kg EENE 3
20 pg/kg I {7
15 pg/kg N 8
10 pg/kg 8
5 ug/kg EENE 3
4 uglkg IEE—— 2O
3 ug/kg A1
1 pg/kg N 3

0 ug/kg R 2 ® number of countriesl

Figura 11. Limite a nivel mundial de total de AF en el alimento (FAO 2004)

4.5.2. Legislacion de en México (Norma oficial Mexicana)
Segun la Norma oficial Mexicana (NOM-188-SSA1-2002) en el apartado de

Especificaciones Sanitarias menciona que los cereales para consumo humano no deben
exceder de 20 pg/kg de AF totales y en el caso de observarse concentraciones desde 21

y hasta 300 pg/kg, el cereal Unicamente podré utilizarse para consumo animal (Tabla 4).
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Tabla 4. Limites permitidos en diferentes etapas de produccion animal.

Especie/etapa de produccion Limite Maximo (ug/kg)

Aves (excepto pollos de engorda) 100

Cerdos en engorda:

Entre 25y 45 Kg 100

Mayores de 45 Kg 200

Maduros destinados a reproduccion 100
Rumiantes:

Maduros destinados a reproduccion 100

En engorda en etapa de finalizacion 300

4.6. Métodos de control y/o prevencion contra las micotoxinas.
4.6.1. Métodos de adsorcidn fisica de las micotoxinas.
Las pérdidas economicas por la contaminacion por micotoxinas han sido

considerables en todo el mundo. La contaminacion de las dietas por AF y el arrastre de
los residuos tdxicos de estos metabolitos a la cadena alimenticia pueden ser controladas
(Ramos y Herndndez, 1997). De acuerdo con la FAO cualquier proceso de
descontaminacién para reducir los impactos toxicos y econdémicos de las micotoxinas
necesitan de los siguientes requerimientos (Piva et al., 1995; Rustom, 1997; Bata y
Lasztity, 1999):

1) Deben ser destruidas, inactivadas o remover las micotoxinas;

2) No deben producir o dejar residuos tdxicos y/o carcinogénicos/mutagénicos al
final de la produccién o en productos alimenticios obtenidos a partir de los
animales alimentados con dicho producto;

3) No debe provocar efectos adversos en propiedades tanto fisicas como sensoriales
en el producto;

4) Debe de ser técnica y econdmicamente factible.

Existen varios metodos con los cuales se pueden prevenir o controlar la
contaminacion o crecimiento de hongos productores de micotoxinas, entre las que
destacan las buenas practicas agricolas, el uso de agentes antifungicos como son tales
como amonio (Weng et. al., 1994) uso de acidos o alcalis (Anguiano-Ruvalcaba et al.,
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2005), ozono (McKenzie et al.,1998) seleccion de semillas resistentes al ataque de
hongos y formacion de toxinas (el-Kady et al., 1991) y/o la desintoxicacion e
inactivacion de las micotoxinas en los ingredientes y/o alimentos contaminados. Para la
desintoxicacion de alimentos contaminados existen métodos que incluyen el uso de
adsorbentes o agentes secuestrantes los cuales son afiadidos al alimento y actdan
ligando la AF (o la combinacion de varias micotoxinas) para reducir su absorcion en el
tracto digestivo los cuales han logrado obtener buenos resultados en animales terrestres,
ademas de no poner en riesgo al animal al ser introducido en el alimento. Las sustancias
usadas como secuestrantes incluyen material inorganico como carbon activado,
aluminosilicatos (arcillas, bentonitas, montmorillonita, zeolita, filosilicatos, etc.),
carbohidratos indigeribles complejos (celulosa, polisacéridos de paredes celulares,
levaduras y bacterias como glucomanano, peptidoglucano, entre otros) y polimeros
sintéticos como colesterinas y polivinilpirrolidona y derivados (Diaz et al., 2003; Diaz
etal., 2004).

4.6.1.1. Material Inorganico.
El carbon activado (AC) es conocido por ser uno de las mas efectivos

adsorbentes no toxicos y ha mostrado ser un tenaz agente de adsorcion de una amplia
variedad de drogas y toxinas, ademas ha sido utilizado como tratamiento médico para
varias intoxicaciones desde el siglo 19 (Huwig et. al., 2001). EI AC es un polvo no
soluble formado por la pirolisis de ciertos componentes de materia organica y también
puede ser manufacturado para su proceso de activacion y asi desarrollar una alta
porosidad en su estructura (Galvano et. al., 2001). Las propiedades secuestrantes del
AC dependen de muchos factores, incluyendo el tamario del poro, area de superficie,
estructura de la micotoxina y dosis. Existen modificaciones del AC dando como
resultado el carbon super activado. Este difiere del AC en que la particula es reducida,
por consecuencia, incrementa la superficie de contacto y la base del carbon activado se
modifica quimicamente durante el proceso de fabricacion (Edrington et al., 1997)

La mayoria de los estudios desarrollados para aminorar los efectos de la micosis
con el uso de adsorbentes estan enfocados a la utilizacion de aluminosilicatos,
principalmente zeolitas y aluminosilicatos de sodio y calcio hidratados (HSCAS) y
arcillas que contengan aluminosilicato, todas consisten en aluminatos silicatos y algunos

iones intercambiados, principalmente de metales alcalinos y iones de metal de tierras
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alcalinas (Barrer, 1989; Mumpton, 1999), las zeolitas estan compuestas de tetraedros de
SiO4 y AlO4 como dos bloques fundamentales con un dtomo de metal en el centro de
cada tetraedro. La formula quimica comun es AlSi3Og". Mientras que la unidad SiO4- es
eléctricamente neutral, la unidad AlO,4- lleva una carga negativa la cual tiene que ser
compensada por una carga positiva. Las zeolitas son similares a tamices moleculares
adquiriendo una resina de intercambio molecular la cual es adecuada para la
distribucion de diferentes moléculas ya sea por tamafio, forma y carga.

Desde el punto de vista clasico, se define a las arcilla como aquel componente
mineral del suelo cuyo diametro de particula es inferior a 2 um. Sin embargo, esta
definicidn, es de escaso valor cuando se considera a la arcilla como una amplia clase de
minerales con aplicaciones industriales (Castaing, 1998). Las arcillas estan formadas
principalmente de silicatos aluminicos con material coloidal y trozos de fragmentos de
rocas, que se han formado mediante la desintegracion quimica de las rocas aluminicas,
este es el grupo mas abundante de los minerales formadores de rocas donde el anién
esta formado por grupos silicatos del tipo (SiO4)*. Mas del 90% de los minerales que
forman las rocas son silicatos, compuestos de silicio y oxigeno y uno o0 mas iones
metalicos. Cada uno de los silicatos tiene como compuesto basico, un ion complejo de
forma tetraédrica; este tetraedro consiste en una combinacion de un ion de silicio con
cuatro atomos de oxigeno (Tapia-Salazar et al., 2010) (Figura 12). Los silicatos son una
larga clase de agentes secuestrantes de micotoxinas y la mayoria de los estudios para la
reduccion de los efectos negativos de las AF han sido enfocadas a los aluminosilicatos.
En este grupo existen seis subclases (Figura 13) de las cuales dos son de mayor
importancia: en la subclase de los filosilicatos se encuentran las bentonitas,
montmorillonita, esméctica, caolinita e illitas, y en la subclase de los tectosilicatos
encontramos a las Zeolitas (Boudergue et al., 2009).

e Las bentonitas son originalmente creadas del desgaste de ceniza volcanica in situ
(Ramos y Hernandez, 1996). Estos pertenecen al grupo de los filosilicatos y son
agentes adsorbentes con una microestructura cristalina en capas y constitucion
variable. Las bentonitas son generalmente arcillas impuras que consisten
principalmente de montmorillonita. Debido al contenido de montmorillonita, las
bentonitas se hinchan y forman geles tixotropicos (Diaz y Smith, 2004).

e La montmorillonita es una capa de silicato la cual adsorbe sustancias organicas ya
sea en la superficie externa o en los espacios interlaminales (Ramos y Hernandez,

1996). Existe una montmorillonita nanocompuesta (MMN) la cual tiene una
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adsorcion aditiva, la cual fue desarrollada con técnicas de nano modificacion, MMN
tiene una superficie considerable, alta porosidad y una fuerte actividad de
intercambio de cationes junto con muchos sitios activos los cuales hacen a la
nanoparticula facil de extenderse y como resultado la eficacia de adsorcion
mejorada (Shi et al., 2006).

HSCAS contiene iones de calcio y protones los cuales son intercambiados con los
iones de sodio presentes en la naturaleza. Son un tipo de montmorillonita
pertenecientes a los filosilicatos los cuales estdn compuestos por una para de
aluminio y silicon conectados en una estructura de 1:1 o0 2:1 (Huwig et. al., 2001).
Zeolitas son cristales hidratados de aluminosilicatos de alcali o cationes de tierras
alcalinas caracterizadas por una estructura tridimensional. Las zeolitas son un grupo
que consisten en tetraedros entrelazados de SiO4 y AlO, (Ramos y Hernandez,
1997).

Figura 12. Estructura basica de silicatos (Mitchell, 1993)
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Figura 13. Estructura de los diferentes silicatos (adaptado de Mitchell, 1993)

4.6.1.2. Carbohidratos Indigeribles Complejos.
Una de las nuevas estrategias para la desintoxicacion de AF es el uso de

adsorbentes organicos y uno de los mas reconocidos es la levadura panadera. La
levadura ha sido utilizada como alimento para animales por mas de 100 afios, y existen
lineas comerciales de productos de levadura especificos para alimentacion animal
(Celyk et al., 2003). Pocas especies de levadura son usadas comercialmente,
Saccharomyces cerevisiae es una de las especies ampliamente comercializadas y un
efectivo adsorbente, el cual es rico en proteinas (40-45%) ademas de ser rico en
vitaminas del complejo B (Reed y Nagodawithana, 1991). Stanley et al., (1993)
observaron que afiadiendo la sepa de la levadura S. cerevisiae a la dieta contaminada
con AF protegia a aves de engorda de los efectos de la aflatoxicosis. Después Stanley et
al. (1995) investigaron el efecto del residuo de paredes celulares en el rendimiento de
las aves y encontré que estas neutralizaban los efectos producidos por las AF.

La fraccién de la pared celular de S. cerevisiae esta principalmente compuesta de
polisacaridos (80 a 90%), el cual forma del 15 al 30% del peso seco de toda la célula.
Una causa de la resistencia mecénica de la pared celular es debido a una capa interior
compuesta de cadena de a-D-glucano (50 al 60% de la pared celular en base seca), el

cual consiste en un complejo de redes de o-(1,3)-D-glucano con alto grado de
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polimerizacion (2 kDa para formas solubles; arriba de 35 kDa para formas insolubles)
ramificado con cadenas laterales lineales de a-(1,6)-D-glucano estos componentes
tienen la habilidad de formar complejos con las micotoxinas, esto permite que una parte
de la toxina pase atreves del tubo digestivo sin ningun efecto negativo en los animales o
arrastrando la toxina a productos de origen animal como lo es la leche huevo o carne
(Yiannikouris et al., 2004; Jouany et al., 2005). Otro componente del residuo de las
paredes celulares es el manan encontrado en el exterior de la pared celular de la
levadura (Stanley et al., 2004). Los oligosacaridos de manano es un producto disefiado
para influir en la ecologia microbiana y consiste primordialmente en glucomananos
fosforilados, los cuales tienen dos modos de accion (1) Se liga a las lectinas en las
paredes celulares de ciertas bacterias indeseables. Estas lectinas bacterianas
normalmente se ligan a las células epiteliales del intestino y ayuda a la colonizacion
bacteriana intestinal. Sin embargo si las lectinas se unen a los oligosacaridos de
manano, estas bacterias no se podran unir a las células epiteliales y por consecuente son
eliminados del lumen intestinal. (2) Ademéas mejora ciertas acciones del sistema
inmune. Estos modos de accion permiten que los oligosacaridos de manano ayuden a

proteger a los animales de patdgenos (Celyk et al., 2003).

4.6.1.3. Polimeros sintéticos.
Las colestiramina es una resina soluble de intercambio anionico, la cual es usada

para ligar acidos biliares en el tracto gastrointestinal y para la reduccion de baja
densidad de lipoproteinas y colesterol tiene una buena capacidad in vitro para
ocratoxinas A y zeralenona, pero tiene poca eficacia en estudios in vivo y debido a su
costo su uso es cuestionable (Avantaggiato et al., 2005).

La polivinilpolipirrolidona (PVPP) es uno de los compuestos de monoamidas y
es una forma articulada de la forma soluble en agua polivinilpirrolidona (PVP), asi que
el PVPP es insoluble en agua (Nogami et al., 2010). Kiran et al. (1998) citan que la
adsorcion de las micotoxinas por el PVPP esta basada en la hidratacion de complejo
formado por el adsorbente, la particula debe ser polar para ser atraida y
consecuentemente ser capturada por el adsorbente. Las propiedades del PVPP, en
particular los espacios de los huecos en sus particulas, permite que adsorba micotoxinas
que contengan suficientes grupos polares, como las AF. La micotoxina permanece

fijada a la PVPP y este conjunto, de adsorbente y micotoxina, es excretado en las heces.
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4.6.2. Biotranformadores:
Una estrategia para desactivar las micotoxinas en alimentos para animales es la

incorporacion de microorganismos 0 sistemas enzimaticos a la dieta que tienen la
capacidad de detoxificar estas micotoxinas por medio del metabolismo o la degradacion
antes de su reabsorcion en el tracto gastrointestinal. El efecto de esta estrategia es
irreversible y una manera amigable con el ambiente, dado que no deja algun residuo
toxico o producto indeseable (Boudergue et al., 2009; Qinghua et al., 2009). Estos
incluyen bacterias, levaduras, hongos y enzimas. Estos biotransformadores puedes estar
constituidos de microorganismos o de la extraccién de algunas enzimas de ellos y que
posteriormente son incluidas en el alimento. Para el caso de bacterias se puedes emplear
bacterias anaerdbicas Gram-positivas, bacterias aerébicas Gram-negativas y bacterias

aerdbicas Gram-negativas (Tapia-Salazar et al., 2010).

4.6.3. Productos Antioxidantes como protectores contra las AF
Como se menciond anteriormente el estrés oxidativo ocurren cuando la

produccién de EOR exceden los mecanismos antioxidantes del cuerpo (Alpsoy et al.,
2009). Con el fin de superar el dafio oxidativo, el uso de substitutos naturales como
remedios a base de hierbas o extractos de plantas han demostrado tener una amplia
efectividad sin conexiones fisiopatoldgicas acordes a la medicina moderna
(Madhusudhanan et al., 2006), los antioxidantes se encuentran entre los productos mas
populares para la proteccion a la salud (Villanueva y Kross, 2012) y se ha observado
que la suplementacion de estos aditivos aminoran los efectos de las AF en animales
terrestres, inhibiendo la biotransformacion a sus metabolitos epoxidos, los cuales son
mas genotodxicos que los compuestos originales (Lee et al., 2001).

La Curcuma (Curcuma longa Linn) (Figura 14), es una especia que confiere un
color amarillo a los alimentos y la cual contiene el compuesto activo curcumina, la cual
representa el 3% de la circuma. Desde hace tiempo ha sido un importante constituyente
de la medicina tradicional de la india (Nayak y Sashidhar, 2010). Existen una gran
variedad de estudios tanto en animales, como células cancerigenas en humanos en las
cuales se ha encontrado un efecto protector de la curcumina contra toxinas y cancer (Lin
y Lin-Shiau, 2001; Aggarwal et al., 2005; Duvoix et al., 2005; Aggarwal et al., 2007).
Sin embargo pocos estudios han llevado a cabo la relacion benéfica del efecto de las
curcuminas contra la toxicidad de la AF (Lee et al., 2001; Gowda et al., 2008; Rangsaz
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y Ahangaran, 2011). Yarru et al. (2009) evaluaron la eficacia del polvo de circuma
como antioxidante contra los efectos negativos de las AFB; y encontraron que la
adicion del polvo de circuma a la dieta contaminada, ayuda a aminorar los efectos
negativos encontrados en las aves alimentadas con dietas contaminadas en ganancia de
peso y ademas de disminuir el peso relativo del higado aumentado por las AFB;. A
nivel de expresion genética el polvo de curcuma aumenta los niveles de SOD, GST y
del gen epoxido hidrolasa, ademés de observaron un incremento en interleucinas-6,
citocromo P450 1A1 y 2H1 disminuido por las AFB;, demostrando que los efectos
protectores del polvo de circuma en expresion antioxidante, biotransformacién y genes

de sistema inmune en aves alimentadas con AFB;.

Figura 14. Raiz de ctrcuma (Curcuma longa Linn) (imagen de 21food.com)

El &cido linoléico conjugado (CLA por sus siglas en inglés Conjugated linoleic
acids) es un término que se utiliza llamar a un grupo de isémeros posicional (c8, c10;
c9, c¢11; c10, c12, y c11, c13) y geométrico (cis, cis; cis, tras; trans, cis; y trans, trans)
de octadecadienoico linoléico (acido linoléico) con sistemas de enlaces dobles. EI CLA
ha mostrado tener varios efectos biologicos. Los mayores efectos del CLA en la salud
son las cualidades anti-cancerigenas, anti-oxidativas, anti-ateroesclerdticas y mejora la
respuesta inmune (Ip et al., 1995; Belury et al., 1996), esto podria derivarse (0
parcialmente) a que el CLA después de ser consumido altera el metabolismo de los
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lipidos (Passi et al., 1984; Hur et al., 2007). Diferentes estudios han reportado que el
CLA tiene una actividad antioxidante, dado que regula el estrés oxidativo con la sintesis
de GSH (Ha et al., 1990; Du et al., 2001; Joo et al., 2002; Denli et al., 2004; Arab et al.,
2006), sin embargo, esta actividad sigue en controversia ya que estudios realizados por
Banni et al., (1998) indican que la presencia de este CLA en carne es muy estable y no
participa en procesos de oxidacion (como el provocado por las AF), dado que no existe
cambio en la estructura del CLA durante el almacenamiento de la carne. Por su parte
Denli et al., (2004; 2005) investigaron el efecto del CLA incorporado a la dieta para
prevenir los efectos toxicos de las AF en aves y notaron que el CLA aumentaba
significativamente la ganancia de peso y mejoraba la eficiencia alimenticia, ademas de
disminuir el peso relativo del higado, la disminucién de la concentracion en suero de
lipoproteinas de alta densidad, asi como dafios en el higado a nivel histolégico
provocado por las AF es prevenido por la incorporacién del CLA (2 o 4g CLA/Kg) a la
dieta.

Las algas marinas son conocidas por contar con una amplia gama de compuestos
bioactivos, muchos de los cuales tienen aplicacion comercial en la rama de la
farmacéutica, medica, cosmética, nutraceutica, alimenticia e industria agropecuaria
(Kelman et al., 2012). Se han identificado cerca de 6000 especies de algas clasificadas
en tres grupos tradicionalmente conocidos como Chlorophyta (alga verde), Rhodophyta
(alga roja) y Phaeophyta (alga café) que producen compuestos con actividades
bioldgicas diversas (Smit, 2004). Investigaciones dentro de la quimica de los productos
naturales y de las defensas quimicas de las algas en los ltimos 40 afios han resultado en
el aislamiento de cerca de 15,000 componentes (Cardozo et al., 2007). Los
antioxidantes naturales encontrados en diferentes tipos de algas juegan un papel
importante contra varias enfermedades y procesos de envejecimiento de la célula
ocasionados por el dafio oxidativo (Tabla 5), los cuales varian segun la especie, estatus
fisiolégico y condiciones medioambientales (Cornish y Garbary, 2010; Khaled et al.,
2012). Existen diferentes estudios, tanto in vivo como in vitro, en los que se ha
demostrado los efectos antioxidantes de las alga contra diversos procesos degenerativos
tales como aterogénesis (Kang et al., 2003), diferentes tipos de cancer (Yamamoto y
Maruyama, 1985; Funahashi et al., 2001; Mayer y Gustafson, 2003), procesos virales
(Béress et al., 1993; Talarico et al., 2004; Yasuhara-Bell y Lu, 2010), desordenes
neurodegenerativos (Luo et al., 2009), deficiencia de retinol (Sangeetha et al., 2009)

osteoartritis (Shin et al., 2006) infecciones bacterias (Nagayama et al., 2002) etc. Sin
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embargo, existen pocos estudios en los que se han evaluado las propiedades
antioxidantes de las algas contra la toxicidad producidas por las AF. Estudios realizados
por Abdel- Wahhab et al. (2006) observaron que al incorporar extractos de algas
(Laurencia obtusa [Rhodophyta] y Caulerpa prolifera [Chlorophyta]) a dietas
contaminas con AF (3 mg de AF totales/kg de dieta por 6 dias, posteriormente fueron
tratados por administracion oral con 200 pg de AFB; en forma pura/kg de alimento por
4 dias) en ratas disminuia significativamente los efectos negativos de dichas toxinas
principalmente en el consumo de alimento y ganancia de peso. Ademas los autores
agregaron que al alimentar con los extractos de algas a ratas que estaban anteriormente
sometidas a una dieta con AFB; se observaba una rapida recuperacion en la ganancia de
peso, ademas del perfil hematico disminuido por los efectos de las AF, a lo que
concluyen que los extractos de algas tienen una accion quimio-protectora contra la
carcinogeésis hepatica inducida por las AFB; y ademas puede estimular el sistema de
defensa antioxidante regenerando las células hepaticas. Lo antes mencionado coincide
con Manoharan et al. (2008), quienes al alimentar ratas por 30 dias con una dieta
contaminada con AFB; (1 ppb) observaron una disminucion en la ganancia de peso
corporal y peso del higado, asi como la disminucién total de proteina, albumina y
aumento del total de bilirrubina en sangre. Estos efectos negativos ocasionados por las
AFB; fueron contrarrestados por la administracion del extracto acuoso de Gracilaria
corticara (250 mg/kg de peso corporal) a la dieta contaminada e incluso similares

estadisticamente (P<0.05) a la dieta control.
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Tabla 5. Compuestos antioxidantes de las diferentes especies de macro-algas.

Categoria general

. Especie Alga Fuente Referencia
de antioxidante
Carotenoides Rhodophyta Chondrus cripus Lohrmann et al., 2004
Carotenoides Rhodophyta | Mastocarpus stellatus | Lohrmann et al., 2005
Carotenoides Phaeophyceae | ------ Sachindra et al., 2004
Carotenoides Phaeophyceae Turbinaria ornata Kelman et al., 2012
Carotenoides Rhodophyta algas en general Schubert et al., 2006
. Abd EI-Baky et al.,
Carotenoides Chlorophyta Ulva lactuca 2010
. Abd EI-Baky et al.,
Pigmentos Chlorophyta Ulva lactuca 2009
Polifenoles Phaeophyceae Eisenia bicyclis Kang et al., 2003
Polifenoles Phaeophyceae | Ecklonia Stolonifera Kang et al., 2003
Polifenoles Phaeophyceae Ecklonia cava Kang et al., 2003
Polifenoles Phaeophyceae Ecklonia kurome Kang et al., 2003
Polifenoles Chlorophyta Ulva fasciata Premalatha et al., 2011
i Chaetomorpha
Polifenoles Chlorophyta antennina Premalatha et al., 2011
Polifenoles Rhodophyta Gelidiella acerosa Davi et al., 2008
Polifenoles Chlorophyta Caulerpa racemosa Yangthong et al., 2009
var. macrophysa
Gracilaria
Polifenoles Rhodophyta tenuistipitata var. Yangthong et al., 2009
Tenuistipitata
. Abd EI-Baky et al.,
Polifenoles Chlorophyta Ulva lactuca 2009
Polifenoles Phaeophyceae Sargassum sp. Yangthong et al., 2009
Polifenoles Chlorophyta Ulva lactuca Yangthong et al., 2009
Polifenoles Rhodophyta Palmaria palmata Yuan et al., 2005
Polisacaridos L . Chattopadhyay et al.,
Sulfatados Phaeophyceae | Turbinaria conoides 2010
Polisacaridos L .
Sulfatados Phaeophyceae | Laminaria japonica Luo et al., 2009
Polisacaridos .
Sulfatados Phaeophyceae | Sargassum pallidum Yeetal., 2008
Polisacaridos . .
Sulfatados Phaeophyceae Fucus vesiculosus Rupérez et al., 2002
Vitaminas Rhodophyta Chondrus cripus Lohrmann et al., 2004
o Garcia-Casal et al.,
Vitaminas Phaeophyceae Sargassum sp. 2009
o Garcia-Casal et al.,
Vitaminas Chlorophyta Ulva sp. 2007
Vitaminas Rhodophyta | Kappaphycus alvarezii Kumar et al., 2008
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Existen otros compuestos antioxidantes encontrados en diferentes plantas, los
cuales se han demostrado tener una actividad protectora ante el consumo de AF, la
ortiga (planta Urtica) (Figura 15) ha sido usada como medicina popular contra el
tratamiento de varias enfermedades y ademas como alimento saludable en Europa (Watt
y Breyer-Brandwisk, 1962). Pieroni et al. (2002) encontraron que Urtica dioica
presenta una actividad antioxidante inhibiendo (>50%) la peroxidacion de lipidos, el
cual juega un rol muy importante en la biosintesis de las AF (Passi et al., 1984). Por su
parte Abdel-Wahhab et al. (2005) encontraron que el mayor componente del extracto
Urtica urens L. es el Patuletin y utilizo este principio activo para aminorar los efectos
del consumo de AFB; (2mg/kg de peso corporal) y observo que la inclusiéon de dosis de
7.5 mg de Patuletin/ kg de peso corporal es un eficiente antioxidante en estos animales
de laboratorio, ya que restaura los niveles de GPx y SOD disminuidos durante la
aflatoxicosis. En adicion los autores mencionan que el Patuletin encontrado en la Urtica
urens ademas es biolodgicamente activo como antiinflamatorio, analgésico, antimicrobial
y posee un efecto protector en el higado y rifiones. Otro compuesto que se ha
demostrado que mitiga el dafio hepéatico provocado por las AFB; es el “arbol de la laca”
(Rhus verniciflua) (Figura 16), el cual ha sido tradicionalmente utilizado como planta
herbolaria y aditivo alimenticio en Corea, esta planta es conocida por sus varios activos
bioldgicos como antioxidante, antiinflamatorio y efectos anticancerigenos (Lee et al.,
2001). Estudios realizados por Choi et al. (2010) encontraron que la fraccion
cloroformo-metanol de Rhus verniciflua posee un efecto protector ante el dafio hepético
en ratones provocado por la administracion de AFB; (0.75 mg/Kg de peso administrado
cada 3er dia, durante 30 dias), los principales resultados fueron un aumento de los
niveles de GSH, SOD y GST disminuidos por el consumo de dichas toxinas. Los
autores concluyen que la fraccion cloroformo-metanol de Rhus verniciflua tiene un
efecto potencial antioxidante, ya que estimula tanto del sistema antioxidante enzimatico

como el no-enzimético del organismo.
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Figura 16. Rhus verniciflua (imagen de Wikimedia Commons)

4.7. Expresion de genes en Camaron.
Existen tecnologias eficaces, que nos pueden ayudar a examinar los patrones de

expresion génica y las clases funcionales importantes para las respuestas en el estrés,
nutricién, toxicologia, y la funcién inmune en el organismo (Tilton et al., 2005). La
aplicacion de recientes técnicas desarrolladas para la expresion génica en estudios

toxicologicos (toxicogenomica) facilita la interpretacion del modo de accion de un
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compuesto toxico y ademas puede predecir los efectos del toxico seleccionado basados
en los cambios en la expresion de genes (Ellinger-Ziegelbauer et al., 2005). El nuevo
enfoque llamado toxicogenomica, surge del proyecto del genoma humano. En lugar de
utilizar la patologia animal para identificar enfermedades, esta utiliza sondas de material
genético humano o animal impreso en placas llamadas microarreglos (Lovett, 2000). La
ventaja que tiene los microarreglos radica en que permite al investigador monitorear los
niveles de expresion de miles de genes diferentes a la vez. Para la investigacion en
toxicogenomica es un importante avance, ya que esta herramienta permite identificar los
riesgos ambientales y sus efectos en el ADN (Medlin, 1999). Existen trabajos de
toxicogendmica donde se averigua el modo de accion de carcindgenos mayoritariamente
en animales terrestres (Ellinger-Ziegelbauer et al., 2004; Ellinger-Ziegelbauer et al.,
2005; Yarru et al., 2009; Yarru et al., 2009), pero también en diversas especies de
organismos acuaticos, tales como trucha (Gallagher, 2006; Tilton et al., 2005)

Los microarreglos contienen secuencias unicas que han sido construidas sobre
una base de informacion de las secuencias EST (estos derivan de librerias de cDNA 'y
SSH clones construidos de varios tejidos o de postlarvas completas, hepatopancreas,
hemocitos y 6rgano linfoide) (Aoki et al., 2011) y para el caso del camaron se han
utilizado para investigar el perfil de expresion génica después de la exposicion a un
patégeno i. e. WSSV, YHV vy bacterias como Vibrio (Robalino et al., 2007; Wang et al.,
2006; Wang et al., 2008; Pongsomboon et al., 2008), tratamientos con antibidticos i. e.
peptidoglucanos, acido oxolinico, oxitetraciclina (Fagutao et al., 2008; Fagutao et al.,
2009) y estrés del ambiente i. e. hipoxia, hipertermia y respuestas hipoosmoéticas (de la
Vega et al., 2007).

Hasta el momento segln Tassanakajon et al. (2013) la informacién actualmente
disponible para peneidos es muy reducida en comparacion a otros invertebrados como
los insectos y consta de 216,436 secuencias EST, siendo esto solamente 0.3% del
numero total de EST’s, encontradas en el GenBank, y de estas compuestas de 161241
EST’s para L. vannamei, 39,397 EST’s para P monodon, 10,446 EST’s para
Fenneropenaeus chinensis y 5352 para otros camarones peneidos (Tassanakajon et
al.,2006; O'Leary et al.,, 2006; Xiang et al., 2008). Los estudios realizados con
microarreglos en animales acuéticos tratados con AF, se ha basado en salmonidos,
debido a que es un modelo de investigacion de excelencia para el estudio de
hepatocarcinogenesis inducida por la AFB; (Bailey et al., 1996), y los resultados
obtenidos sugieren que el nimero de genes asociados con el metabolismo de lipidos,
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glucosa y retinol son reprimidos por el cancerigeno, ademas de observarse el mismo
efecto en proteinas especificas del higado involucradas en la vitalogénesis, acompafiado
de una alteracion en los genes involucrados en la asociacion de la matriz-membrana,
migracion celular y metéstasis lo que puede indicar una potencial invasion tumoral
(Tilton et al., 2005; Gallagher, 2006). Para el caso de crustaceos y especificamente para

camaron no existe informacion al respecto.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Area de trabajo:
Los diferentes experimentos en los que se evaluaron los efectos de las AF en

dietas de camaron L. vannamei asi como los diferentes productos remediadores fueron
realizados en la sala de bioensayos del programa de Maricultura, que forma parte del
departamento de Ecologia, de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (Figura 17). La
cual consta de un sistema de recirculacién marina sintética (Fritz, Dallas, TX), cuatro
tanques centrales de 500 L cada uno con doble fondo y con un sistema de recirculacién
de aire (“air lift”), dos tanques colectores que funcionan como tanques de sedimentacion
de 1500 L que se encuentran en la parte inferior del sistema, y un tercer tanque de
succion que se encuentra entre los dos colectores y reciben agua de ellos, en la parte
superior se encuentran dos tanques reservorios (1500 L cada uno) con un sistema de
regulacion de temperatura por intercambio y que suministra de agua al sistema por
medio de gravedad, ademéas de contar con un filtro (contactor) bioldgico, filtro de
perlas, filtro de luz UV, filtro de carbon activado, filtro de cartucho de 50 micras y
fraccionadores de espuma.

Los parametros de calidad del agua marina fueron registrados diariamente para
temperatura y salinidad, y semanalmente el pH, Amonio, Nitratos y Nitritos durante los
bioensayo realizados. Los pardmetros de calidad fueron medidos utilizando los
siguientes Kkits FasTest, Aquarium Systems, France. Los parametros de calidad para

cada experimento se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Parametros de calidad de agua para cada uno de los experimentos

. Amoniaco o )
N de Temperatura  Salinidad Nitritos Nitratos
) pH total
Bioesnayo (°C) (o/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
Bioensayo 1 24-29 34-37 8.0-8.2 0-0.2 0-0.04 10
Bioensayo 2 29-30 32-38 8.0-8.2 0-0.2 0-0.03 50
Bioensayo 3 29-30 32-37 8.0-8.2 0-0.2 0-0.03 40
Bioensayo 4 27-30 32-37 8.0-8.2 0-0.2 0-0.03 50
Bioensayo 5 27-29 30-33 8.0-8.2 0 0-0.03 40
Bioensayo 6 27-29 33-35 8.0-8.2 0.25 0-0.02 40
Bioensayo 7 27-30 33-35 8.0-8.2 0-0.2 0-0.02 40

Las unidades experimentales de los distintos bioensayos constan de acuarios de
60 y 120 L de fibra de vidrio (con una tasa de recirculacion de 300% al dia), conectados
al sistema de recirculacién del agua marina y un sistema de recirculacion de aire interno

(“air 1ift”). El fotoperiodo durante los experimentos fue de 12:12 h luz:oscuridad.

Figura 17. Sala de bioensayos del programa Maricultura de la facultad de Ciencias
Bioldgicas de la UANL
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5.2. Material bioldgico
5.2.1. Origen y manejo de los camarones:
Todos los camarones utilizados en los diferentes experimentos, fueron juveniles

de la especie Litopenaeus vannamei. El origen y el peso promedio de los camarones

utilizados para cada experimento se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Peso promedio (g) y origen de los camarones utilizados en cada uno de los
experimentos.

Peso p(rgo)medlo Origen

Bioensayo 1 0.12 Laboratorio de Langostinos y Camarones en Boca del
Rio, Veracruz, México

Bioensayo 2 0.6 Laboratorio de Langostinos y Camarones en Boca del
Rio, Veracruz, México

Bioensayo 3 0.34 Laboratorio de Langostinos y Camarones en Boca del
Rio, Veracruz, México

Bioensayo 4 0.29 Laboratorio de Langostinos y Camarones en Boca del
Rio, Veracruz, México

Bioensayo 5 0.4 Laboratorio de Langostinos y Camarones en Boca del
Rio, Veracruz, México

Bioensayo 6 0.51 Laboratorio de Langostinos y Camarones en Boca del
Rio, Veracruz, México

Bioensayo 7 6.5 Maricultura del Pacifico, Mazatlan, Sinaloa, México

Los juveniles de camardn eran enviados por via aérea, en bolsas de plastico con
15 L de agua marina saturada de oxigeno, colocadas en hieleras de polietileno bien
cerradas y protegidas con cajas de carton, hasta el aeropuerto internacional de
Monterrey, posterior mente eran traidos al laboratorio para su aclimatacion. Una vez en
las instalaciones de la UANL, los camarones se aclimataban a las condiciones de pH,
salinidad, y temperatura dentro de los acuarios centrales de 500 L. una vez aclimatados,
los organismos eran alimentados con dietas comerciales hasta antes del inicio de los

experimentos.
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5.2.2. Granos contaminados.
Para los diferentes experimentos se utilizaron granos de maiz y cacahuate

contaminados naturalmente por la empresa Nutek, Tehuacan, Puebla, México. El
proceso de contaminacion utilizado fue el descrito por Shotwell et al. (1966). De forma
breve, se prepar6 un inoculo fungal a partir de cultivos de esporas Unicas de Aspergillus
parasiticus y se cultivé durante 5 dias a 25°C en un medio de agar papa dextrosa
comercial (en placas). Los granos se incubaron con esporas de A. parasiticus (1 X10°)
durante 7 dias a 28°C. Posteriormente la muestra contaminada se esteriliz6 durante 30
min a 121°C y se dejo secar durante 4 dias a temperatura ambiente con circulacion de
aire. La muestra de gramos contaminados se moli6 hasta alcanzar un tamafio de
particula promedio de 850 um (malla #20). La concentracion de AF B1, B2, G1y G2 en
los ingredientes fue determinado por el laboratorio de Nutek por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) y empleando el
métodos método 2005.08 First Action 2005, AOAC 2006).

5.2.3. Ingredientes utilizados.
Los ingredientes utilizados para las dietas experimentales y su procedencia se

presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Ingredientes utilizados para la elaboracidn de las dietas experimentales.

Ingrediente (% de proteina) Origen

Harina de pescado (67) Inual-Tepual (Chile)
Pasta de soya (43.5%) RAGASA

Harina de trigo (11.3%) MANITOVA
Harina de camaron (42%) Inual-Tepual (Chile)
Harina de maiz libre de AF (7.7%) NUTEK

Harina de maiz contaminado con AF (12.7%) NUTEK

Harina de Cacahuate contaminado (12.2%) NUTEK

Aceite de pescado Inual-Tepual (Chile)
Lecitina de soya Proteinas Naturales S. A
Vitamina C, stay C CostaMar

'Mezcla mineral CostaMar

*Mezcla vitaminica CostaMar

Antifungico CostaMar

Antioxidante CostaMar

Vitamina E CostaMar

'L a composicién de la mezcla de minerales fue: Co, 2 g kg™; Mn, 16 g kg™; Zn, 40 g
kg™: Cu, 20 g kg*; Fe, 1 mg kg*; Se, 100 mg kg*; I, 2 g kg™,

?La composicion de vitaminas fue: retinol, 4000 IU g™; tiamina, 24 g kg™;
riboflavina, 16 g kg™*; DL Ca pantotenato, 30 g kg-*; piridoxina, 30 g kg*;

cianocobalamina, 80 mg kg™; 4cido ascérbico, 60 g kg™*; menadiona, 16 g kg™;

colecalciferol, 3200 IU g™; tocoferol, 60 g kg™*; biotina, 400 mg kg™; niacina, 20 mg kg

1 4cido félico, 4 g kg™
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5.3. Dietas experimentales.
5.3.1 Formulacién y elaboracion de dietas experimentales.
Las dietas experimentales fueron elaboradas en el laboratorio de Maricultura, se

realizaron a partir de una formula de referencia la cual fue utilizada como dieta control
(elaborada con la misma fuente de ingredientes en todos los bioensayos). Esta formula
fue elaborada utilizado el programa Nutrion 5, la cual fue modificada ligeramente de
acuerdo con las necesidades para cada experimento. Para la elaboracion de las dietas
experimentales, se molieron todos los ingredientes a un mismo tamafio de particula (500
pum) en un molino Cyclotec modelo 1093. Todos los ingredientes fueron pesados por
separado, posteriormente fueron mezclados en una batidora Kitchen Aid de 5L. Los
ingredientes de mayor proporcion se mezclaron durante 10 min. Separadamente se
mezclaron los microingredientes a mano durante 5 minutos agitando constantemente el
contenedor donde se encontraban estos ingredientes; posteriormente los
microingredientes fueron incorporados a los macroingredientes y se mezclaron durante
10 min; después se adiciond el aceite de pescado y la lecitina de soya, estos Ultimos
ingredientes fueron previamente puestos a bafio maria con la finalidad de aumentar su
fluidez, y se mezclo por 10 min. Después se adicionaron alrededor de 30% de agua
tibia, para lograr una masa que posteriormente se pasara a través de un molino de carne
TOR-REY con un dado de 1.6 mm de diametro, al salir del barril del molino se tomo la
temperatura que alcanzo durante el peletizado (la cual oscilo entre 70 °C al inicio del
peletizado a 90 °C al final del mismo). Posteriormente los pellet, fueron colocados en
una malla de 3300 micras con dimensiones de 20 X 20 X 2.5 cm las cuales se cubrieron
con una doble tapa de papel aluminio, estas charolas fueron colocadas en la autoclave
una sobre otra, se cerrd la olla y se dejo en esterilizacion por 5 min a una presion de
18.5 psi, posteriormente las muestras de alimento fueron envueltas en una bolsa de
plastico y fueron colocadas en el refrigerador durante 5 min y finalmente fueron secados
en un horno de conveccion a 100°C durante 8 minutos o0 mas para obtener una humedad
menor a 10% vy finalmente se dejaron enfriar toda la noche y posteriormente fueron

guardas en bolsas Zipplo y colocadas en el refrigerador hasta su utilizacion.
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5.3.2. Analisis fisicos de las dietas experimentales.
Se determin0 la estabilidad de las dietas experimentales en términos de pérdida

de materia seca (PMS) y perdida de proteina (PP); se realizaron las pruebas de
lixiviacion de los alimentos, con tres replicados, utilizando el método Ricque et al.,
(2006), en el horno eléctrico de flujo de aire se calienta a 130°C por 20 min una malla
metalica de acero inoxidable #40 (apertura de malla 435 um), después se colocan en el
desecador de vidrio dejandolo enfriar hasta que alcance la temperatura ambiente (aprox.
5 min) y se pesa la malla para posteriormente moldearse en el embudo de bunchner; en
un recipiente de capacidad de 250 ml se afiadié 3 g de muestra, después se agregan
200ml de agua salina de 35 g/L; el recipiente se coloca en un agitador con bafio maria a
una temperatura de 26 a 29°C con una agitacion de 30 rpm. Después de una hora se
retira el recipiente para ser filtrado con la ayuda de vacio en el embudo de buchner con
las mallas previamente taradas en el horno electronico. Después se deja escurrir por 15
min y se toma el peso de la malla (malla mas muestra himeda), posteriormente se deja
secar en el horno a 130°C por 2 horas, concluyendo el tiempo se toma el peso final
(malla mas muestra seca) y se realiza el siguiente célculo:
e %PMS= [(Peso del alimento en base seca antes de lixiviar- Peso del alimento en
base seca después de lixiviar)/ Peso del alimento en base seca antes de lixiviar]* 100
e %PP= [(% de proteina en el alimento*100-(% de proteina en el alimento
lixiviado)*(100-% perdida de materia seca en el alimento)] / % proteina en el
alimento
El porcentaje de absorcion de agua (Abs. H,O) de las dietas experimentales fue
determinado siguiendo la metodologia de Nieto-Lopez et al. (2011): se pesaron 3 g de
muestra y se dejaron sumergidos en una hora en 200 ml de agua a 35 g/L,
posteriormente la muestra fue filtrada en una malla de acero inoxidable #40 y se tomo el
peso, el porcentaje de absorcion de agua se calcul6 aplicando la siguiente formula:
% Abs. H,O= 100*[(Peso de la muestra después de sumergirla en agua destilada
— Peso de la muestra antes de humedecer) / Peso de la muestran antes de
humedecer]*100
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5.3.3 Anadlisis bromatologicos y de micotoxinas en ingredientes y dietas
experimentales.

Los analisis bromatologicos se realizaron en el laboratorio de bromatologia del
programa de Maricultura de la UANL. La composicion bromatolégica de los
ingredientes y dietas experimentales se analizaron utilizando los siguientes métodos:
Dumas (equipo LECO) para proteina, Soxhlet para lipidos (Tecator, 1983), AOAC
942.05 (1997) para ceniza, AOAC 962.09 (1997) para fibra, y AOAC 930.15 (1997)
para humedad y el extracto libre de nitrégeno (ELN) se calculd por diferencia. La
energia bruta (Kcal/g) se determin6 con el método de calorimetria a volumen constante
en una bomba calorimétrica modelo Parr 1425 (Parr Instrument Co., Moline, IL, USA).
La concentracion de AF (B1, By, G;, G) de los ingredientes y las dietas experimentales
fueron analizadas por HPLC (método 999.07; AOAC, 2006) en Trilogy Analytical
Laboratories en Washington, MO. Las dietas control también fueron analizada para
Deoxinavalenol (MacDonald et al., 2005), Fumonisina Bj, B, y B3 (método 49.5.02;
AOAC Int., 2002); Ocratoxina A (método 2000.03; AOAC Int. 2002) y toxina T-2
(Croteau et al., 1994).

5.4. Parametros zootécnicos.
Los parametros zootécnicos evaluados en cada uno de los experimentos (Si

aplica) cada 7 o 14 dias y al final del bioensayo fueron:

Peso individual (PI): los camarones fueron pesados individualmente en una balanza
digital con precision de un miligramo, después de hacer sido ligeramente secado con
una toalla himeda.

Tasa de sobrevivencia: el nimero final de camarones en cada acuario en porcentaje del
namero inicial. Tasa de sobrevivencia = (numero final /nimero inicial) X100.

Consumo de alimento (CA): el consumo de alimento se estimo cada dia, a partir de la
cantidad de alimento suministrado en cada acuario, del porcentaje de restos de alimento
estimado al dia siguiente y del nimero de camarones presentes ese dia en el acuario.
Para cada acuario el consumo fue la suma del consumo individual diario estimado a lo
lardo de toda la duracion del bioensayo. Consumo individual = £;* (consumo en el
acuario al dia i / nimero de camarones del dia i).

Tasa de crecimiento (TC): es el porcentaje de crecimiento por camaron con respecto al

peso inicial. TC= (ganancia de peso (g)/ peso inicial promedio) X 100.
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Indice Hepatosomatico (IHS): se define como el aumento de peso del hepatopancreas
con relacion al peso completo del camarén IHS= (hepatopancreas (g)/peso individual
(9)) x 100.

Tasa de crecimiento especifico (TCE): se define como el aumento de peso 0 masa con
respecto a una unidad de tiempo. TCE= 100(In peso promedio final- In peso promedio
inicial) / numero de dias.

Tasa de conversion alimenticia (TCA): es el alimento artificial (base himeda)
consumido por unidad de peso ganado. TCA= consumo individual estimado en un
acuario/ incremento en peso individual promedio en este mismo acuario.

Eficiencia de retencion de nitrégeno (ERN): es la deposicion de nitrégeno con
respecto al nitrdgeno consumido. Esta variable es calculada para cada tratamiento del
nitrégeno inicial contenido en el camardn y el nitrégeno final contenido en el camarén.
ERN: [((peso promedio final (g)* proteina cruda contenida en el carcas (g))-(peso
promedio inicial (g)* proteina cruda contenida en el carcas (g)/ proteina cruda
consumida (g)]*100.

5.5. Analisis histolégico.
Al final del experimento se tomaron 3 camarones por acuario y se fijaron en

solucion Davidson (solucion AFA [alcohol, formalina y acido acético]) para el anélisis
histoldgico realizado en el Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de
Arizona, en Tucson. Las muestras se procesaron segun las técnicas convencionales para
la incrustacién en parafina y cortes. Las secciones longitudinales del cefalotorax y
secciones transversales del primer segmento del abdomen de los juveniles fueron
tefiidas con Hematoxilina/eosina-Floxina (H&E) de Mayer-Bennet y se examinaron con
un microscopio de luz para su evaluacién diagnostica. La evaluacion del dafio
histoldgico se realiz6 mediante el método cualitativo. La cantidad de reservas lipidicas
se evaluo en una escala de 0 a 4, donde L4= el citoplasma de la mayoria de la células R
completamente lleno de vacuolas o gotas de lipidos (76-100% de la supuesta capacidad
de las células R del hepatopancreas); L3= el citoplasma de la mayoria de las células R
con muchas vacuolas o gotas de lipidos (51-75% del nivel L4); L2= se observa una
mezcla de células R sin o con una cantidad pequefia 0 moderada de vacuolas o gotas de
lipidos (26-50 de L4); L1= células R con gotas de lipidos pequefias o escasamente
distribuidas (10-25 de L4); y LO= células R sin vacuolas o gotas de lipidos o focos
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dispersos de células R con solo unas cuantas gotas (<10% de L4). El grado de severidad
del dafio celular en el hepatopancreas se determind con una escala de 0 a 4 donde 0
indica ausencia de dafio, 1 indica dafio disperso (pocos nucleos anémalos, la mayoria de
los tubulos del hepatopancreas no afectados, ausencia de descamacion de células
epiteliales hacia el lumen), 2 indica dafio frecuente (frecuentes nucleos anémalos en
numerosos tubulos del hepatopancreas, alguna separacion de las células infectadas de
sus vecinos, descamacion epitelial poco frecuentes), 3 indica dafio abundante (la
mayoria de los tabulos del hepatopancreas con muchos nucleos anémalos, separacion de
un gran niamero de células infectadas de sus células vecinas, poca descamacion de
células infectadas hacia el lumen, algunos tibulos degenerados), y 4 indica dafio severo
(la mayoria de los tubulos del hepatopancreas con células con muchos nucleos
anomalos, separacion y apoptosis aparente de un gran numero de células infectadas,
descamacion de un gran ndamero de células epiteliales en el lumen, degeneracion de
tbulos, frecuentemente involucrando las células epiteliales del intestino medio). La
actividad mitotica de las células E se estimo considerando el total de células en metafase
observadas en la seccién apical de los tabulos del hepatopancreas, usando el nimero de
células en metafase encontrados en camarones normales y saludables como referencia
(100%). La actividad de las células B se estim6 considerando el ndmero relativo de
estas en todo el hepatopancreas expresado como porcentaje en la méaxima abundancia

observada en camarones normales y saludables.

5.6. Estrategia experimental.

5.6.1. Efecto de la inclusidn de AF en dietas a dosis altas en pardmetros zootécnicos
del camaron (Experimento 1).

Se llevo a cabo un bioensayo con 28 dias de duracion para observar los efectos
de las AF a dosis altas en el alimento sobre los parametros zootécnicos del camaron
blanco, se formularon cuatro dietas con 0, 500, 1000, 2000 ppb de AF totales. Para la
elaboracion de estas dietas se utilizd harina de maiz libre de AF y para las dietas
contaminadas se sustituyd0 por maiz contaminado dependiendo el nivel de
contaminacion requerido en las dietas (Tabla 9). Se utilizaron 6 replicados (acuarios de
60L con doble fondo) por dieta; se distribuyeron 15 camarones juveniles L. vannamei
por acuario, con un peso promedio inicial de 121+16mg. Los camarones fueron
alimentados a saciedad en 2 raciones diarias (9:00 y 17:00h). Se evaluaron los

parametros zootécnicos de los camarones cada 7 dias y al final del experimento, se
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tomaron 3 camarones por acuario para realizar analisis histoldgico, 3 méas para analisis
de AF en carcas y el resto de ellos se analizaron para el contenido de proteina en carcas
para evaluar la ERN, ademas se realizd analisis bromatologico y fisico a las dietas

experimentales.

Tabla 9. Formulacion para las dietas experimentales del experimento 1.

Dieta Control Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Ingrediente (%)
(DCL) (500 pg/kg) (1000 pg/kg) (2000 pg/kg)
Harina de pescado 388.6 387.5 386.4 384.2
Harina de Trigo 381.17 382.28 383.40 385.57
Harina de maiz limpio 52.63 39.46 26.3 0
Harina de maiz contaminado 0 13.16 26.3 52.63
Harina de camaron 40 40 40 40
Harina de soya 80 80 80 80
Aceite de pescado 20 20 20 20
Lecitina de soya 20 20 20 20
Arginato 10 10 10 10
Mezcla vitaminica 35 3.5 35 35
Mezcla mineral 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.5 0.5 0.5 0.5
Antifungico 0.5 0.5 0.5 0.5
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 0.2
Colesterol 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E 0.2 0.2 0.2 0.2
Total g 1000 1000 1000 1000

5.6.2. Efecto de la inclusion de AF en dietas a dosis bajas en parametros
zootécnicos del camaron (Experimento 2).

Para determinar el efecto del alimento contaminado con AF en dosis bajas sobre

los parametros zootécnicos en camaron blanco L. vannamei, se llevdo a cabo un
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bioensayo con una duracién de 64 dias donde se formularon 6 dietas que contenian O,

10, 20, 40, 60 y 120 ppb de AF totales. Para la elaboracion de las dietas contaminadas

se agrego harina de cacahuate contaminada (se ajusto el nivel de inclusidn con la harina

de trigo y harina de pescado) (Tabla 10). Cada dieta se evaluo en 3 replicados (acuarios

de 60L con doble fondo) que contenian 10 camarones con un peso promedio de 614+7

mg. Los camarones fueron alimentados a saciedad en 2 raciones diarias (9:00 y 17:00h).

Se evaluaron los parametros zootécnicos de los camarones cada 7 dias y al final del

experimento se tomaron 3 camarones por acuario para realizar el analisis histolégico, y

el resto de ellos se analizaron para el contenido de proteina en carcas para evaluar ERN,

ademas de realizar analisis bromatolégico y fisico a las dietas experimentales.

Tabla 10. Formulacion para las dietas experimentales del experimento 2.

ingrediente Dieta 1 Dieta 2 Dieta3  Dieta4 Dieta5 Dieta 6
control 10 pg/’kg 20 pg/lkg 40 pg/kg 60 pg/kg 120 pg/kg
Harina de pescado 384.62 384.53 384.39 384.16  383.70 382.77
Harina de Trigo 439.828 439.69  439.483 439.139 438.450 437.074
Harina de camar6n 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0
Harina de soya 80.0 80.0 80.0 80.0 80.0 80.0
Aceite de pescado 19.0 19.0 19.0 19.0 19.0 19.0
Lecitina de soya 19.0 19.0 19.0 19.0 19.0 19.0
Arginato 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Mezcla vitaminica 3.5.0 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Mezcla mineral 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Antifungico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Colesterol 0.146 0.147 0.147 0.148 0.149 0.150
Vitamina E 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Harina de Cacahuate
contaminado 0.0 0.23 0.575 1.149 2.298 4.597
Total (g) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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5.6.3. Capacidad de reducciéon de aflatoxicosis en camarones alimentados con
dietas contaminadas con AF y suplementadas con aluminosilicatos (experimento 3)

En la tabla 11 se muestra los productos secuestrantes a base de aluminosilicatos

evaluados en dietas para camarén blanco L. vannamei por 42 dias.

Tabla 11. Producto, composicion y procedencia de los productos secuestrantes a base

de aluminosilicatos evaluados en el presente bioensayo.

Producto

Procedencia

Propiedades Fisicoguimicas

Novasil Plus®

Trouw
Nutrition

HSCAS
Montmorillonita de Ca
62.4-73.5% SiO2
14.8-18.2% Al203
3.2-4.8% CaO
4.0-4.5% MgO
5.4-6.5% Fe203
0.5-0.9% K20
0.1-0.3% Na20
0.01-0.03% MnO

Zeolex Extra®

Altech

Organoaluminosilicato quimicamente activado
57-64% SiO2

10-17% AI203

3.3-4.9% CaO

0.3-1.8% MgO

0.6-1.4% Fe203

1.8-2.8% K20

1.6-2.9% Na20

Mycofix
Select®

Biomin

Tierra de diatomeas 30%
Caolinita 50%

Sustancias fitofiticas 10%
Extractos herbales 10%

Fixat®

Sud-Chemie

Bentonita montmorillonita
50-65% SiO2

15-25% Al203

3-6% CaO

3-6% MgO

3-6% Fe203

<5% Na20 y K20

Para el presente bioensayo se elaboraron dos dietas controles, una dieta libre de

micotoxinas y otra dieta contaminada con 75 ppb de AF totales, a partir de estas se

elaboraron 8 dietas mas conteniendo uno de los secuestrantes a un nivel de 2.5 a 5.0
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o/kg de acuerdo con el nivel recomendado para cada producto (Tabla 12). Para la
elaboracion de las dietas contaminadas se utilizd harina de maiz contaminado
(remplazando a la harina de trigo) y las arcillas fueron incorporadas junto con los micro-
nutrientes al momento de la elaboracion de la dieta. Cada tratamiento se evalué en 3
replicados (acuarios de 60L con doble fondo) con una densidad de 10 camarones por
acuario con un peso promedio inicia de 592+6mg. Los camarones fueron alimentados a
saciedad en 2 raciones diarias (9:00 y 17:00h). Se evaluaron los pardmetros zootécnicos
de los camarones cada 7 dias y al final del experimento se analizé el contenido de
proteinas en carcas de camaron para evaluar ERN, ademéas de realizar analisis

bromatoldgico y fisico a las dietas experimentales.
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Tabla 12. Formulacidn para las dietas experimentales del experimento 3.

control Zeolex Extra® Micofix Select® Novasil Plus® Fixat®
. AF + AF + . .
Ingredientes AF control Zeole(>®< Ei?:gc)@( Mycofix I\gglce%{g( Novasil NP%ZI%II If;)l;:@ Fixat®
Extra Select® Plus®
Harina de Trigo 427.9 439.8 424.9 436.8 425.4 437.3 422.9 434.8 423.9 435.8
Harina de pescado 384.4 384.6 384.4 384.6 384.4 384.6 384.4 384.6 384.4 384.6
Harina de Soya 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
Harina de Camaron 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Lecitina de soya 19 19 19.9 19 19.9 19 19.9 19 19.9 19
Aceite de pescado 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Harina de maiz 11.1 - 11.1 - 11.1 - 11.1 - 11.1 -
contaminado
Arginato 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Mezcla vitaminica 3.5 35 35 35 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Mezcla Mineral 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Antifangico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Colesterol 0.2 0.14 0.2 0.14 0.2 0.14 0.2 0.14 0.2 0.14
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Zeolex extra® - - 3 3 - - - - - -
Micofix select® - - - - 2.5 2.5 - - - -
Novasil plus® - - - - - - 5 5 - -
Fixat® - - - - - - - - 4 4
Total (g) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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5.6.4. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones alimentados con
dietas contaminadas con AF y suplementadas con mezclas de aluminosilicatos con
paredes de levadura y otros productos (Experimento 4)

En la tabla 13 se muestra las mezclas de aluminosilicatos con enzimas/extractos
de plantas/paredes de levaduras o microorganismos como posibles remediadores de AF

en alimentos para camaron blanco L. vannamei evaluados por 42 dias.

Tabla 13. Producto, procedencia y composicion de las mezclas remediadoras evaluadas
en el presente bioensayo.

Producto |Procedencia | Propiedades Fisicoguimicas
@ | Técnica e Zeolita
Aflabalan Mineral e Paredes celulares de levadura
e Glucomanano de paredes de levadura de
Mycosorb®|  Altech Saccharomyces cerevisiae
e Aluminosilicato de calcio y sodio hidratado
e Bentonita
Mycofix Biomin e Levadura Trichosporon mycotoxinivorans
Plus® e Epoxidasa
e Lactonasa

Para esto elaboraron dos dietas controles, una libre de AF y otra contaminada
con 75 ppb de AF totales, a partir de estas se elaboraron 6 dietas mas conteniendo una
de las mezclas remediadoras a un nivel de 2.5 a 5 g/kg de acuerdo con el nivel
recomendado para cada producto (Tabla 14). Para la elaboracion de las dietas
contaminadas se utilizo harina de maiz contaminado (remplazando a la harina de trigo)
y las mezclas remediadoras fueron incorporadas junto con los micro-nutrientes al
momento de la elaboraciéon de la dieta. Cada tratamiento se evalu6é en 4 replicados
(acuarios de 60 L sin doble fondo) con una densidad de 10 camarones por acuario con
un peso promedio inicial de 210+4mg. Los camarones fueron alimentados a saciedad en
2 raciones diarias (9:00 y 17:00h). Se evaluaron los parametros zootécnicos de los
camarones cada 7 dias y al final del experimento se analiz6 el contenido de proteinas en
carcas de camarén para evaluar ERN, ademas de realizar analisis bromatoldgico y fisico

a las dietas experimentales.
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Tabla 14. Formulacidn para las dietas experimentales del experimento 4.

control Aflabalan® Micofix Plus® Mycosorb®
Ingrediente AF + ® _ ®  Mycofix ® ®
AF control Aflabalan® Aflabalan AF + Mycofix plus olus® AF + Mycosorb™ Mycosorb

Harina de trigo 427.9 439.8 425.9 437.8 425.4 437.3 425.9 437.8
Harina de pescado 384.4 384.6 384.4 384.6 384.4 384.6 384.4 384.6
Pasta de soya 80 80 80 80 80 80 80 80
Harina de camaron 40 40 40 40 40 40 40 40
Lecitina de soya 19.9 19 19.9 19 19.9 19 19.9 19
Aceite de pescado 19 19 19 19 19 19 19 19
Maiz contaminado 111 - 111 - 11.1 - 11.1 -
Alginato 10 10 10 10 10 10 10 10
Mezcla vitaminica 35 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 35
Mezcla mineral 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Antifungico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Solvay 0.2 0.146 0.2 0.146 0.2 0.146 0.2 0.146
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Aflabalan® - - 2.0 2.0 - - - -
Mycofix plus® - - - - 2.5 2.5 - -
Mycosorb® 2.0 2.0
Total (g) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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5.6.5. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones alimentados con
dietas contaminadas con AF y suplementadas con diferentes fuentes de
antioxidantes (Experimento 5)

En la tabla 15 se muestran los productos antioxidantes como posibles bio-
remediadores de AF en alimentos para camaron blanco L. vannamei evaluados por 42

dias

Tabla 15. Producto, procedencia y propiedades de los Antioxidantes evaluados en el
presente bioensayo.

Producto Procedencia Descripcién

Harina de Alga Algalimentos Ulva clathrata

Polvo con 70% de pureza
Curcumina SIGMA N de Catalogo 1386-106
N de lote 081M1611V

Acido Linoleico Conjugado | Nutra Manufacturing | CLA (55%) de aceite de Girasol
(CLA) Inc. (Helianthus annuus)

Para esto se elaboraron 2 dietas, una libre de AF y otra contaminada con 120 ppb
de AF totales, a partir de estas se elaboraron 6 dietas mas conteniendo uno de los
antioxidantes a evaluar. Los niveles de inclusion para la Ulva, curcumina y CLA fueron
de 40.0, 0.14 y 4.0 g/kg respectivamente (Tabla 16). Para la elaboracion de las dietas
contaminadas se utilizé harina de maiz contaminado (remplazando a la harina de trigo),
en el caso de las dietas que contenian alga, esta fue incorporada como harina junto con
los macro-ingredientes durante la elaboracion del alimento y para el caso de la
curcumina y el CLA se incorporaron junto con los micro-ingredientes. Cada tratamiento
se evalud en 3 replicados (acuarios de 60L sin doble fondo) con una densidad de 12
camarones por acuario con un peso promedio inicial de 326x3 mg. Los camarones
fueron alimentados a saciedad en dos raciones diarias (9:00 y 17:00). Se evaluaron los
parametros zootécnicos de los camarones cada 7 dias y al final del experimento se
analizo el contenido de proteinas en carcas de camardn para evaluar ERN, ademas de

realizar analisis bromatoldgico y fisico a las dietas experimentales.
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Tabla 16. Formulacidn para las dietas experimentales del experimento 5.

Controles Harina de Alga Curcuminas CLA

Ingrediente AF + AF + . AF +

g AF control alga Alga Curcuminas Curcuminas CLA CLA
Harina de trigo 427.9 439.8 387.9 399.83 427.8 439.6 427.9 439.8
Harina de pescado 384.4 384.6 384.4 384.63 384.4 384.6 384.4 384.6
Pasta de soya 80 80 80 80 80 80 80 80
Harina de camaron 40 40 40 40 40 40 40 40
Lecitina de soya 19.9 19 19.9 19 19.9 19 17.9 17
Aceite de pescado 19 19 19 19 19 19 17 17
Maiz contaminado 111 - 111 - 11.1 - 11.1 -
Alginato 10 10 10 10 10 10 10 10
Mezcla vitaminica 35 3.5 35 35 3.5 3.5 3.5 35
Mezcla mineral 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Antifungico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Solvay 0.2 0.15 0.2 0.15 0.2 0.15 0.2 0.15
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Harina de alga - - 40 40 - - - -
Curcuminas 70% pureza - - - - 0.14 0.14 - -
CLA - - - - - - 4.00 4.00
Total () 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00
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5.6.6. Efectividad de diferentes niveles de Mycofix-plus® solo o en combinacién con
U. clathrata para reducir la aflatoxicosis en juveniles de camardn (Experimento 6)

Para este experimento se evalud durante 42 dias la efectividad de la inclusion de
diferentes niveles de inclusién de Mycofix Plus® sélo o en combinacién con U.
clathrata para reducir la aflatoxicosis a diferentes concentraciones solo o0 en
combinacion con la Ulva en alimentos contaminados con AF en juveniles de camarén
blanco. Para esto se formularon 2 dietas, una libre de AF y otra dieta contaminada con
120 ppb de AF totales. A partir de estas se prepararon dos dietas mas con la inclusion de
2% de Alga U. clathrata, posteriormente tomando como base la dieta contaminada con
AF se prepararon 3 pares de dietas, con 2.5, 3.0 y 5.0 g/kg de Mycofix Plus® solo y en
combinacion con el Alga (Tabla 17). Para la elaboracion de las dietas contaminadas se
utiliz6 harina de maiz contaminado (remplazando a la harina de pescado y en mayor
proporcion a la harina de trigo), en el caso de las dietas que contenian alga, esta fue
incorporada como harina junto con los macro-ingredientes durante la elaboracion del
alimento y para el caso del Mycofix Plus®, se incorpor6 a la dieta junto con los micro-
nutrientes. Cada tratamiento se evalu6 en 3 replicados (acuarios de 60L sin doble fondo)
con una densidad de 12 camarones por acuario con un peso promedio inicial de 310+ 4
mg. Los camarones fueron alimentados a saciedad en dos raciones diarias (9:00 y
17:00). Se evaluaron los parametros zootécnicos de los camarones cada 14 dias, ademas
de realizar analisis bromatoldgico y fisico a las dietas experimentales.
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Tabla 17. Formulacidn para las dietas experimentales del experimento 6.

s AF;I;Z.S AF;rk3.0 AF +50 AF/T(S.O
AF+2.5¢9 g/kg g/Kg ' g/Kg
Ingrediente AF Control ﬁ'lz ; Alga g Mycofix  Mycofix I\';\ F:o?i;? gllllfsgc@ Mycofix I\/Ig{:i;%‘ix Mycofix
g plus®  plus®+2% Y P plus®+ 31 o  plus®+
Alga 2% Alga P 29 Alga
Harina de trigo 4279 4386 4116 4211 424.9 408.6 424.3 408 421.9 405.5
Harina de pescado 3844 3848 3816 3823 384.9 382.2 385.04 382.3 385.4 382.7
Pasta de soya 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80
Harina de camaron 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Lecitina de soya 19.9 19.9 19 20 19.9 19 19.9 19 19.9 19
Aceite de pescado 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Maiz contaminado 11.11 - 11.11 - 11.11 11.11 11.11 11.11 11.11 11.11
Alginato 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Mezcla vitaminica 35 35 35 35 35 3.5 35 3.5 35 35
Mezcla mineral 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Antifangico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Solvay 0.14 0.15 0.15 0.14 0.14 0.15 0.14 0.15 0.14 0.15
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamina E 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Harina de alga U. i i 20 20 i 20 i 20 i 20
clathrata
Mycofix plus® 2.5 2.5 3 3 5 5

Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000




5.6.7. Expresion diferencial de genes en hepatopancreas de camaron alimentados
con dietas contaminadas con diferentes niveles de AF (Experimento 7)

Este bioensayo se realizd en colaboracion con el laboratorio de Biotecnologia
Marina del CIAD en Hermosillo Sonora para analizar por medio de microarreglos las
modificaciones de algunos genes que codifican proteinas relacionados con la respuesta
inmune y metabolismo de reaccion ante compuestos xenobioticos de camardén blanco
alimentados con dietas con 0 y 1000 ppb de AFT (dietas tomadas del Experimento 1).
Los juveniles de camardn L. vannamei utilizados en este experimento tenian un peso
promedio de 6.5+0.09 g. Los animales fueron alimentados 15 dias con una densidad de
14 camarones por acuario. Se utilizaron 4 replicados (acuarios de 120 L sin doble

fondo) por dieta. Se ofrecié alimento 2 veces al dia (10:00 y 17:00 hrs)

5.6.7.1. Toma de muestras para extraccion de mRNA
Al final del Bioensayo se tomaron tres camarones por acuario de cada

tratamiento en estadio C de muda a los que se les extrajo el hepatopancreas entero y de
forma individual se coloraron en tubos eppendorf debidamente marcados con solucién
RNA later (Figura 18 a y b) y posteriormente se refrigerd a 4°C. La solucion RNA later
se utilizo a razén de 5 volimenes con respecto a la muestra. Después de una noche en
refrigeracion, se congelaron las muestras a -80°C y se almacenaron a esta temperatura
durante una semana para después ser aviadas via aérea en hielo seco al Laboratorio de

Biotecnologia Marina del CIAD en Hermosillo Sonora para su posterior analisis.

Figura 18. a) Extraccion de hepatopancreas de camarén; b) Hepatopancreas en RNA
later para preservar el RNA de las muestras.
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5.6.7.2. Protocolo de microarreglos (CIAD, Hermosillo Son.)
La expresion génica se evaluo utilizando microarreglos, con un nimero de 291

genes de camaron (Figura 19). El microarreglo se prepar6 en el laboratorio de
Biotecnologia Marina del Dr. Francisco Vargas, el cual fue impreso en un equipo
QArray2 (Genetix). Las sondas se prepararon a partir de del mRNA purificado del
hepatopancreas de los camarones que consumieron las diferentes dietas (Oy 1000 ppb de
AFT) por medio de la técnica de Trizol (invitrogen) siguiendo el procedimiento
recomendado. EI marcaje con fluor6foros se realizé durante la sintesis del cDNA con la
transcriptasa reversa Superscript Il RT (invitrogen), utilizado el Kit AlexaFluor
(invitrogen). Los microarreglos se hibridizaron en un SlideBooster SB401/800
(Advanlytix) y se leyeron en un scanner Scan Array Gx PLUS (PerkinElmer). El
analisis se realizd con el apoyo del software TM4 suite (Microarray Data Analysis
System, TIGR Spotfinder, MultiExperiment Viewer, MicroArray DAta Manager).

Hidrodizarian &n Amelisis g
Fmminille

Dieta Comtamanesds oon
1000 pip

Figura 19. Estrategia general de analisis de expresion génica por medio de
microarreglos en camaron.
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5.7. Analisis estadisticos.
En cada bioensayo, los parametros zootécnicos evaluados para cada replicado

(acuario) se sometieron a un analisis de varianza de una sola via (ANOVA); en los
casos en los que se presentaron diferencias significativas, se realiz6 una comparacion
maltiple de medias por el método de Tukey a un nivel de significancia de 0.05. Para los
bioensayos 1, 2 'y 7 se realiz6 una ANOVA de una via y una comparacion multiples de
medias Tuckey a un nivel de significancia de 0.05. En el caso de los experimentos 4,5y
6 se realiz6 un ANOVA y una comparacién multiple de medias por producto a evaluar.

Para valorar los andlisis histoldgicos se utilizd una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para determinar si existieran diferencias entre grupos; posteriormente se
uso la prueba U de Mann-Whitney para analizar dos grupos consecutivamente.

En el caso de los anélisis bromatoldgicos de las diferentes dietas, los resultados
fueron sometidos a un ANOVA,; en caso de presentarse diferencias significativas, se
realiz6 una comparacion maltiple de medias Tukey a un nivel de significancia de 0.05.

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa SPSS version
15.0. (SPSS. Inc., Chicago IL, USA).

En el caso de los microarreglos, se tomd el log2 de la diferencia entre los
diferentes tratamientos, los valores negativos indican supresion mientras que los
positivos indican estimulacion del gen, tomando valores entre -1.2 y 1.2 como sin

cambio de expresion (+/-20%)
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6. RESULTADOS

6.1. Composicion bromatoldgica y andlisis de micotoxinas de los ingredientes
utilizados
En la Tabla 18 se enlistan todos los ingredientes utilizados para elaborar las

dietas utilizadas durante todo el proyecto de tesis, ademas su composicién quimica y

contenido de micotoxinas

Tabla 18. Composicion quimica y contenido de micotoxinas en los ingredientes
utilizados en la formulacion de todas las dietas experimentales

Cantidad de AF en el ingrediente

Composicion guimica (%
p q (0) (ppb)
T
. S 2 2 8 zomlx 2 2 2o»
Ingrediente 2 & § = g; - @ T o T
T .
Pastade Soya 11,8 435 16 62 41 325 2 2 2 4 10
Eg(')”ade 112 113 15 06 04 638 2 2 2 4 10
'\A/'S'Z'—'brede 0.8 77 32 10 23 757 1.9 ND ND ND 0
Maiz
contaminado 11 122 2.8 08 44 685| 32503 4368 1027 10038000
con AF
Harina de 128 77 404 18 54 317| 68425 4857 13717 ND 87000
cacahuate
Maiz

contaminado 107 133 15 10 43 689| 70694 11297 5008 ND 18000
con AF
Harina de 10 648 99 131 01 21| ND ND ND ND O
pescado
Harina de

. 9.3 393 118 239 101 56| ND ND ND ND O
camaron
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6.2. Efecto de la inclusién de altas dosis de AF en juveniles de camardn blanco L.
vannamei (Experimento 1).

6.2.1. Composicion quimica, contenido de micotoxinas y parametros de estabilidad
en las dietas experimentales.

La composicion proximal, cantidad de micotoxinas y estabilidad en el agua de
las dietas experimentales para este bioensayo se presentan en la Tabla 19. De manera
general la composicion proximal de las dietas fue muy similar, a excepcion del
contenido de fibra la cual se incrementé con el nivel de inclusion del grano
contaminado. La estabilidad del alimento en el agua fue similar en todas las dietas
oscilando entre el 8.3 al 9.2% y del 17.5 al 19.9 % para PMS y PP respectivamente.

El contenido de micotoxinas en la dieta sin contaminar (dieta control) fue menor
al limite de deteccion. Para el caso de las dietas contaminadas, las concentraciones de
AF totales obtenidas fueron comparables con los valores esperados. Las AFB; y AFB;
fueron predominantes en el alimento contaminado (alrededor de 85% y 11% de las AF
totales), seguidas por las AFG; y AFG; (< 2.5% de AFT).
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Tabla 19. Composicion proximal en base himeda (%), cantidad de micotoxinas totales
y estabilidad en el agua de alimentos experimentales con diferentes niveles de inclusion

de AF del experimento 1.

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
DCL (500 ppb) (1000 ppb) (2000 ppb)
Composicion quimica
Humedad 7.88£0.01 7.75£0.12  7.15+0.18 7.01+£0.19
Proteina cruda 37.64+0.40 36.79+0.17 37.09+0.37 36.73+0.05
Lipidos 8.34+0.15 7.86+0.38  8.20+0.09 7.77+0.61
Ceniza 7.84£0.04 7.51+0.03 7.78+0.10 7.74£0.01
Fibra cruda 0.89+0.10  0.86+0.19  0.99+0.00 1.13+0.00
ELN 37.41 39.23 38.79 39.62
Energia (cal/100 g) 4558 4919 4718 4475
Cantidad de Micotoxinas totales en las dietas
Deoxinivalenol (ppm) ND NA NA NA
Fumomisina B; (ppb) ND NA NA NA
Fumomisina B, (ppb) ND NA NA NA
Fumomisina B3 (ppb) ND NA NA NA
Ochratoxin A (ppb) ND NA NA NA
Toxina T-2 (ppb) ND NA NA NA
AF B; (ppb) ND 533 1067 1511
AF B, (ppb) ND 71 144 204
AF G (ppb) ND 18 32 47
AF G, (ppb) ND ND 5 7
AF totales (ppb) 0 622 1248 1769
Estabilidad de dietas experimentales
PMS (%) 9.21+0.51  9.08+0.81  8.30+0.64 9.00+0.68
PP (%) 17.542.6 18.0+2.1 19.9+0.7 19.242.5
Abs. H,0 (%) 108.5+6.81 120.8+2.03 119.445.25 109.9+6.05

Probabilidades para ANOVA, PMS, PP y Abs. H,0 fue P=0.484, P=0.528, P=0.087

respectivamente.
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6.2.2. Parametros de crecimiento en camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales.

Los pardmetros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales se muestran en la Tabla 20. A partir de los primeros 7
dias se observ6 una reduccion significativa (P>0.05) para el consumo de alimento y la
ganancia en peso, ademas de un incremento en la tasa de conversion alimenticia y estos
resultados fueron mas evidentes con el nivel de inclusion de las AF. La sobrevivencia
fue disminuida significativamente por las dietas contaminadas a partir del dia 21 hasta
el final del experimento, siendo los camarones que consumieron las dietas contaminadas
con 1000 y 2000 ppb los que obtuvieron la menor supervivencia (72% y 62%) en
comparacion con los alimentados con la dieta control limpia y 500 ppb (94% y 88%). El
IHS fue significativamente mayor para los camarones alimentados con la dieta que
contenian 2000 ppb de AF totales que para los organismos alimentados con el resto de
las dietas experimentales. La eficiencia de retencion de nitrogeno fue estadisticamente
similar para los camarones alimentados con las dietas control, 500 y 1000 ppb (43-45%)
en contraste, los camarones alimentados con la dieta con 2000 ppb de AFT mostraron

una retencion significativamente (P = 0.007) menor (36%) (Figura 19).
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Tabla 20. Pardmetros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante 28 dias (Experimentos 1).

. Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 - i

Dias DCL (500 ppb) (1000 ppb) (2000 ppb) Significancia
Peso promedio ()
Pl 0.12+0.001a  0.12+0.001a 0.12+0.001a 0.12+0.00la 0.157
7 dias 0.18+0.007c  0.167+0.004b 0.164+0.01ab 0.155+0.01a 0.000
14 dias 0.249+0.01c  0.212+0.013b 0.201+0.02ab 0.181+0.0l1a 0.000
21 dias 0.336£0.009c  0.278+0.017b 0.246+0.028a 0.22+0.015a 0.000
28 dias 0.45+0.02c 0.37£0.03b  0.33£0.03ab  0.3+0.05a 0.000
TC (%)
7 dias 48+6¢C 37+4b 36+7ab 28+4a 0.000
14 dias 104+9c 74+12b 67+18ab 50+12a 0.000
21 dias 175+7¢ 127+16b 104+23ab 82+14a 0.000
28 dias 268+13c 203+28b 172+26ab 145+43a 0.000
CA (g/org)
7 dias 0.09£0.002b  0.08+0.01ab  0.08+0.003a 0.08+0.005a 0.002
14 dias 0.19+0.006b  0.17+0.009a 0.16+0.015a 0.16+0.009a 0.000
21 dias 0.31+0.01b  0.267+0.018a 0.245+0.02a 0.238+0.01a 0.000
28 dias 0.45+0.018c  0.39+0.032b  0.34+0.04ab  0.33+0.0la 0.000
TCA
7 dias 1.58+0.15a 1.91+0.19a 1.97+0.44a  2.5+0.28b 0.000
14 dias 1.52+0.12a 1.92+0.26a 2.12+0.51a  2.77+0.49b 0.000
21 dias 1.44+0.08a 1.73+0.11ab  2.01+£0.34b  2.45+0.40c 0.000
28 dias 1.38+0.08b 1.59+0.16ab  1.69+0.21ab 2.08+0.62a 0.014
Sobrevivencia (%)
7 dias 99+3a 99 99 99 1.000
14 dias 99+3a 98+ba 96+8a 92+7a 0.264
21 dias 97+4a 94+5ab 83+10ab 80+14b 0.011
28 dias 94+5b 88+8b 72+11ab 62+25a 0.003
IHS (%)
28 dias 6.25+0.76a 5.93+0.9a 6.03+1.27a  7.13+1.47b .002
ERN (%)
28 dias 43.5+0.7a 45.3t1.1a 43.0+2.7a 36.0+3.0b 0.007
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Figura 20. Principales pardmetros zootécnicos de los camarones alimentados con las
dietas experimentales en el en el experimento de dosis altas de AFT. a) TC, b)
sobrevivencia, c) CA d) TCA, e) IHS y e) ERN.

6.2.3. Analisis histoldgicos

Los resultados a nivel histologico de los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales se muestran en la Tabla 21. En el presente experimento
se observo que los camarones alimentados con la dieta libre de AF no presentaron dafios
a nivel histologico, observandose las diferentes células con una morfologia normal
(Figura 21). En contraste

la presencia de AF en el alimento disminuyo
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significativamente (P<0.05) la actividad de las células B (52 a 60%) en comparacion
con los camarones alimentados con la dieta control (78%). De igual manera se observo
la misma tendencia para la actividad de las células mitoticas, a medida que el nivel de
AF era mayor en el alimento; la actividad de estas disminuia. La atrofia de los tabulos
epiteliales asi como descamacion de las células epiteliales fue significativamente mayor
conforme el nivel de inclusion de AFT. El grado de vacuolizacién lipidica en el
hepatopéancreas en los camarones alimentados con la dieta libre de AF no presentaron
alteracion alguna, sin embargo el grado de vacuolizacion lipidica decrecio
significativamente (P<0.05) segin incrementaron los niveles de inclusion de AF (2.7,
1.2, 0.7 y 0.5 para los camarones que consumieron 0, 500, 1000 y 2000 ppb (Figura 22a,
b,c,dye).

Tabla 21. Actividad a nivel histol6gico de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales del bioensayo de dosis altas de AF. Los valores dentro del
paréntesis indica el grado de severidad basado en una escala entre 1 a 4.

Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Significancia
(500 ppb) (1000 ppb) (2000 ppb)
Actividad de Células B (%) 78b 60a 53a 52a 0.006
Actividad Mitética de las
células E (%)
égi?;'?a?eit(‘;z;"os 35(0.6)a 100(23)b 79(22)b 79(18b  0.000
Descamacion de células
epiteliales (%)

DCL

68c 55bc 49ab 34a 0.001

9(0.13)ab  4(0.04)a 27(0.79)c 38(0.59)bc  0.008

Figura 21. Morfologia de las diferentes células del hepatopancreas
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d) Nivel de vacuolizaciéon encontrado

generalmente en los camarones
alimentados con las dietas con 1000 y
2000 ppb de AFT

c) Nivel de vacuolizaciéon encontrado
generalmente en los camarones
alimentados con las dietas con 500 y
1000 ppb de AFT

J

e) Nivel de vacuolizaciéon encontrado

generalmente en los camarones
alimentados con las dietas con 2000
ppb de AFT

Figura 22. Niveles de vacuolizacion encontrados en los camarones alimentados con los
diferentes niveles de AF.
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6.2.4. Deposicion de AF en tejido.
En el presente estudio como lo muestra la figura 23 observamos que la

concentracion de AF en (base himeda) en las muestras del tejido de camardn vario entre
1.09 a 1.51 pg/kg, y no fue significativamente diferente en los camarones alimentados

con las diferentes dietas.

5. P =0.350
4 -
35~
He
a
2 a
=
| I : I I \ I ﬁ
6 | ,
0 ng/ke 500 pg/ke 1000 pg/ke 2000 pg/kg

Figura 23. Contenido de AF en tejido completo de camarones de L. vannmaei
alimentados con dietas contaminadas con 500, 1000 y 2000 ppb.

6.3. Efecto de la inclusion de AF en dietas a dosis bajas en parametros zootécnicos
del camaron (Experimento 2).

6.3.1. Composicién quimica, contenido de micotoxinas y estabilidad de las dietas
experimentales

La composicion proximal, cantidad de micotoxinas y estabilidad en el agua de
las dietas experimentales para este bioensayo se presentan en la Tabla 22. La
composicion quimica fue similar entre las dietas experimentales. La PMS fue mayor en
la dieta #2 (13.4%) que el resto de las dietas (8.9 - 10.3), sin embargo la PP fue similar
entre todas ellas (13.6 al 18.7%). La Abs. H,O fue mayor para la dieta # 2 (115.2%) que
para el resto de las dietas (89.7 — 105.3%). El contenido de micotoxinas en la dieta
control fueron menores al limite de deteccion; las concentraciones de micotoxinas
obtenidas de las dietas experimentales fueron principalmente de AFB; y AFB, (72 al
90.5%), sequidas AFG; y AFG; (9.5 al 28%) y se obtuvieron contaminaciones a nivel
de 0, 10, 20, 40, 60 y 120 ppb de AFT.
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Tabla 22. Composicion proximal en base himeda (%), cantidad de micotoxinas totales
y estabilidad en el agua de alimentos experimentales con diferentes niveles de inclusion

de AF del experimento 2.

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6
DCL 10 ppb 20 ppb 40 ppb 60 ppb 120 ppb
composicion quimica
Humedad 9.7+0.03 9.9+0.12 9.71+0.04 10.740.12  9.6+0.14 9.86+0
Proteina cruda 36.3£0.1 36.9%0.7 36.6x0.2 36+0.6 36.5+0.4 37.6x1.3
Lipidos 8.17+0.9 7.98+0.02  7.81+0.32 8.04+0.11 7.04+0.58  7.59+1.39
Ceniza 8.18+0 8.07+0.02  8.04+0.04  8.14+0.04 8.03+0 8+0.04
Fibra cruda 0.93+0.3 1.27+0.57 0.9+0.19 1.1+0.29 1.1+0.12 1.1+0.28
ELN 37.65 35.88 36.94 36.02 37.73 35.85
Energia (Cal) 5228+169  4891+0.7 4578505 4926+49 4749+33 4988+287
Cantidad de Micotoxinas totales en las dietas
Deoxinivalenol ND NA NA NA NA NA
(ppm)
Fumomisina ND NA NA NA NA NA
B1 (ppb)
Fumomisina ND NA NA NA NA NA
B2 (ppb)
Fumomisina ND NA NA NA NA NA
B3 (ppb)
Ocratoxina A ND NA NA NA NA NA
(ppb)
Toxina T-2 ND NA NA NA NA NA
(ppb)
AF B1 (ppb) ND 7.2 16.5 32.3 48.6 92.4
AF B2 (ppb) ND ND 1.1 2.1 5.7 9.2
AF G1 (ppb) ND 2.8 2.4 5.6 5.7 18.4
AF G2 (ppb) ND ND ND ND ND ND
AF totales 0 10 20 40 60 120
(Ppb)
Estabilidad de las dietas
PMS (%) 10.3+0.31a 13.4+0.42b  9.2+0.5a 9.9+0.5a 10.2+0.3a 8.#0.11a
PP (%) 15.5+1.1a 18.72+0.9a 14.3%+1.2a 13.741.5a 14.0+2.03a 15.3+3.2a
Abs. H,O (%) 105.3+2.8ab 115.2+1.5b 102.1+2.7ab 99.2+1.4ab 89.74+3.2a 104.3+0.4ab

Probabilidades para ANOVA de PMS, PP y Abs. H,0 fue P=0.484, P=0.414, P=0.012
respectivamente.

80



6.3.2. Parametros de crecimiento en camarones alimentados con bajos niveles de
AF en juveniles de camaron blanco L. vannamei.

Los pardmetros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales son mostrados en la Tabla 23. A partir de los 42 dias de
alimentacion observamos que el consumo de alimento y la ganancia en peso fueron
afectadas significativamente (P<0.05), los camarones alimentados con la dieta
suplementada con los niveles de 60 y 120 ppb presentaron un menor CA asi como un
menor crecimiento. Se observo un incremento en el CA y la ganancia en peso para los
camarones alimentados con las dietas suplementadas con 10 ppb. Las dietas
suplementadas con 10, 60 y 120 ppb tuvieron las mayores TCA. La sobrevivencia no
fue afectada por ninguno de los tratamientos, al final del experimento vario entre 85 a

70% entre los diferentes tratamientos (Figura 24).
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Tabla 23. Pardmetros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante 64 dias (Experimentos 2).

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta Sig.
DCL 10 ppb 20 ppb 40 ppb 60 ppb 120 ppb

Peso Promedio (g)
Pl 0.6+0.01a 0.6+0.01a 0.6+0.0l1a 0.6+0.0l1a 0.6+0.0la 0.6+0.01a 0.333
7 dias 0.9+0.05a 0.9+0.03a 0.9+0.06a 0.9+0.05a 0.9+0.03a 0.97+0.1a 0.433
14 dias 1.2+0.05a 1.2+0.02a 1.21+0.1a 1.3+0.1a 1.2+0.07a 1.27+0.1a 0.364
21 dias 1.64+0.1a 1.68+0.1a 1.6+0.11a 1.69+0.1a 1.5+0.02a 1.7+0.12a 0.142
28 dias 2.1+0.1ab 2.19+0.1b 2.1+0.1ab 2.2+0.1ab 1.9+0.0la 2.1+0.lab 0.053
35dias 2.6+0.16a 2.87+0.1a 2.68+0.1a 2.8+0.06a 2.5+0.04a 2.73#0.1a 0.122
42 dias 3.4+0.2ab 3.6+0.04b 3.4+0.1ab 3.5+0.1ab 3.2+0.08a 3.4+0.2ab 0.035
49 dias 4.3+0.2ab 4.61+0.1b 4.3+0.1ab 4.65+0.2b 3.9+0.02a 4.08+0.2a 0.002
56 dias 5.29+0.1b 5.4+0.01b 5.1+0.2ab  5.6+0.2b  4.66+0.2a 4.69+0.1a 0.000
64 dias 6.03x0.1b 6.15+0.1b 5.78+0.1b 6.13+0.1b 5.12+0.2a 5.27+0.2a 0.000
TC (%)
7 dias 51.54+8a 59+7a 46.1+9a 53.3+9a 45.74+5a 60.4+18a 0.456
14 dias 102+8a 107+2a 96+13a 112+18a 91+12a 109+11a 0.339
21 dias 168+17a 172+5a 159+16a 175+18a 146+5a 182+17a 0.097
28 dias 243+12ab  253+12b 238+15ab 253+6b 222+3a 245+8ab  0.036
35dias 268+16a 286+12a 268+8a 279+6a 258+4a 273+17a 0.127
42 dias  457+35a 482+7a 457+9a 481+12a 419+16a 457+38a 0.049
49 dias 602+43abc 644+10bc 608+12abc  656%32c 543+4a 571+36ab 0.002
56 dias 733+31bc 775+1lcd 734+26bc  812+40d 655+25a  671+12ab 0.000
64 dias  887+1bc 898+1c 838.5+12b  897+15c 729+26a 766+21a 0.000
CA (g/org)
7 dias  0.50+0.01bc 0.50+0.0c 0.5+0.1abc 0.5+0.1abc 0.48+0.1ab 0.48+0.01a 0.011
14 dias 0.8+0.01bc 0.8+0.01c 0.8+0.1abc 0.8+0.1abc 0.86+0.1ab 0.86+0.1a 0.011
21 dias 1.3+0.01b 1.3+0.01b 1.36+0.1ab 1.37#0.1ab 1.35+0.1ab 1.35+0.01a 0.013
28 dias 2.1+0.0lbc 2.12+0.1c 2.1+0.labc 2.1+0.l1abc 2.11+0.1ab 2.1+0.01a 0.011
35dias 3.02+0.1ab 3.1+0.02b 3.1+0.0lab 3.03+0.04b 2.9+0.02ab 2.97+0.01a 0.026
42 dias 4.3+0.02ab 4.5+0.04b 4.3+0.08ab 4.43+0.1ab 4.21+0.11a 4.29+0.1ab 0.019
49 dias 6.1+0.02b 6.69+0.1c 5.8+0.1ab 5.92+0.1ab 5.74+0.2ab 5.5+0.1a 0.000
56 dias  7.5+0.1b  8.7+0.05c 7.2+0.1b  7.45+0.1ab 7.1+0.28ab 6.81+0.2b 0.000
64 dias 9.16+0.4c 10.7+0.1d 8.34+0.1ab 8.96+0.1bc 8.4+0.1abc  8.1+0.4a 0.000
TCA
7 dias 1.6+0.2a 1.4+0.2a 1.7740.3a 1.53+0.2a 1.72+0.2a 1.3x0.4a 0.454
14 dias 1.2+0.05a 1.3#0.3a 1.22+0.12a 1.06+0.14a 1.3+0.24a 1.5+1.0l1a 0.85
21dias 1.4+0.1a 1.4+0.1a 1.43+0.1a 1.52+0.1a 1.3+0.05a 1.57+0.5a 0.664
28 dias 1,43+0.1ab 1,35+0.8a 1,44+0.1ab 1,3+0.04ab 1,53+0.02b 1,4+0.04ab 0.049
35dias 1.1+0.08a 1.1+0.04a 1.13+0.03a 1.08+0.01a 1.15+0.02a 1.08+0.07a 0.232
42 dias 1.5+0.12a 1.5+0.0l1a 1.52+0.1a 1.49+0.03a 1.65+0.07a 1.54+0.11a 0.289
49 dias 1.6+0.12a 1.6+0.03a 1.55+0.1a 1.46+0.1a 1.71+0.1a 1.6+0.14a 0.096
56 dias 1.6+0.labc 1.8+0.01c 1.59+0.1ab 1.49+0.1a 1.74+0.1bc 1.6+0.1abc 0.004
64 dias 1.6+0.05ab 1.9+0.01c 1.61+0.02a 1.62+0.04a 1.87+0.1bc 1.73+0.1bc 0.001
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Continuacioén:

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta Sig.
DCL 10 ppb 20 ppb 40 ppb 60 ppb 120 ppb

Sobrevivencia (%)

7 dias 100+0a 100+0a 100+0a 100+0a 96.6+6a 96.6+6a 0.571
14 dias 100+0a 96.6+6a 100+0a 100+0a 96.66+6a 93.3+6a 0.315
21 dias 100+0a 93+1la 100+0a 100+0a 96.6+6a 93.3+6a 0.476
28 dias 100+0a 90+10a 100+0a 97+6a 93.3+6a 93.3+6a 0.44
35 dias 100+0a 90+10a 100+0a 96.6+6a 90+10a 93.3t6a 0.372
42 dias 100+0a 90+10a 100+0a 90+10a 86.6+6a 90+0a  0.146
49 dias 95+7ab 86.6+5ab  96.6+6b 83.3+6ab 80+0a 86.6+6ab 0.024
56 dias 85+7a 83.3t6a 93.3t12a 83.3+6a 73.316a 76.6+15a 0.235
64 dias 85+7a 80+0a 83.3+6a 80+0a 70+0a 73.3x15a 0.252
ERN (%)

64 dias 31tla 27.5+2.1a 33.3tl.la 33.6+3.2a 30+l.7a  30.3t0.5a 0.056

=== 60 ppb
w120 ppb

7 14 21 28 35 42 49 56 64

60 ppb
W 120 ppb

a). Tasa de Crecimiento (%) de los camarones
alimentados con las dietas experimentales (Tukey,
a=0.05)

b). Consumo de alimento (g) de los camarones
alimentados con las dietas experimentales

(Tukey, a=0.05)
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c). Sobreviencia (%) de los camarones
alimentados con las dietas experimentales
(Tukey, a=0.05)

d). Tasa de conversion alimenticia de los
camarones alimentados con las dietas
experimentales (Tukey, a=0.05)

Figura 24. Principales pardmetros zootécnicos de los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales a los 64 dias en el bioensayo de dosis bajas a) TC, b)
CA c) sobrevivencia y d) TCA.
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6.3.3. Resultados de analisis histoldgicos en camarones alimentados con bajos
niveles de AF en juveniles de camardn blanco L. vannamei

Los resultados a nivel histologico de los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales se muestran en la Tabla 24. Los camarones alimentados
con las dietas contaminadas tuvieron una menor actividad de las células B y actividad
mitdtica de las células E, y fueron en relacion al nivel de AFT en el alimento. La atrofia
de los tubulos fue mas evidente en los camarones que consumieron las dietas
contaminadas a partir de 20 ppb, ya que méas del 90% de los organismos analizados
presentaron un grado de severidad de 2.0 a 2.4. Aunque en los camarones que
consumieron las dietas contaminadas con AF se observo un aumento en la descamacion

de las células del hepatopancreas, estas no fueron significativas entre los tratamientos.

Tabla 24. Actividad a nivel histol6gico de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales del bioensayo de dosis bajas de AF. Los valores dentro del
paréntesis indica el grado de severidad basado en una escala entre 1 a 4

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta Sig.
DCL 10 ppb 20 ppb 40 ppb 60 ppb 120 ppb

Actividad de Células B 83c 66bc 67bc 40a 56ab 54ab 0.000
(%)
Actividad Mitética de 77b 45a 57ab 43a 42a 50ab 0.014
células E (%)
Atrofia de tubulos 33(0.7)a 33(1.0)a 92(2.1)b 100(2.2)b  100(2.0)b  100(2.4)b  0.000
Epiteliales (%)
Descamacion de células  33(0.5)a  50(0.8)a 50(0.6)a  75(1.0)a 50(0.8)a 92(1.1)a 0.117

epiteliales (%)

6.4. Efecto de la inclusiéon de arcillas secuestrantes de micotoxinas en dietas
contaminadas sobre parametros zootécnicos del camaron (Experimento 3)

6.4.1. Composicion quimica, contenido de micotoxinas y estabilidad de las dietas
experimentales

La composicion proximal, contenido de micotoxinas y estabilidad de las dietas
experimentales utilizadas en el presente bioensayo son presentados en la Tabla 25. La
composicion quimica de las dietas experimentales fue muy similar entre ellas. La

concentracion de AFT en las dietas contaminadas fue de alrededor de 75 ppb, la AF
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predominante fue la B; (60.7 ppb) seguido por la B, (9.7 ppb) y G1 (4.3 ppb). El resto
de las concentraciones de micotoxinas en las dietas contaminadas fue por debajo del
limite de deteccidon. La concentracion de micotoxinas en las dietas limpias fue por
debajo del limite de deteccién. La inclusion de Mycofix Select® y el Fixat® tanto a la
dieta control limpia (DCL) como en la dieta control contaminada (DCC) presentaron un
menor PMS (aproximadamente 12 a 16%), mientras que Novasil Plus® y Zeolex Extra®
mejoraron la estabilidad de la dieta solo cuando fueron afadidos a la DCC y a la DCL
respectivamente. Las dietas con Mycofix Select® y Fixat® mostraron una capacidad de
Abs. H,0 significativamente alta (7 a 17%) que las dietas que no se les afiadio algln
secuestrante; en contraste el Novasil Plus® y Zeolex Extra® incrementaron

significativamente este parametro (de 12 a 16%) cuando fueron incluidas solo a la DCC.

85



Tabla 25. Composicion proximal en base humeda (%), cantidad de micotoxinas totales y estabilidad en el agua de alimentos experimentales con

diferentes niveles de inclusion de AF del experimento 3.

DCC DCL DCC + DCL + DCC + DCL + DCC + DCL + DCC + DCL +
Novasil P®  Novasil P®  Zeolex E®.  Zeolex E®.  Mycofix S®.  Mycofix S°. Fixat® Fixat®
Composicion quimica
Humedad 8.5+0.04 8.7£0.2 9.3+0.07 9.2+0.04 8.7+0.07 8.5+0.13 9.4+0.41 8.9+0.06 8.5+0.014  8.5%0.1
Proteina 36.69+0.5 35.9+0.24 36.5+0.85  36.12+0.59  36.8+0.26  36.93+0.33 36.9+0.17 36.9+0.3 37.02+0.1 37.1+0.17
Lipidos 7.83£0.19 7.7£0.09 7.910.1 7.8+0.14 8.05+0.2 8.08+0.17 7.62+0.5 8.1+0.17 7.9+0.28 8.14+0.19
Fibra 0.99+0  0.81+0.1 1.1+0.11 1.06+0.23 1.1+0.07 1.240.2 0.93+0.01 0.91+0.01 0.9+0.00 0.72+0.02
Ceniza 8.2+0.5 8.09+0.1 8.03+0.03 8.1+0.007 8.06+0.01 8.1+0.007 8.04+0.007 8.14+0.05 8.26+£0.02 8.31+0.04
ELN 33.35 34.41 31.61 33.7 31.83 31.88 33.26 32.81 33.47 33.19
Energia Cal 4702+32 4663+12  4662+134 4788161 4656173 4790191 4617+147 4757+141 4697+32 4637156
Cantidad de Micotoxinas totales en las dietas
Deoxinivalenol (ppm) ND ND - - - - - - - -
Fumomisina B1 (ppb) ND ND - - - - - - - -
Fumomisina B2 (ppb) ND ND - - - - - - - -
Fumomisina B3 (ppb) ND ND - - - - - - - -
Ochratoxin A (ppb) ND ND - - - - - - - -
Toxina T-2 (ppb) ND ND - - - - - - - -
AF B1 (ppb) 60.7 ND - - - - - - - -
AF B2 (ppb) 9.7 ND - - - - - - - -
AF G1 (ppb) 4.3 ND - - - - - - - -
AF G2 (ppb) ND ND - - - - - - - -
AF totales (ppb) 74.7 0 - - - - - - - -
Estabilidad de las dietas
PMS (%) 10.2+0.1d 10.3+0.1d 8.1+0.3a 10.4+0.1e 13.2+0.7f 9.3+0.2bc 8.4+0.3ab 8.9+0.4abc  8.6+0.2abc 9.4+0.3cd
PP (%) 1597bc  14,49ab 15,34b 15,76b 14,31ab 14,9433ab 18,46¢ 14,15ab 14,1433ab 12,4a
Abs. H,0 (%) 99+2a 99+2a 111+2cde 101+1ab 115+4de 105+5abc 109+1cd 114+1de 116+1e 106+2bc

Probabilidades para ANOVA de PMS, PP y Abs. H,O fue P=0.000
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6.4.2. Parametros de crecimientos de camarones alimentados con dietas
contaminadas con micotoxinas y suplementadas con diferentes tipos de arcillas.

Los parametros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales son mostrados en las Tablas 26, 27, 28 y 29.

La contaminacion con AFT en el alimento para camarén reduce
significativamente la tasa de crecimiento y el consumo de alimento de los camarones en
un 22 y 20% respectivamente.

La adicion del de Novasil Plus® a la DCL no afecto el CA, sin embargo mejoro
la TC en un 8%, cuando fue afiadido a la DCC aumento la TC en un 12%, no obstante
fue incapaz de compensar la reduccion en el CA y producir una ganancia de peso
similar a camarones alimentados con DCL (Figura 25).

La suplementacion del Zeolex Extra® a la DCL redujo el CA en un 12%, sin
afectar la ganancia de peso; cuando este secuestrante fue afiadido a la DCC aumento el
consumo de alimento en un 23% (Figura 26).

La inclusién de Mycofix Select® a la DCL redujo el CA en un 10%, ademas de
afectar la TC en un 5%, este dltimo sin diferencias significativas; y cuando este
secuestrante fue incorporado a la DCC el CA y la TC no presento diferencias
significativas comparadas con la DCC (Figura 27).

La inclusién del Fixat® a la DCL redujo el CA enun 12% y la TC en un 4%y
cuando fue afadido a la DCC fue incapaz de mejorar el consumo de alimento y la tasa
de crecimiento (Figura 28).

La inclusién de Novasil Plus®, Zeolex Extra® y Fixat® no afectaron la TCA asi
como la sobrevivencia que vario entre 83 al 100%.

Ninguno de los productos adicionados a las dietas experimentales no afecto la

ERN (Figura 29), los valores variaron entre un 40 a 47%.
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Tabla 26. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante 42 dias divididos por Aluminosilicato (Experimento 3).

DCC

DCL

DCC+Novasil Plus®
DCL+Novasil Plus®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Novasil Plus®
DCL+Novasil Plus®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Novasil Plus®
DCL+Novasil Plus®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Novasil Plus®
DCL+Novasil Plus®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Novasil Plus®
DCL+Novasil Plus®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Novasil Plus®
DCL+Novasil Plus®
Sig.

Novasil Plus®

Peso (g) CA (glorg) TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
0.8+ 0.04a 0.23+0.004a 49.+6a 1.23t0.1a 100 + Oa
0.8+0.02a 0.22+0.0la 47+4a 123+0.la 100 + 0a
0.8+0.0la 0.21+0.0la 45+1a 1.23%0.la 100 + Oa
0.8+0.0la 0.23+0.002a 51+3a 1.27+0.l1a 100 + 0a
0.547 0.115 0.517 0.96 1.000
Dia 14
1.38+0.07b 0.71+0.02b 133+13b 1.92+0.06a 96.6 + 5.7a
1.29+0.03ab 0.69£0.02b 118+6ab 1.84+0.05a 93.3+5.7a
1.22+0.06a 0.63+0.03a 106+ 7a 1.91+0.0l1a 100 + Oa
1.35+0.01ab 0.72+0.01b 128+ 3b 1.85+0.0l1a 100 + O0a
0.025 0.005 0.02 0.142 0.219
Dia 21
1.79+0.03a 1.31+0.06ab 203 +6a 1.35+0.04a 96.6 + 5.7a
1.79+0.07a 1.34+0.04b 202+13a 1.32+0.05a 93.3+5.7a
1.71+0.1a 12%+0.05a 188+17a 1.4 +0.04a 100 + Oa
1.86+£0.03a 1.41+0.18b 215+5a 1.3+0.0la 93.3+5.7a
0.186 0.005 0.136 0.097 0.363
Dia 28
236+0.1a 198+0.1ab 299+18a 1.12+0.06a 96.6 £5.7a
2.34+0.1a 22+0.0lbc 296+26a 1.26 +£0.l1a 90 + 10a
221+0.1a 19+0.07a 273t10a 1.17+0.02a 100 + Oa
252+0.1a 2.29+0.09c 327+26a 1.18+0.08a 86.6 + 15a
0.097 0.002 0.086 0.280 0.366
Dia 35
284+0.1a 29+0.l1ab 380+23a 1.28+0.08a 93.3+5.7a
297+0.2a 3.25+0.06bc 402+35a 1.37 £0.l1a 90 + 10a
2.84+0.18a 2.81+0.09a 377+23a 1.25+0.06a 100 + Oa
3.2+0.3a 34+02c 439+5la 1.32+0.1a 86.6 + 15.2a
0.200 0.003 0.203 0.556 0.418
Dia 42
3.31+0.12a  3.84+0.19a 460+24a 1.41+0.08a 93+5.7a
3.96£0.01b  4.69+0.09b 572+1bc 1.39+0.02a 95+7.07a
3.68+0.02b 4.045+0.06a 515+7ab 1.31+0.0la 100+0a
4.26£0.04c  5.025+0.19b 620+14c 1.37+0.06a 85+21.2a
0.000 0.002 0.001 0.468 0.598
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Tabla 27. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante 42 dias divididos por Aluminosilicato (Experimento 3).

DCC

DCL

DCC+Zeolex Extra®
DCL+Zeolex Extra®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Zeolex Extra®
DCL+Zeolex Extra®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Zeolex Extra®
DCL+Zeolex Extra®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Zeolex Extra®
DCL+Zeolex Extra®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Zeolex Extra®
DCL+Zeolex Extra®
Sig.

DCC

DCL

DCC+Zeolex Extra®
DCL+Zeolex Extra®
Sig.

Zeolex Extra®

Peso (g) CA (g/org) TC (%) TCA  Sobrevivencia (%)
Dia 7
0.88 £ 0.4a 0.2+0.01a 49+6a 1.23+0.1a 100 £ Oa
0.87 £0.02a 0.2+0.01a 47 £4a 1.23+0.1a 100 £ Oa
0.89 £0.02a 0.2+0.01a 49+ 3a 1.24%0.1a 96.6£5.7a
0.86 £ 0.03a 0.2+0.01a 47 £ 3a 1.25+0.1a 100 £ Oa
0.893 0.304 0.909 0.995 0.441
Dia 14
1.38 £ 0.07a 0.71 £0.02a 133+ 13a 1.92+0.1a 96.6 +5.7a
1.29 + 0.03a 0.69 £ 0.02a 118 + 7a 1.84+0.l1a 93.3+5.7a
1.29+0.1a 0.71 £0.02a 116 £ 23a 1.78+0.1a 100 £ Oa
1.28 + 0.02a 0.67 £ 0.02a 117 +1a 1.9+0.03a 100 £ Oa
0.492 0.199 0.467 0.256 0.219
Dia 21
1.79 £ 0.03a 1.31 + 0.06a 203+ 6a 1.3+0.04a 96.6 +5.7a
1.79 £ 0.07a 1.34 £ 0.04a 202 £ 13a 1.3+0.05a 93.3+5.7a
1.74 + 0.09a 1.36 + 0.05a 193 £ 15a 1.2+0.02a 90 + 10a
1.78 + 0.05a 1.30 + 0.06a 200 £ 6a 1.3+0.02a 100 £ Oa
0.815 0.635 0.733 0.112 0.330
Dia 28
2.36 £0.1a 1.98 +0.1a 299 + 18a 1.12+0.1a 96.6 +5.7a
2.34+£0.13a 2.20£0.01a 296 £ 26a 1.26%0.1a 90 + 10a
2.3+0.13a 2.21 £0.08a 287 £ 21a 1.29+0.1a 83.3+ 15a
2.29 £ 0.05a 2.02+0.1a 287 £ 6a 1.2+0.04a 100 £ Oa
0.887 0.049 0.83 0.081 0.227
Dia 35
2.84+0.1a 29+0.1a 380 +23a 1.28+0.08 93.3+5.7a
297 +£0.1a 3.25 £ 0.06a 402 £ 35a 1.37+0.1a 90 + 10a
294 +0.1a 3.28+0.12a 395 + 25a 1.4+0.06a 83.3+15.2a
2.83+£0.08a 2.95+0.21a 378 £ 10a 1.3+0.04a 100+ 0
0.583 0.033 0.616 0.324 0.270
Dia 42
3.3+0.12a 3.84+0.2a 460+24a 1.41+0.1a 93.345.7a
3.9+0.01a 4.7+0.1b 572+1b 1.39%0.2a 95+7a
3.8+0.3a 4.74+0.2b 548+60ab 1.46+0.1a 80+20a
3.5+£0.19a 4.05+0.3a 492+26ab 1.4+0.0la 100+0a
0.049 0.003 0.040 0.690 0.264
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Tabla 28. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante 42 dias divididos por Aluminosilicato (Experimento 3).

DCC

DCL
DCC+Mycofix S®
DCL+Mycofix S®
Sig.

DCC
DCL
DCC+ Mycofix S®
DCL+Mycofix S®

Sig.

DCC
DCL
DCC+ Mycofix S®
DCL+Mycofix S®

Sig.

DCC

DCL

DCC+ Mycofix S®
DCL+Mycofix S®
Sig.

DCC

DCL

DCC+ Mycofix S®
DCL+Mycofix S®

Sig.

DCC

DCL

DCC+ Mycofix S®
DCL+Mycofix S®
Sig.

Mycofix Select®

Peso (g) CA (glorg)  TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
0.88+0.04a 0.23+0004a 49+6a 1.23+0.1a 100 + Oa
0.87+0.02a 022+00la 47+4a 1.23+0.1a 100 + 0a
0.82+0.0la 0.22+0005a 39+3a 1.04+0.1a 100 + Oa
0.85:0.07a 0.22+0006a 45+13a 1.21+0.3a 100 + 0a
0.392 0.081 0.473 0.637 1.000
Dia 14
138+0.07b 0.71+002c 133+13b 1.92+#0.06a  96.67+57a
1.29+0.03ab 0.7 +002bc 118+7ab 1.84:0.05a  93.3+57a
1194002 062+002 101#3a 19+01a  96.6+57a
0.649 +
1315003 (9D 123:7ab  2.01+0.01a 100 + 0a
0.008 0.004 0.013 0.130 0.487
Dia 21
1794003 1.31+006b 203+7a 1.35:0.04a  96.6+57a
179+0.07a 1.34+004b 202.8+13a 1.32+0.05a  93.3+57a
166+01a 115+003 182+15a 143+01a  933+57a
185+01a 2% 0141+23a 14620042  933+57a
0.04ab
0.137 0.007 0.161 0.171 0.859
Dia 28
236+01a 198+01ab 299+18a 1.12+0.06a  96.6 +5.7a
234+01a 22+00lb 296+26a 1.26+0.1a 90 + 10a
22+007a 1.89+002a 275+12a 1.16+0.05a 933 +5.7a
24+01a 20l+01ab 315+23a 108+0.04a  86.6+11.5a
0.194 0.013 0.212 0.089 0.557
Dia 35
284+01ab 29+018a 380+23ab 1.28+0.08ab  93.3+57a
2.07+02ab 3.25+0.06b 402+35ab 1.37+0.09b 90 + 10a
266+01a 279+002a 350+13a 135+0.05ab  86.6 +5.7a
31+01b 296+01ab 427+34b 1.18+00la  86.6+ 11.5a
0.030 0.012 0.051 0.040 0.752
Dia 42
33+012a 3.84+02a 460+24a 1.41#008b  93.35.7a
3.0+001b  4.69+0.1b  572+1b  1.39+0.2ab 95+7a
34+01a  3.8+0.03a 489+1la  1.34+0.03 83.3+5.7a
3.0+0.16b 4.16+0.18a 564+30b 1.25+002a  83.3+5.7a
0.001 0.002 0.003 0.036 0.109
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Tabla 29. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes
dietas experimentales durante 42 dias divididos por Aluminosilicato (Experimento 3).

DCC
DCL

DCC + Fixat®
DCL + Fixat®

Sig.

DCC
DCL

DCC + Fixat®
DCL + Fixat®

Sig.

DCC
DCL

DCC + Fixat®
DCL + Fixat®

Sig.

DCC
DCL

DCC + Fixat®
DCL + Fixat®

Sig.

DCC
DCL

DCC + Fixat®
DCL + Fixat®

Sig.

DCC
DCL

DCC + Fixat®
DCL + Fixat®

Sig.

Fixat®
Peso (g) Consumo (g/org) TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
0.88+0.04a 0.23+0.01b 49+6a 1.23%0.l1a 100 + Oa
0.87 £0.02a 0.22+0.0lab 47+4a 1.23+0.1a 100 + 0a
0.84+0.02a 0.21+0.01a 42+4a 1.16%0.1a 100 + Oa
0.89+0.01a 0.22+0.0lab 50+3a 1.34+0.1a 100 + 0a
0.226 0.061 0.256 0.494 1.000
Dia 14
1.38+0.07a 0.71+0.02b 133+13a 1.92+0.06a 96.6 £5.7a
1.29+0.03a 0.69+0.02b 118+7a 1.84+0.05a 93.3+5.7a
1.21+0.003a 0.62+0.0la 105+1a 1.92+0.02a 100 + Oa
1.31+£0.0la 0.65+0.03ab 123+20a 2.01+0.2a 100 + O0a
0.100 0.010 0.145 0.380 0.219
Dia 21
1.79+0.03a 1.31+0.06ab 203 +6a 1.35+0.04a 96.6 £5.7a
1.79+0.07a 1.34+0.04b 202 +13a 1.32+0.05a 93.3+5.7a
1.68+0.0la 1.19+0.0la 184+4a 1.4+0.008a 100 + Oa
1.74+0.02a 1.24+0.0lab 194 +6a 1.39+0.05a 100 + O0a
0.042 0.021 0.093 0.216 0.219
Dia 28
2.36 £0.1a 1.98+0.1a 299+18a 1.12+0.06a 96.6 £5.7a
2.34+0.1a 22+0.0lb 296+26a 1.26+0.la 90 + 10a
2.2+0.03a 1.9+0.01a 272+6.3a 1.18+0.02a 100 + Oa
2.32+0.12a 2+0.03a 293 + 23a 1.15+0.006a 96.6 +5.7a
0.327 0.006 0.381 0.214 0.349
Dia 35
2.84+0.1a 29+0.18a 380*23a 1.28+0.08a 93.3+5.7a
297+02a 3.25%+0.06b 402+35a 1.37+0.l1a 90 + 10a
2.73+0.1a 28+0.09a 363+20a 1.3+0.05a 100 + Oa
286+0.1a 294+0.15ab 384+ 34a 1.29+0.03a 93.3+5.7a
0.381 0.015 0.468 0.486 0.349
Dia 42
3.31+0.1a 3.8+0.2a 460+24a 1.41+0.08a 93.345.7a
3.96+0.01b 4.7+0.9b 572+ 1b 1.39+0.02a 95.3t7a
3.42+0.15ab 3.9+0.1a 478+26ab 1.38+0.03a 100+0a
3.69+0.3ab 4.08+0.1a 524+60ab 1.32+0.08a 90+10a
0.036 0.003 0.051 0.464 0.394
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Figura 25. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y Novasil Plus®
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Figura 26. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y Zeolex Extra®
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Figura 27. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y Mycofix Select®
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Figura 28. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y Fixat®
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Figura 29. ERN de los camarones alimentados con las diferentes dietas a base de
aluminosilicatos a los 42 dias (Tukey a=0.05)
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6.5. Efecto de la inclusidon de mezclas remediadoras de dietas contaminadas con AF
sobre los pardmetros zootécnicos del camaron (Experimento 4).

6.5.1. Composicion quimica, contenido de micotoxinas y estabilidad de las dietas
experimentales

La composicion proximal y estabilidad de las dietas experimentales utilizadas en
el presente bioensayo son presentadas en la Tabla 30. La composicion quimica de las
dietas fue muy similar entre ellas. La concentracion de AF totales en las dietas
contaminadas fue de alrededor de 75 ppb, la AF predominante fue la B; (60.7 ppb)
seqguido por la B, (9.7 ppb) y G; (4.3 ppb). El resto de las concentraciones de
micotoxinas en las dietas contaminadas fue por debajo del limite de deteccién. La
concentracion de micotoxinas en las dietas no contaminadas fue menor a los limites de
deteccion. La PMS de las dietas controles oscilaron entre el 10.2 y 10.3% vy la
suplementacion de las mezclas remediadoras mejoro la estabilidad de las dietas
reduciendo la PMS de un 19 a un 38%. La Abs. H,O de las dietas experimentales se

mantuvieron sin diferencias significativas oscilando entre 87.7 y 108.7%.
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Tabla 30. Composicion proximal en base himeda (%), cantidad de micotoxinas totales y estabilidad en el agua de alimentos experimentales con

diferentes niveles de inclusion de AF del experimento 4.

DCC DCL DCC + DCL + DCC + DCL + DCC + DCL +
Aflabalan®  Aflabalan® Mycofix Plus® Mycofix Plus® Mycosorb®  Mycosorb®
Composicion quimica
Humedad 8.5+0.04 8.7+0.1 9.2+0.06 8.7+0.1 8.9+0.1 9.240.1 9.6+0.2 9.6+0.1
Proteina 36.6£0.5  35.9+0.2 36.7+£0.5 36.7+0.5 36.7+£0.5 36.8+0.9 36.5+0.7 36.5+0.1
Fibra 0.99+0 0.81+0.1  0.83+0.12 0.92+0.21 1.09+0.01 0.94+0.05 1.01+0.14 0.97+0.09
Lipidos 7.8£0.2 7.7£0.09 8.05+0.1 8.1+0.2 8.18+0.08 8.18+0.4 8.05+0.2 7.45+0.4
Ceniza 8.2+0.5 8.1+0.1 7.940.2 8.5+1.0 8.01+0.2 7.9140.1 7.8+0.06 7.9+0.1
ELN 37.7 38.6 37.2 36.9 37.1 36.8 36.9 375
Energia Cal 4702+32 4663+12 4380+217 4461+£217 4787136 4727142 4985127 4827+112
Cantidad de Micotoxinas totales en las dietas
Deoxinivalenol (ppm) ND ND NA NA NA NA NA NA
Fumomisina B1 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA
Fumomisina B2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA
Fumomisina B3 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA
Ochratoxin A (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA
Toxina T-2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA
AF B1 (ppb) 60.7 ND NA NA NA NA NA NA
AF B2 (ppb) 9.7 ND NA NA NA NA NA NA
AF G1 (ppb) 4.3 ND NA NA NA NA NA NA
AF G2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA
AF totales (ppb) 74.7 0 NA NA NA NA NA NA
Estabilidad de las dietas
PMS (%) 10.2+0.03c 10.3+0.01c  6.3+0.5a 6.5+0.5a 7.2+0.7ab 8.2+0.6ab 8.8+1.06bc 7.8+0.6ba
PP (%) 15.9+0.06ab 14.49+0.6a 17.7+1.5b  16.2+1.6ab 16.8+0.9ab 15.9+1.2ab 17.1+1.2ab 14.2+0.5a
Abs. H,0 (%) 101.6x1  103.2+2.7 102.2+8 96.3+8 108.7+3 87.7+6.9 94.19+11.4 92.6+11.1

Probabilidades para ANOVA de PMS, PP y Abs. H,O fue P=0.115
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6.5.2. Resultados de los parametros de crecimiento de camarones alimentados con
dietas contaminadas con AF y suplementados con productos elaborados a base de
arcillas y otros compuestos.

Los parametros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales son mostrados en las Tablas 31, 32, 33. La inclusién de
AF en los alimentos para camaron redujo significativamente el CA y la TC sin afectar la
TCA ni la sobrevivencia. La inclusion del Aflabalan® y el Mycosorb® a la DCL redujo
el CAenun 38y 20% yla TC en un 34 y 12% respectivamente. En contraste al ser
afiadidos a la DCC mejoran ligeramente estos mismos parametros (CA en 6.2 y 18.5%);
y para la TC 13 y 24.6% respectivamente) (Figura 30 y 31). Por su parte al incluir el
Mycofix Plus® a la DCL no altero de manera significativa ningtn parametro e inclusive
al ser incorporado a la DCC se pudo observar un aumento en el CA de un 6.2% ademés
de incrementar la TC de un 29.7%, este ultimo de manera significativa (P < 0.05)
(Figura 32).

La ERN para los camarones alimentados con la DCL fue de 42%, resultando con
el mayor indice en este parametro (P<0.05). En contraste, al incluir Aflabalan® a la
DCL disminuye hasta un 25%. Tanto el Mycosorb® como el Mycofix Plus® resultaron
en un 31 y 38% respectivamente. Por su parte en DCC resulto con una retencion del
29% v la inclusion de las diferentes mezclas remediadoras a la DCC oscilo entre los 30
a 32% (Figura 33).
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Tabla 31. Pardametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas
experimentales durante 42 dias divididos por mezcla remediadora (Experimento 4).

Aflabalan®
Peso (g) CA (glorg) TC (%) TCA  Sobrevivencia (%)
Dia7
DCC 0.33+0.01a 0.14+0.00a 51+8a 13%0.2a 100 + 0a
DCL 0.33+0.02a 0.15+0.0la 53+12a 1.3+0.2a 100 + O0a
DCC+Aflabalan® 0.32+0.02a 0.14+0.00a 52+9a 1.3+0.2a 95+ 10a
DCL+Aflabalan® 0.3+0.02a 0.14+0.00a 46+1la 1.4+0.3a 100 + O0a
Sig 0.348 0.379 0.793 0.68 0.426
Dia 14
DCC 0.47+0.02ab 0.31 +£0.02ab 115+ 12a 2.2 +0.2a 100 + Oa
DCL 0.52+0.04b 0.35+0.03b 137+18a 1.9+0.1a 97.5+5a
DCC+Aflabalan® 0.45+0.05ab 0.3+ 0.03ab 113+23a 2.4+0.6a 95 + 10a
DCL+Aflabalan® 0.41 +0.46a 0.29+0.0la 96+2la 2.9+0.6a 100 + 0a
Sig 0.032 0.052 0.075 0.063 0.552
Dia 21
DCC 0.65+0.06ab 0.51 +£0.03ab 196 +28a 1.2 +0.la 95 + 10a
DCL 0.79+0.09b 0.61+0.06b 261+ 40b 1.08+0.07a 90 + 14a
DCC+Aflabalan® 0.68+0.03ab 0.52 + 0.06ab 219+13ab 1.1 +0.1a 92.5 + 15a
DCL+Aflabalan® 0.59 + 0.06a 0.48+0.03a 185+3la 1.2+0.2a 97.5+5a
Sig 0.012 0.021 0.018 0.222 0.794
Dia 28
DCC 0.97£0.07a 0.86 £+0.06a 342 +36a 1.15+0.l1a 90 + 8.1a
DCL 1.13+0.1a 1.07+0.12b 418+ 63a 1.17+0.07a 90 + 14a
DCC+Aflabalan® 0.94 +0.05a 0.88 +0.08a 344 +2la 1.2+0.l1a 92.5 + 15a
DCL+Aflabalan® 0.93+0.09a 0.79+0.04a 346+47a 1.1+0.1a 87.5+5a
Sig 0.048 0.005 0.096 0.597 0.941
Dia 35
DCC 12+0.09ab 121+0.7a 444+44a 1.2+0.1a 83.3+5.7a
DCL 15+0.1b 169+0.1b 582+34b 1.3+0.03a 90 +17a
DCC+Aflabalan® 1.1+0.7a 1.28+0.l1a 457+37ab 1.3+0.15a 875+ 19
DCL+Aflabalan® 1.19+0.1a 1.16+0.1a 467+89%b 1.2+0.1a 80 + 8.16a
Sig 0.034 0.000 0.052 0.473 0.785
Dia 42
DCC 1.47+0.1a 1.62+0.06a 569+47a 1.25+0.1a 80+10a
DCL 2.1+0.2b 2.3+0.28h  842+70b 1.3+0.04a 93.3+11.5a
DCC+Aflabalan® 1.5+0.2a 1.7+0.12a 610+104a 1.2+0.2a 82.5+23.6a
DCL+Aflabalan® 1.3+0.1a 1.4+0.03a 609+52a 1.2+0.09a 73.3+11.5a
Sig 0.004 0.000 0.015 0.958 0.537
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Tabla 32. Pardametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas
experimentales durante 42 dias divididos por mezcla remediadora (Experimentos 4).

Mycosorb®
Peso () CA (glorg) TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
DCC 0.33+0.01a 0.14+0.00a 51+8a 13+0.2a 100 + Oa
DCL 0.33+0.02a 0.15+0.0la 53+12a 13%0.2a 100 + Oa
DCC+Mycosorb® 0.33+0.01a 0.14+0.0a 57+9 1.2+0.1a 100 % Oa
DCL+Mycosorb® 0.3+0.02a 0.14+0.0a 46+1a 1.5+0.28a 97.5 + 5a
Sig 0.179 0.542 0.560 0.327 0.426
Dia 14
DCC 0.47+£0.02a 0.31+£0.02a 115+12a 2.2+0.2a 100 + Oa
DCL 0.52+0.04a 0.35+0.03a 137+18a 19+0.la 97.5 + 5a
DCC+Mycosorb® 0.5+0.04a 0.32+0.02a 138+18a 1.9+0.3a 97.5 + 5a
DCL+Mycosorb® 0.45+0.04a 0.31+0.02a 119+17a 2.1+0.3a 90 +8.1a
Sig 0.147 0.163 0.182 0.457 0.103
Dia 21
DCC 0.65+0.06a 0.51+0.03a 196+28a 1.2+0.1a 95 + 10a
DCL 0.79+0.09a 0.61+0.06a 261 +40a 1.08+0.07a 90 + 14a
DCC+Mycosorb® 0.68+0.1a 0.57+0.05a 221+69a 1.3+0.4a 97.5 + 5a
DCL+Mycosorb® 0.67+0.04a 0.54 + 0.05a 224 +16a 1.1+ 0.07a 87.5+12a
Sig 0.182 0.111 0.253 0.591 0.517
Dia 28
DCC 0.97£0.07a 0.86 £0.06a 342+ 36a 1.15+0.la 90 +8.1a
DCL 1.13+0.1a 1.07+0.12b 418 +63a 1.17+0.07a 90 + 14a
DCC+Mycosorb® 1.03+0.11a 0.94 +0.1ab 384 +53a 1.1+ 0.07a 92,5+ 5a
DCL+Mycosorb® 0.99+0.03a 0.93+0.1ab 377+8.9a 1.2+ 0.08a 82.5+ 15a
Sig 0.158 0.062 0.196 0.939 0.639
Dia 35
DCC 1.2+0.09a 121+0.7a 444+44a 1.2+0.la 83.3+5.7a
DCL 15+0.1b 169+0.1b 582+ 34b 1.3+0.03a 90+ 17a
DCC+Mycosorb® 1.4+0.1ab 1.4+0.1ab 565+60b 1.1+ 0.05a 87.5 + 5a
DCL+Mycosorb® 1.35+0.08ab 1.4 +0.1ab 548+40ab 1.2 +0.05a 77.5 + 15a
Sig 0.044 0.006 0.019 0.313 0.538
Dia 42
DCC 15+0.1a  1.62+0.06a 569+26a 1.2+0.la 80+10a
DCL 2.1+0.2b 2.3+0.28b  842+84b 1.3+0.4a 93.3+11.5a
DCC+Mycosorb® 1.7+0.18ab  1.92+0.2ab 709+78ab 1.2+0.08a 87.5+5a
DCL+Mycosorb® 1.7#0.2ab  1.84+0.1a 737+102b 1.3+0.09a 80+17.3a
Sig 0.013 0.009 0.015 0.441 0.435
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Tabla 33. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas
experimentales durante 42 dias divididos por mezcla remediadora (Experimentos 4).

DCC

DCL
DCC+Mycofix P®
DCL+Mycofix P®
Sig

DCC
DCL
DCC+Mycofix P®
DCL+Mycofix P®
Sig

DCC
DCL
DCC+Mycofix P®
DCL+Mycofix P®
Sig

DCC
DCL
DCC+Mycofix P®
DCL+Mycofix P®
Sig

DCC
DCL
DCC+Mycofix P®
DCL+Mycofix P®
Sig

DCC
DCL
DCC+Mycofix P®
DCL+Mycofix P®
Sig

Mycofix Plus®

Peso () CA (glorg)  TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia 7
0.33+0.0la 0.14+0.00a 51+8a 1.3+0.2a 100+ 0
0.33+0.02a 0.15+0.0la 53+12a 1.3+0.2a 100 £ Oa
0.32+0.03a 0.14+0.0a 50+16a 15%0.7a 100 £ Oa
0.33x0.02a 0.14+0.0a 56%x8a 1.2%0.l1a 100 £ Oa
0.748 0.652 0.907 0.716 0.000
Dia 14
0.47+0.02a 0.31+£0.02ab 115+12a 2.2+0.2a 100 £ Oa
0.52+0.04a 0.35+0.03b 137+18a 1.9%0.l1a 97.5+5a
0.45+0.06a 0.3+0.0la 114+28a 2.3+0.4a 95+5.7a
0.5+0.0la 0.33+0.0lab 134+10a 2.03+0.2a 100 £ Oa
0.178 0.041 0.240 0.335 0.248
Dia 21
0.65+0.06ab 0.51 +0.03ab 196+28a 1.2+0.la 95+ 10a
0.79£0.09b 0.61+0.06c 261+40a 1.08+0.07a 90 + 14a
06+0.1a 05+£0.05a 184+53a 1.3+0.3a 92.5+5a
0.75+0.04ab 0.6 £0.02bc 249+17a 1.1+ 0.06a 100 £ Oa
0.029 0.008 0.030 0.268 0.376
Dia 28
0.97 £0.07a 0.86 +0.06ab 342+36a 1.15+0.la 90 +8.1a
1.13+0.1a 1.07+0.12c 418+63a 1.17+0.07a 90 + 14a
091+0.1a 0.82%+0.1a 330+77a 1.2%0.l1a 90 +8.1a
1.12+0.01a 1.04 £0.03bc 418+15a 1.15+0.03a 95+ 10a
0.057 0.004 0.067 0.904 0.873
Dia 35
1.2+0.09a 121+0.7a 444+44a 1.2+0.1a 83.3+5.7a
15+0.1b 1.69%0.1b 582+34b 1.3+0.03a 90+ 17a
1.32+0.06ab 1.31+0.03a 520+18ab 1.1 +0.02a 86 +11a
1.49+0.04b 1.58 +£0.03b 589+29b 1.24+0.07a 85+ 17a
0.004 0.000 0.001 0.359 0.945
Dia 42
1.47+0.1a 1.6+0.06a 569+26a 1.29+0.1b 80+10a
2.07+0.2b 2.3+0.2b 842+84b 1.2+0.04ab 93.3%x11.5a
1.79+0.3b 1.7+0.05b 738+3b  1.13+0.03a 86.6+11.5a
1.96+0.07b  2.1+0.05b  805+41b 1.2+0.06ab 77.5%£18.9a
0.010 0.000 0.000 0.613 0.511
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Figura 33. ERN de los camarones alimentados con las diferentes dietas a base de
mezclas remediadoras a los 42 dias (Tukey a=0.05)

6.6. Efectos de la inclusion de antioxidantes en dietas contaminadas con AF sobre
los parametros zootécnicos del camaron (Experimento 5).

6.6.1. Composicion quimica, contenido de micotoxinas y estabilidad de las dietas
experimentales

La composicién proximal, contenido de micotoxinas y pardmetros de calidad de
las dietas experimentales utilizadas en el presente bioensayo son presentados en la Tabla
34. La humedad de las dietas vario de 8.04 a 10.3% Yy el porcentaje de proteina fue de
36.8 a 38.7% este ultimo sin observarse diferencias significativas (P > 0.05); el
porcentaje de ceniza se vio incrementado en las dietas a las que se les agregé la harina
de alga, resultado la DCC y la DCL con harina de alga en un 8.9 y 9.01%
respectivamente (P < 0.05). La concentracion de AF totales en las DCC’s oscilo entre
118.4 y 127 ppb siendo la AF predominante la AFB; (96.4 a 103 ppb) seguido de la
AFB2 (14.4 a 15.7) y AFG1 (7.6 a 8.3); el resto de las concentraciones de micotoxinas
en las dietas contaminadas fue por debajo del limite de deteccion. La concentracién de
micotoxinas en las dietas limpias estuvo por debajo del limite de deteccion. La PMS de
las dietas controles oscilaron entre 7.42 a 10.9%. Al afiadir la curcumina ya sea a la
DCL como a la DCC se mantuvo la misma tendencia (7.06 a 8.6%), sin embargo al
agregar tanto el CLA como la harina de alga se pudo observar un aumento significativo
en este parametro de 11.7 al 12.8% y de 12.3 al 12.5% respectivamente. La PP oscilo

entre 8.1 y 14.4% siendo en la DCC + CLA con el mayor porcentaje de manera
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significativa (P < 0.05). La Abs. H,O en la DCC y la DCL resulto en un 82.8 y 74.8%
respectivamente. Por su parte la inclusion de harina de alga tanto a la DCC como la
DCL resulto con la mayor indice (104.7 y 117.5% respectivamente), seguidas por la

inclusion del CLA oscilando entre 90.9 y 97.3% y para la inclusiéon de curcumina los
resultaros variaron entre 77.8 a 77.1%.
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Tabla 34. Composicion proximal en base himeda (%), cantidad de micotoxinas totales y estabilidad en el agua de alimentos experimentales con
diferentes niveles de inclusion de AF del experimento 5.

DCC DCL DCC + Algas DCL +Algas DCC+Curc DCL+Curc DCC+CLA DCL+CLA

Composicion quimica

Humedad 10.3+0.5 10.05+0.6 9.6+1.04 10.02+0.5 10.1+0.4 8.4+0.3 8.310.4 8.04+0.3

Proteina 38.1+0.63 37.3+0.36 37.4+0.8 36.84+0.2 37.5+0.8 38.2+0.6 38.3+0.37 38.7+0.12

Fibra 1.6£0.02 1.45+0.12 1.54£0.07 1.51+0.12 1.3£0.24 1.57+0.04 1.44+0.007 1.5+0.17

Lipidos 7.19+0.46 7.61+£0.27 7.4%0.25 7.57£0.25 7.6x0.14 7.5+0.36 7.3£0.014 7.2 £0.07

Ceniza 7.96+0.03 7.8+ 0.02 8.9+ 0.06 9.01+£0.03 7.6+£0.01 8.1+£0.05 8.6 £1.09 8.2+ 0.49

ELN 34.4 34.4 33.01 34.4 33.9 36.6 36.1 36.02

Energia (Cal) 4766+120 4590+11 4848167 44791971 4589+384 4952+502 4683170 47594214
Cantidad de Micotoxinas totales en las dietas

Deoxinivalenol (ppm) 0.1 ND NA NA NA NA NA NA

Fumomisina B1 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA

Fumomisina B2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA

Fumomisina B3 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA

Ochratoxin A (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA

Toxina T-2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA

AF B1 (ppb) 99 ND 96.4 ND 97.5 ND 103 ND

AF B2 (ppb) 15.1 ND 14.4 ND 14.7 ND 15.7 ND

AF G1 (ppb) 7.9 ND 7.6 ND 7.6 ND 8.3 ND

AF G2 (ppb) ND ND ND ND ND ND ND ND

AF totales (ppb) 122 0 118.4 0 119.8 0 127 0
Estabilidad de las dietas

PMS (%) 10.9+0.8ab  7.42+0.57a 12.3+0.02b 12.5+2.02b 8.6+0.2ab 7.06+1.4a 11.7+1.9b 128+ 1.1b

PP (%) 9.23+0.6a 8.1+1.3a 12.6+1.4bc 12.3+0.4bc 8.87+1.3a 10.2+0.7ab 14.4+0.5¢ 12.6+1.1bc

Abs. H,0 (%) 82.8+3.2ab 74.8+2.7a 104.7£12.1cd  117.5+12.3d  77.843.8ab  77.1+4.8lab  97.3t4.7bcd  90.9+10abc

Probabilidades para ANOVA de PMS, PP y Abs. H,O fue P=0.000
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6.6.2. Parametros de crecimiento en camarones alimentados con dietas
suplementadas con AF y suplementadas con compuestos antioxidantes.

Los parametros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales son mostrados en las Tablas 35, 36 y 37. La
contaminacion con AF en el alimento para camardn disminuyo el peso final, el CA, la
TC, en un 61, 17.6 y un 83.5% respectivamente, ademéas de aumentar la TCA de un
61% comparado con la dieta control. Al incorporar tanto la curcumina como el CLA a la
DCC no observaron diferencias significativas, sin embargo existen un aumento en el
peso promedio, CA y la TC en un 14.2, 10.3, 25.9% para la curcumina y en un 16.6,
15.2 y 28% para el CLA respectivamente. La inclusion de la curcumina a la dieta DCL
disminuyo el peso final en un 15.7% y la TC en un 15.9% aunque sin diferencias
significativas (Figura 34), por su parte el CLA mantuvo los pardmetros de rendimiento
cuando fue afadido a la DCL (Figura 35). Al agregar las algas a la DCL no se
observaron alteraciones el peso final y la TC, no obstante el CA fue significativamente
mayor en un 24% y al agregar las algas a la DCC aumento en un 22% el peso promedio,
39.1% el CA y 30.1% la TC, aunque sin diferencias significativas (Figura 36).
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Tabla 35. Pardametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas
experimentales durante 42 dias divididos por mezcla remediadora (Experimentos 5).

DCC

DCL

DCC+ curcumina
DCL+ curcumina
Sig.

DCC

DCL

DCC+ curcumina
DCL+ curcumina
Sig.

DCC

DCL

DCC+ curcumina
DCL+ curcumina
Sig.

DCC

DCL

DCC+ curcumina
DCL+ curcumina
Sig.

DCC

DCL

DCC+ curcumina
DCL+ curcumina
Sig.

DCC
DCL

DCC+ curcumina

DCL+ curcumina
Sig.

Curcumina
Peso (g) CA (g/org) TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
0.53+0.0la 0.31+0.0la 63+2a 1.5+0.04a 100 + 0a
0.51+0.03a  0.30 + 0.004a 55t9a 1.7+0.2a 100 + Oa
0.51+0.02a 0.3 +0.008a 58+8a 1.6+0.21a 97.2 +4.8a
0.52+0.01a 0.3 +0.005a 62+6.2a 14x0.11a 100 + Oa
0.574 0.223 0.535 0.501 0.441
Dia 14
0.68+0.06a 0.66 +0.027a 109 +19a 1.88+0.26a 97.2 +4.8a
0.72+0.05a  0.66 £ 0.02a 120+ 18a 1.7%0.2a 100 + Oa
0.7 £0.07a 0.65+ 0.04a 117 +22a 1.7 +0.33a 97.2 +4.8a
0.72+0.07a  0.65 £ 0.03a 121 +21a 1.6 +0.25a 100 + Oa
0.887 0.884 0.888 0.795 0.596
Dia 21
0.87£0.07a  1.05+ 0.04a 168+21a 1.8+0.2a 94.4 + 9.6a
0.9 £ 0.08a 1.1 +0.05a 175+ 26a 1.7+0.2a 100 % Oa
0.86+£0.08a  1.09 £ 0.04a 166 + 25a 1.7 +0.33a 97.2 +4.8a
0.92+0.07a  1.07 £ 0.05a 185+ 26a 1.6 +0.25a 94.4 +4.8a
0.777 0.647 0.79 0.795 0.627
Dia 28
1.06+0.17a 154 +0.06a 224 +58a 2.2+0.47a 91.6 + 8.3a
1.11+0.07a 1.76 £0.1a 240+ 20a 2.2+0.16a 100 + Oa
1.05+0.13a 1.67+0.17a  225+40a 2.3+0.36a 97.2 +4.8a
1.11+0.12a 1.73+0.09a 243 +42a 2.2+0.28a 91.6 + 8.3a
0.897 0.066 0.911 0.943 0.344
Dia 35
1.02+0.21a 2.17+0.14a 230%+53a 3.3tla 80.5+ 12a
156+0.1b 2.53+0.18ab 377+5b 2.04+0.1a 944 +4.8a
1.3+0.14ab 2.39+0.17ab 300+42ab 2.4 +0.2a 91.6 + 0a
1.42+0.2ab 2.63+0.16b 336+ 7lab 2.4+0.3a 83.3+8.3a
0.029 0.046 0.034 0.074 0.184
Dia 42
1.19+0.2a 2.89+0.3a 265 + 66a 3.43+0.6b 70+ 12.7a
1.92+0.14b 3.4+0.2ab 486 £47b 2.13+0.2a 88.8 + 4.8a
1.4+0.17ab 3.24+0.34ab 334+52ab 3+0.2ab 83.3+ 14a
1.65+0.3ab  3.62+0.23b  409+100ab 2.8 +0.4ab 75 + 16.6a
0.018 0.06 0.023 0.023 0.33
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Tabla 36. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas
experimentales durante 42 dias divididos por mezcla remediadora (Experimentos 5).

DCC

DCL
DCC+CLA
DCL+CLA
Sig.

DCC

DCL
DCC+CLA
DCL+CLA
Sig.

DCC

DCL
DCC+CLA
DCL+CLA
Sig.

DCC

DCL
DCC+CLA
DCL+CLA
Sig.

DCC

DCL
DCC+CLA
DCL+CLA
Sig.

DCC

DCL
DCC+CLA
DCL+CLA
Sig.

CLA
Peso (g) CA (g/org) TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
0.53+0.0la 0.3+0.0la 63+x2.67a 15+0.04a 100 + Oa
0.51+0.03a 0.3+0.004a 55+ 9a 1.7+0.2a 100 + Oa
054+003a 0.28+0.03a 68+86a 13+0.2a 100 + Oa
0.54+0.03a 0.29+0.03a 65+105a 1.38+0.3a 100 + Oa
0.502 0.687 0.341 0.345 1.000
Dia 14
0.68+0.06a 0.66+0.03ab 109+19a 1.88+0.3a 97.2+4.8a
0.72+0.05a 0.66+0.02ab 120+18a 1.7%+0.2a 100 + Oa
0.71+0.02a 0.63+0.06a 120+7.2a 16+0.2a 97.2+4.8a
0.81+0.06a 0.66+0.04ab 147 +16.5a 1.3+0.13a 94.4 + 4.8a
0.088 0.763 0.098 0.093 0.487
Dia 21
0.87 £0.07a 1.05+0.04a 168+21.3a 1.8%0.2a 94.4 + 9.6a
09+0.08a 1.1+0.05abc 175+26a 1.7%0.2a 100 + Oa
0.86+0.0la 1.08+0.07ab 169+44a 1.6+02a 94.4 + 4.8a
1.06+0.1a 1.1+0.07abc 223+28.4a 1.3+0.13a 94.4 + 4.8a
0.135 0.487 0.176 0.093 0.596
Dia 28
1.06+0.17a 154+0.06a 224 +58.8a 2.2+0.47a 91.6 +8.3a
1.11+0.07a 1.76+0.1ab 240+20a 2.2+0.16a 100 + Oa
1.06+0.17a 1.71+0.08ab 231+57a 2.3+0.5a 88.8 +12.7a
1.33+0.06a 18+0.12b 307+17.6a 1.8+0.07a 94.4 + 4.8a
0.11 0.055 0.131 0.287 0.418
Dia 35
1.02+0.21a 2.17+0.14a 230+53.7a 3.3%*1la 80.5+ 12a
156+0.1ab 253+0.2ab 377+5.7b 2.04+0.1a 94.4 + 4.8a
1.26+0.3ab 25+0.17ab 292+8lab 2.7+0.6a 83.3+8.3a
1.69+0.12a 2.7+0.18b 415+40b 2.03+0.3a 83.3+8.3a
0.008 0.022 0.01 0.074 0.256
Dia 42
12+021la 29+03a 265+66.5a 3.43+0.6b 70+ 12.7a
1.9+0.14b 3.4+0.2ab 486+47.8b 2.13+0.2a 88.8 + 4.8a
14+0.22ab 3.37+0.29ab 339+68ab 3.1+0.4ab 83.3+8.3a
1.93+0.18b 3.92+0.25b 488+60b 2.5+0.4ab 88.8 + 4.8a
0.004 0.01 0.005 0.024 0.064
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Tabla 37. Pardametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas
experimentales durante 42 dias divididos por mezcla remediadora (Experimentos 5).

DCC

DCL

DCC + Alga
DCL + Alga
Sig.

DCC

DCL

DCC + Alga
DCL + Alga
Sig.

DCC

DCL

DCC + Alga
DCL + Alga
Sig.

DCC

DCL

DCC + Alga
DCL + Alga
Sig.

DCC

DCL

DCC + Alga
DCL + Alga
Sig.

DCC

DCL

DCC + Alga
DCL + Alga
Sig.

Algas
Peso (g) CA (g/org) TC (%) TCA Sobrevivencia (%)
Dia7
0.53+0.0la 0.31+0.0lab 63+2a 15+0.04a 100 + Oa
0.51+£0.03a 0.31+0.004a 55+9a 1.7+0.2a 100 + Oa
0.53+0.03a 0.32+0.0l1c 61+10a 1.6+0.24a 100 + Oa
0.52 £0.06a 0.32+0.02bc 62+2la 1.7x0.4a 97.2+4.8a
0.902 0.008 0.888 0.845 0.441
Dia 14
0.68 £0.06a 0.66 +0.027a 109+ 19a 1.8+ 0.26a 97.2+4.8a
0.72+0.05a 0.66+0.02a 120%+18a 1.7%0.2a 100 + Oa
0.71+£0.05a 0.73+0.01b 116%x17a 19+£0.2a 94.4 +4.8a
0.67+0.11a 0.72+0.02b 108+ 37a 2.2+0.5a 94.4 £ 4.8a
0.874 0.006 0.912 0.452 0.363
Dia 21
0.87 £0.07a 1.05+0.04a 168+21a 1.8%0.2a 94.4 £ 9.6a
0.90+£0.08a 1.13+0.05ab 175+26a 1.7%0.2a 100 + Oa
0.97+£0.03a 1.25+0.06bc 196+9a 1.9+0.25a 88.8 £ 12a
091+£0.17a 1.27+0.07c 182+55a 2.2+0.5a 91.6 £8.3a
0.746 0.006 0.767 0.452 0.512
Dia 28
1.06 £0.17a 154+0.06a 224+58.8a 2.17 £0.4a 91.6 £8.3a
1.11+0.07a 176 £0.1ab 240%+20a 2.2+0.16a 100 + Oa
1.14+0.12a 2.05+0.1bc 248+38a 25%0.4a 88.8 £ 12a
1.16 +0.15a 2.21+0.19c 257+49a 2.6+0.25a 88.8 + 9.6a
0.824 0.001 0.81 0.284 0.432
Dia 35
1.02+0.21a 217+0.14a 230%£53a 3.3%1lab 80.5+12a
156+0.1b 253+0.18ab 377+5b 2.04+0.1a 94.4 +4.8a
1.26+0.1ab 2.98+0.12bc 284 +35ab 3.2+0.5b 86.1 £ 9.6a
15+02b 3.27+£0.35c 362+68b 2.8%0.4ab 75 + 16.6a
0.015 0.001 0.016 0.057 0.29
Dia 42
1.19+0.02a 2.89+0.3a 265+66a 3.4+0.6b 69.4 + 12a
19+0.14c 34+0.2ab 486+47c 2.1+0.17a 88.8 + 4.8a
1.5+0.05ab 4.02+0.14bc 345+ 16ab 3.5+0.2b 86.1 £ 9.6a
1.79+0.1bc 4.49+0.47c 451+49bc 3.1+0.4ab 66.6 + 15a
0.001 0.001 0.002 0.009 0.085
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Figura 34. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y Curcumina
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Figura 35. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y CLA
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Figura 36. a) Consumo de alimento y b) Tasa de crecimiento de los camarones
alimentados con las dietas controles y harina de alga
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6.7. Efectos de la inclusion de niveles crecientes de Mycofix Plus® solo o en
combinacion con harina de alga U. clathrata en dietas contaminadas con AF sobre
parametros zootécnicos del camaron (Experimento 6)

6.7.1. Composicion quimica, contenido de micotoxinas y estabilidad de las dietas
experimentales

La composicion proximal y estabilidad de las dietas experimentales utilizadas en
el presente bioensayo son presentadas en la Tabla 38. La composicidén quimica de las
dietas fue muy similar entre ellas. La concentracion de AF totales para la DCC fue de
78.2 ppb, siendo la AFB; la AF predominante (63.7 ppb) seguida de la AFB, y la AFG,
(13 y 1.5 ppb respectivamente); el resto de las concentraciones de micotoxinas en las
dietas contaminadas fue por debajo del limite de deteccion. La concentracion de
micotoxinas en la DCC fue por debajo del limite de deteccion. La PMS se mantuvo en
un rango entre 5.31 y 6.6 %, siendo las dietas que contenian 5 g de Mycofix Plus® ya
sea solo o0 en combinacion con la harina de alga las mas altas en este parametro. La
pérdida de proteina de las diferentes dietas oscilo entre 17.8 a 21.8%, aunque el
ANOVA muestra una P=0.013, el analisis estadistico realizado por Tukey mantiene los
valores englobados en un solo grupo. Para la absorcion de agua se pudo observar que la
inclusion de Mycofix Plus a la DCC obtuvo los resultados mas altos, de estas dietas, la
inclusion de 0.25 g a la DCC obtuvo la mayor capacidad de absorcién (137.6%),
seguida por la inclusion de 0.25 g a la DCC maés harina de alga, en contraste, la DCL
con o sin harina de alga obtuvieron la menor Abs. H,O oscilando entre un 116.5 a
118.8%. para la DCC se observé una capacidad de absorcion de 120% vy al agregar la
harina de alga esta aumenta ligeramente a un 126%. Para las dietas con 3 y 5 g de

Mycofix Plus® con o sin harina de alga, los valores oscilaron entre 129.1 a 132.1%.
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Tabla 38. Composicion proximal en base himeda (%), cantidad de micotoxinas totales y estabilidad en el agua de alimentos experimentales con
diferentes niveles de inclusion de AF del experimento 6.

DCC DCL DCC+Alga DCL+ DCC + DCC+25 DCC+3My DCC+3 DCC+5 DCC+5
Alga 2.5My®  My®+Alga My® +Alga My® My®+Alga
Composicion quimica
Humedad 7.6+.02 7.5+0.03 7.8+0.02 7.8+0.12 7.5+0.07  7.9+0.02 7.1 £0.05 7.5+0.13 7.9 £0.08 7.5+0.2
Proteina 37.5+0.4 37.3x0.5 37.6+0.3 37.2£t04 37.7x1.6  37.9+0.3 37.310.2 38.2+0.4 37.25£0.4  38.2+0.9
Fibra 1.26+0.1 1.36+0.3 1.37+0.01 1.24¢0.1  1.1+0.02  1.42+0.36 1.7+0.6 1.62+0.16 1.2+0.26 1.2+0.07
Lipidos 7.5+0.27 7.5+0.41 7.18+0.6 7.13+0.6  7.2£0.37 7.81+0.09  7.21+0.14 7.22+0.04 7.4£0.47 8.03+0.2
Ceniza 8.2+0.07 8.1+0.06 8.8+0.06 8.7£0.09 8.3+0.07 8.9 £0.09 8.3+0.02 9.02+0.09 8.52+0.01  9.2+0.06
ELN 37.735 38.1344 37.1142 37.7494  37.9836 35.8856 38.2638 36.4579 37.6745 35.84
Energia (Cal) 42751212  4395+211 4696+164  4853+79  4871+43  5039+110 4917+78 4701+452 4902+367  4701+212
Cantidad de Micotoxinas totales en las dietas
Deoxinivalenol (ppm) 0.1 ND NA NA NA NA NA NA NA NA
Fumomisina B1 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA NA NA
Fumomisina B2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA NA NA
Fumomisina B3 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA NA NA
Ochratoxin A (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA NA NA
Toxina T-2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA NA NA
AF B1 (ppb) 63.7 ND NA NA NA NA NA NA NA NA
AF B2 (ppb) 13 ND NA NA NA NA NA NA NA NA
AF G1 (ppb) 1.5 ND NA NA NA NA NA NA NA NA
AF G2 (ppb) ND ND NA NA NA NA NA NA NA NA
AF totales (ppb) 78.2 0 NA NA NA NA NA NA NA NA
Estabilidad de las dietas
PMS (%) 6.05+0.2ab  6.63+0.6b  6.25+0.15ab 6.64+0.4b 5.31+0.14a 6.42+0.14ab 6.47+0.17ab 6.45+0.31ab  6.6+0.16b 6.63+0.54b
PP (%) 17.8+1.1 19.4+0.5 19.2+1 21.8+1 17.8+1.5 19.9+2 19.1+0.7 21.6+0.6 21.1+0.9 20.6+2.5
Abs. H,0 (%) 120+7.6ab 118.8+9.7abc 126.7+9.5abc 116.5+4.5a 137.6+£7.1c 137+12bc 129.1+8.8abc 130.6+9.7abc 132.1+4.2abc 130+1labc

Probabilidades para ANOVA de PMS P=0.006, PP P=0.013 y Abs. H,O fue P=0.003
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6.7.2. Parametros de crecimiento de camarones alimentados con dietas
contaminadas con AF y suplementadas con diferentes niveles de Mycofix Plus® y
harina de ulva.

Los parametros zootécnicos evaluados sobre los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales son mostrados en la Tabla 39. La contaminacion con
AF en la dieta disminuyo de manera significativa (P< 0.05) el peso promedio, CA y la
TC en un 45, 29 y 46% respectivamente, ademas de aumentar la TCA en un 23.8%. La
adicion 4% de alga a la DCC mejora de manera significativa (P<0.05) el peso promedio
en un 60% y disminuyo la TCA en un 19.2%. Ademas de mejorar el CA, la TC en un 23
y 57.7% respectivamente aunque no se de manera significativa (P>0.05). Al afiadir las
algas a la DCL se puede observar una ligera disminucion en el peso promedio, CA, TC
(22, 9, 27% respectivamente) y un aumento en TCA de un 22%, sin embargo, estos
valores no tuvieron diferencias significativas comparados con los de la DCL (P>0.05).
Por su parte, al final del experimento, la adicién de Mycofix Plus® a la DCC (en
cualquiera de sus niveles) disminuye la TCA, la TC y CA (este ultimo de manera
significativa [P<0.05]). La mezcla de 2.5 g Mycofix Plus® més el alga en la DCC en
forma general mejoro los parametros de rendimiento comparandolos con los de la DCC,
aunque no de manera significativa (P>0.05), se observé un aumento en el peso
promedio, TC, y disminucién de la TCA, y aumento significativamente (P<0.05) el CA,
y conforme se aument los niveles de Mycofix Plus® se observé una ligera disminucion

de estos parametros (Figura 37).
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Tabla 39. Parametros zootécnicos de los camarones alimentados con las diferentes dietas experimentales durante 42 dias (Experimentos 6).

DCC DCL DCC+alga DCL+alga DCC+25 DCC+25 DCC+3 DCC+3 DCC+5 DCC+5 Significancia
Mycofix Mycofix Mycofix Mycofix + Mycofix Mycofix +
plus plus + alga alga alga
Peso Promedio (g)
inicial  0.31+0.05 0.31+0.1 0.31+0.1 0.308+0.05 0.31+0.05 0.309+0.06 0.311+0.05 0.31+0.05 0.309+0.05 0.311+0.06 1
14 dias 0.61+0.06a 0.73+0.04a 0.68+0.06a 0.64 +0.05a 0.7 £0.03a 0.67 +0.04a 0.64 £0.05a 0.72+0.03a 0.67 +0.03a 0.68 + 0.02a 0.112
28dias 1.0+0.1a 1.2+0.05a 1.23+02a 11+02a 1.26+0.07a 1.23+0.1a 1.08+0.14a 1.25+0.06a 1.14+0.05a 1.13+0.2a 0.358
42 dias 1.2+0.2a 22+02b 192+0.2b 1.7+0.2ab 1.9+0.lab 1.82+0.lab 1.66+0.2ab 1.75+0.08ab 1.67 £0.1ab 1.66 + 0.3ab 0.019
Consumo de alimento (g/org)
14 dias 0.44+0.04a 0.55+0.01c 0.48+0.02ab 0.53+0.02bc 0.57+0.02c 0.57 +0.01c 0.59+0.0c 0.55+0.01c 0.57+0.0c 0.58 £ 0.02c 0
28 dias 1.21+0.17a 1.61+0.05b 1.41+0.2ab 1.46+0.lab 1.6+0.1b 1.65+0.07b 1.6+0.13b 1.59+0.02b 1.59+0.02b 1.57 £0.07b 0.005
42 dias 2.2+0.2a 3.12+0.0b 285+05ab 284+03b 3.12+0.2b 3.32+0.3b 3.21+0.3b 3.09+0.09b 3.18+0.03b 3.12+0.3b 0.017
Tasa de Crecimiento (%)
14 dias 97+19a 137+15a 121+19 106 *20a 127 + 8a 117+ 11a 108 +17a 132 £ 10a 119 + 9a 121 + 5a 0.08
28dias 221+3la 300+15a 297+82a 254+63a 306+24a 300+43a 245+43a 305+20a 270+10a 263 *6la 0.307
42 dias 331+70a 617+93b 522+83ab 452+77ab 511+60ab 489 +59ab 433+68ab 467 +27ab 444 +48ab 432+ 117ab 0.044
Tasa de conversion alimenticia
14 dias 1.4+0.1ab 1.3+0.1ab 1.3 £0.lab 16+0.2ab 14+0.08ab 16+0.1ab 18+03b 1.36+0.l1ab 15+0.1ab 1.5+0.03ab 0.036
28 dias 1.75+0.03a 1.74+0.1a 157+0.2a 19+03la 167+0.1a 1.79+0.18a 2.12+0.21a 1.69+0.1a 192+0.la 1.98+0.4a 0.127
42 dias 2.85+0.2c 1.9+0.3ab 1.76 £ 0.05a 2.03+0.08ab 1.97+0.17ab 2.16+0.07ab 2.4 +0.17bc 2.14 +0.18ab 2.34+0.2abc 2.1+ 0.5ab 0.001
Sobrevivencia (%)
14 dias 100+0a 100+0a 97.3+4.6a 97.3+46a 100+0a 94.6%46a 97.3+4.6a 97.3%4.6a 100 £ Oa 100 £ Oa 0.487
28 dias 97.2+4.8a 97.2+4.8a 91.6+14.4a 88.8+12.7a 94.4+96a 805+12.7a 944+96a 86.1+48a 88.8+9.6a 888=*12.7a 0.627
42dias 80+12a 91.6+0a 80.5+209a 805+12.7a 916+0a 875+58a 91.6+83a 77.7+48a 83.3+83a 83.3+8.3a 0.698
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Figura 37. Principales pardmetros zootécnicos de los camarones alimentados con las
diferentes dietas experimentales a los 42 dias en el bioensayo de Mycofix Plus®-Algas.
a) TC,b) CAyc) TCA.
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6.8. Expresion diferencial de 292 genes en hepatopancreas de camardn en relacion
al consumo de diferentes niveles de AF (Experimento 7)

Las Figuras 38 a y b se presentan las imégenes de las laminillas tipo
microarreglos obtenidas de las muestras de hepatopancreas del experimento. La
informacidn general de los experimentos expresados diferencialmente en los camarones
alimentados con la dieta contaminada con 1000 ppb de AFT y el alimento control se

presentan en la Tabla 32.

eo0coeeee
X3

a). Serie 1 correspondiente al tratamiento b). Serie 2, correspondiente al tratamiento con
control (DCL) 1000 ppb de AFT (DCC)

Figura 38. Laminillas de los microarreglos de las los hepatopancreas de camarones
alimentados con la a) DCL y b) la dieta contaminada con 1000 ppb de AFT.

De un total de 292 genes que contenia la laminilla, 157 fueron detectados
(expresados), de los cuales 109 presentaron una expresion diferencial entre los
tratamientos. De los elementos determinados con una expresion diferencial, 85 fueron
sobre estimulados mientras que 24 fueron reprimidos en los camarones alimentados con
la DCL y DCC (Tabla 40 y Figura 39). Para los genes sobre-expresados el 20%
corresponden al metabolismo y homeostasis del camardn, mientras que el 31% de esta

misma categoria correspondian a los genes reprimidos (Figura 40).
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Tabla 40. Resultados generales de los analisis con microarreglos.

N° de Clones % del total de clones

No detectados 141 46.2
Detectados 151 53.8
Reprimidos 23 8.2
Sobre-expresados 80 29.1
Sin expresion diferencial 48 16.4
Total 292 100

Total de Genes Expresados

m sin diferencia  ®mreprimidos  m sobreexpresados

Figura 39. Porcentaje de los genes estimulados, reprimidos y sin diferencia de los genes
de hepatopancreas de los camarones alimentados con la DCL y la DCC.

Los genes sobre-expresados y reprimidos en los hepatopancreas de los
camarones alimentados con la DCL y DCC se enlistan en la Tabla 41. Los genes de las
proteinas de destabilase | EST y nucleotide (respuesta inmune), y Tyrosine phosphatase
(metabolismo y homeostasis) fueron los genes significativamente mas sobre-expresados
(Figura 40a), mientras los genes de Programmed cell death 10 (apoptosis), LPS & BG
Binding Protein (LBBP) (respuesta inmune), Cystathionine-beta-synthase (metabolismo
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y homeostasis), Glyoxalase 1 (proteinas estructurales) resultaron ser los mas

significativamente reprimidos (Figura 40b).

= Replicacion de DNA
= Metabolismo y homeostasis
= Tranferencia de proteinas

otros

a) Sobre-expresados b)

= Respuesta Inmune

® apoptosis

= Proteinas estructurales
m proteinas ribosomales

otros

Reprimidos

u Replicacion de DNA
¥ Respuesta Inmune u Metabolismo y homeostasis

¥ Proteinas estructurales u Tranferencia de proteinas

Figura 40. Porcentaje de genes a) Sobre-expresados y b) Reprimidos en los camarones
alimentados con la DCL y la DCC con 1000 ppb de AF, englobados de acuerdo a su

funcion biol6gica

Tabla 41. Expresion diferencial de genes de hepatopancreas de camarédn alimentados
con DCL y DCC respecto a camarones alimentados con la DCC

Reprimidos

ID del gen Definicion Relacién Cy5/Cy3*
Apoptosis

gi_313 Programmed cell death 10 -11.4149494
SMX-0156 Cathepsin B -9.70735913
Replicacion DNA

SMX-0211 Mago-nashi_proliferation-associated -9.2632692
SM1_080 Translation initiation factor 3 subunit -8.83289001
Respuesta Inmune

SM1 017 LPS y BG Binding Protein (LBBP) -10.8772841
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Continuacion:

SMX-0173 Crustin -2.79701298
SM1_077 putative antimicrobial peptide -1.21825936
SM1_010 Lysozyme -8.95419631
gi_145 fibrosin -8.44914865
Metabolismo y homeostasis
SM1 027 cMnSOD -9.96361862
SMX-0206 Malate dehydrogenase_cytosolic -10.2491135
SMX-0149 Carboxypeptidase A -10.2550286
SMX-0193 Cystathionine-beta-synthase -10.7936033
SMX-0277 Fumarate Hydratase -9.41574177
SMX-0276 Fructose 1_6-bisphosphate Aldolase -9.97297979
SMX-0099 ADP-Ribosylation Factor -10.0354865
79F_CG8385-P_DROME
Proteinas estructurales
SMX-0126 Mouse Nidogen -8.67419227
SMX-0235 Keratin -9.53915881
SMX-0300 Glyoxalase 1 -10.5343029
Transferencia de proteinas
SMX-0280 GABA-A Receptor Associated Protein -9.24792751
SM1 074 Probable amino acid transporter protein -9.89330153
Otros
gi_287 NNN -10.5201276
gi_511 NNN -1.72540064
Sobre-expresados
ID del gen Definicion Relacion Cy5/Cy3*
Replicacion de DNA
gi_182 Trans factor E2-alpha 1.29881783
gi_312 Translation factor 1.43889006
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Continuacion:
gi_115

gi_452
gi_438

Respuesta Inmune
SM1_040
gi_448
SM1_005
gi_131
SM1_004
gi_430
SM1_028
SM1 049
SM1_025
gi_240

Transcription initiation Factor TFIID

subunit
ribonucleoprotein

Eukaryotic translation initiatio

Hemocyanin

Proteinase inhibitor Kazal
Chitinase

Chelonianin

Cathepsin L

HSP-60

destabilase | EST y nucleotide
peroxinectin

Beta Glucano

Anti LPS

Metabolismo y homeostasis

gi_159
SM1_070
gi_264
gi_017
gi_433
gi_057
gi_371
gi_047
SM1_016
gi_280
gi_095
gi_315
SM1_031
gi_036

Acyl carrier prot

Lipase-like

mitochondrial processing pept
Cytochrome C oxidase polype
disulfide isomerase

Mak3p

glucuronyltransferase
fumarate hydrolase

ATPase sub 6

NADH dehydrogenase Fe-S
ATPase and permease dom
F1FO-type ATP synthase
Carboxipeptidase

Cytochrome C oxidase subunit

1.94708724

1.96811594
1.97671033

1.39444608
2.07969447
2.28540909
3.13750352
8.55842071
10.1686721
13.6794251
8.36413466
9.56605404
10.6238815

1.33384629
1.35002641
1.38857268
1.40807253
1.42212238
1.72445368
1.38233655
1.92146976
2.13755891
2.27259711
2.49454891
2.59597347
8.89330153
8.99717948
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Continuacion:
gi_128
gi_191

SM1 071
gi_158
SM1_044
gi_225
SM1_030
gi_318
gi_331
gi_373
SMX-0104
SMX-0262
SMX-0129
SM1_045
SM1 072

Farnesyl pyrophosphate synt
N-acetyltransferase

NADH dehydrogenase sub2

proPO AF

Glycosyltransferase

Acetylesterase

Amylase

Tyrosine phosphatase

60S ribosomal protein L24

SHC (Src homology 2 domain)
Thioredoxin-Related Protein 14
F1FO-type ATP Synthase_subunit g
F1FO-type ATP Synthase_subunit g
keratinocyte associated

NADH quinone oxidoreductase

Proteinas estructurales

gi_300
gi_148
gi_081
gi_246
gi_526
gi_014
gi_656
gi_563
gi_472
gi_051

histone H1
microtubule
H3
Tropomyosin
S26
Thymosin
profilin

L27

L9

keratin associated

Transferencia de proteinas

SMX-0093
SMX-0269
gi_064

Acyl-CoA-Binding Protein
Fatty Acid-Binding Protein 10

DNA-binding transcriptional regulator

9.04028972
2.10823268

9.1176431
9.20212382
9.28655776
10.1617617
10.6325409
11.0234078
1.83799061
2.24666828

8.4429435
8.92332749
9.00422047
9.02652344
9.11374217

1.30995122
1.33157826
1.33978625
1.34225678
1.35871138
2.03788578
2.64594823
2.41559744
2.90031531
2.13398134

1.25656702
2.37805297
2.66961385

119



Continuacion:
SM1 029 Acyl-CoA Binding protein EST and
nucleotide

Proteinas ribosomales

gi_263 L35

gi_262 S14

gi_379 L8

gi_022 L3

gi_075 S9

gi_426 S3

gi_233 L31

gi_257 L15

Otros

gi_443 EST vannamei

gi_722 EST lymphoid Organ

H1l gi_915

gi_117 similar to antistasin

gi_468 WD40 protein Ciao 1

gi_171 Putative Salivary Cys-Rich Secreted
Prot

gi_413 EST vannamei

gi_144 NNN

gi_727 NNN

Al gi_944

gi_146 NNN

G4 gi_810

gi_175 NNN

9.27961058

1.41144811
1.46801531
1.57260458
1.69795848
1.89443806
1.94300871

2.0181227
2.05080896

1.48832219
1.76365909
2.19581627
2.19995298

2.8057786
4.16564901

9.11243951
1.22931051
1.56203991
1.68718326
1.89556418
2.15607242

10.115694

*log2 de la diferencias de la sefial (expresion) dada en las muestras de hepatopancreas

de camardn alimentado con la DCL y DCC entre los hepatopancreas de los camarones

alimentados con la DCC (1000 ppb de AFT) tomando los valores entre -1.2 y 1.2 como

sin cambio de expresion (+/-20%)
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7. DISCUSIONES

7.1. Dietas experimentales.
7.1.1. Composicion quimica de los alimentos experimentales.
El contenido de lipidos y proteina en todas las dietas experimentales fue muy

similar y su contenido fue a lo esperado. Para el caso del contenido de ceniza solamente
se observo un incremento cuando las dietas fueron suplementadas principalmente con
harina de alga (8.9 a 9.01%). Este incremento se debe al elevado contenido de ceniza
que contiene este ingrediente (Cruz-Suarez et al., 2010). El incremento en ceniza
también fue observado en las dietas que contenian los niveles crecientes de Mycofix

plus® ademés de la harina de alga U. clathrata.

7.1.2. Estabilidad del alimento y absorcion de agua.
La manufacturacion de alimentos para consumo animal envuelve una serie de

procesos que intervienen en la calidad final del pellet, sin embargo, la incorporacién de
algunos ingredientes tales como arcillas minerales que juegan un papel clave en algunos
de los parametros fisicos del alimento (Thomas et al., 1998).

Pfost y Young (1973) encontraron que las bentonitas de sodio tienen efectos
beneficiales en la durabilidad del alimento, en promedio 5% mas alta que para las dietas
control; aunque no se observaron diferencias significativas en el uso de la bentonita en
relacion con el tamafio de particula (fino, medio, grueso) de los ingredientes
alimenticios. Las dietas que fueron suplementadas con Mycofix Select® y Fixat®
productos que contenian aluminosilicatos mejor6 la PMS (12-16%), mientras que la
inclusion de Novasil Plus® y Zeolex Extra® no presentaron tendencia alguna. Existen
evidencias que muestran que la inclusién de montmorillonita y vermiculita incrementan
la capacidad de absorcion de agua debido a la presencia de espacios intercalados en las
moléculas de este productos (Vaught et al. 2006). La mayor capacidad de absorcion de
agua en estas dietas fue para las que contenian Mycofix Select® y Fixat™ lo que
confirma la presencia de montmorillonita.

Se ha reportado también que la inclusién de fibras solubles (arabinoxilanos, y
pectinas) y B-glucanos mejoran la calidad del pellet (Thomas et al., 1998; Thammakiti

et al., 2004; Zechner-Krpan et al., 2009). Por su parte Otero et al. (1996) encontraron
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que el glucomanano semi-puro, cuando es obtenido de las paredes celulares por
tratamiento alcalino, tiende a duplicar su absorcion de agua. En el presente estudio, se
observd una variacion de 14.2% a 17.7% de PP, sin embargo las dietas suplementadas
con lo diferentes productos presentaron menor PMS con respecto a las dietas sin
suplementar (10% contra 6.3 a 8%), confirmando que la inclusion de los productos que
tenian productos de levadura (experimento 4) mejoran la calidad del pellet. Para la
absorcion de agua los resultados oscilaron entre 87.7 y 108.7%, sin observase
diferencias significativas entre las diferentes tratamientos, por lo que para este
experimento solamente se modificé la estabilidad de los alimentos.

Se ha reportado que la inclusion de harina de macroalgas mejora la estabilidad
de los alimentos para organismos acudaticos: Hashim y Mat-Saat (1992), reportan que la
incorporacion de 5% Ulva ssp. incremento la estabilidad de las dietas para Channidae
(Channa striatus). De igual manera Pefaflorida y Golez (1996) reportan la buena
capacidad de estabilidad de las dietas suplementadas con harina de Kappaphycus
alvarezii (6-7% de PMS). Por su parte Pefia-Rodriguez (2011) encontré una mejor
estabilidad de dietas para camarén L. vannamei observando que al agregar harina de
alga Ulva clathrata, disminuida la PMS en un 19.1%. Los valores PMS encontrados en
el presente estudio en las dietas que se les afiadié harina de alga encuentran similitud a
los reportados por Pefaflorida y Goles (1996) donde encontraron una PMS del 12% en
dietas que contenian Gracilaria heteroclada. Aungue las dietas suplementadas con
harina de alga y CLA presentan una mayor PMS en comparacion con las dietas sin
suplementar y las suplementadas con curcuminas se encuentran dentro de los valores
reportados para alimentos para camarén. Diferencias relacionadas a una mayor perdida
en comparacion con otros estudios pudiera deberse al tipo de formula empleada en este
estudio. Se ha reportado que la inclusion de harina de alga incrementa la absorcion de
agua, Pefia-Rodriguez (2011), observo un incremento (28%) en este parametro cuando
incluyd 6% harina de Ulva clathrata a dietas para camarén. Cruz-Suarez et al. (2009)
menciona que la harina de ulva otorga una mayor capacidad de Abs. H,O gracias a la
presencia de grupos sulfatados en fracciones de polisacaridos y/o el efecto sinérgico con
los restos sacaridos presentes en la ulva. En el presente experimento observamos que la
inclusion de harina de alga U. clathrata incrementd este pardmetro en un promedio de
42%, confirmandose que la inclusion de este ingrediente modifica este parametro en el
alimento para camardn, mientras que la inclusion de CLA presentd un incremento del

20%. EIl efecto no encontrado en este pardmetro debido a la presencia de curcuminas era

122



de esperarse por su bajo nivel de inclusion en el alimento. Para el experimento donde se
evalué el efecto de la combinacién de Mycofix plus® con harina de alga observamos
que la PMS y la Abs. H,O no fue modificada por la presencia de estos dos ingredientes.
El cambio nulo en estos parametros pudiera deberse al efecto combinado de estos

productos en el alimento.

7.2. Parametros zootécnicos.

7.2.1. Efecto de las AF sobre los pardmetros de rendimiento del camarén L.
vannamei (Experimentos 1y 2).

7.2.1.1. Consumo de alimento y ganancia de peso.
El presente estudio en juveniles de camaron L. vannamei demostr6 que la

presencia de AF en la dieta afectan la mayoria de los parametros de rendimiento. Lo que
concuerda con lo encontrado anteriormente por otros autores que han utilizado AF en
formas puras (Bautista et al., 1994; Ostrowski- Meissner et al., 1995; Boonyaratpalin et
al., 2001). La reduccion de la ganancia de peso observada en los camarones alimentados
con las dietas contaminadas fue del 13-17% (para dosis bajas) a 26-48% (para dosis
altas). En comparacion con el presente estudio Ostrowski- Meissner et al., (1995)
obtuvo resultados mas contundentes al alimentar por 3 semanas juveniles de camaron L.
vannamei a niveles de 1500 y 3000 ppb de AFB; en forma pura, disminuyendo 39 a
45% en comparacion a los camarones del tratamiento control. Por otra parte Bautista et
al. (1994), encontraron una reduccién significativa en la tasa de crecimiento en
juveniles de camarén tigre Penaeus monodon a los que se les proporciono dietas
contaminadas con 75 y 100 ppb de AFB; puras, en el presente estudio esta reduccién
fue observada a niveles de 55 y 120 de AFT, en los cuales la presencia de AFB; fue de
49 y 92 ppb respectivamente. Este resultado indica un efecto aditivo causado por la
presencia de otras AF en la dieta.

Diversos estudios muestran que la presencia de AF pueden afectar el crecimiento
a través de un proceso de “hormesis bifasica”, es decir a bajas dosis estimula el
crecimiento y altas dosis inhibe el crecimiento (Diaz et al., 2008). A bajas dosis
tipicamente la estimulacién maxima es entre 30 y 40% mayor que el control (Calabrese,
2002). Este fendmeno ha sido descrito anteriormente en carpas gibel, Huang et al.
(2011) encontraron que el peso final para las carpas alimentada con 50 ppb de AFB; fue
12.3% mayor que la dieta control. Han et al. (2010) reportaron previamente en la misma
especie que la ganancia de peso en organismos alimentados con 40 ppb de AFB; fue
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112.6% mayor que la dieta control después de 3 meses. En el presente trabajo, los
camarones alimentados con las dietas suplementadas con 10 y 40 ppb de AF totales
presentaron un mayor peso final (de 1.6 a 2%) que los camarones alimentados con la
dieta control, sin embargo no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos.

Un factor ampliamente identificado con la presencia de AF es una disminucion
en el consumo de alimento. En un gran nimero de investigaciones se ha observado esta
caracteristica ya sea en animales terrestres tales como cerdos (Nguyen et al., 2008;
Schell et al., 1993), aves (Arafa et al., 1981; Shi et al., 2006) y en organismos acuaticos
como la carpa gibel (Huang et al., 2011), tilapia (Deng et al., 2010) y camaron
(Wiseman et al., 1982; Ostrowski-Meissner et al., 1995). En el presente estudio, los
camarones alimentados con las dietas contaminadas con AF consumieron menos
alimento (2 a 24%) que los camarones alimentados con la dieta control, relacionando
este resultado inversamente con los niveles de inclusion de AF en las dietas
experimentales, con excepcion de los camarones alimentados con la dieta suplementada
con 10 ppb de AFT, los cuales mostraron un mayor consumo de alimento (17%) que los

organismos a los cuales se les proporciono la dieta no contaminada.

7.2.1.2. Sobrevivencia.
La baja sobrevivencia en camarones alimentados con altos niveles de AFB;

(15,000 a 300,000 ppb) en formas puras ha sido bien documentada (Wiseman et al.,
1982; Ostrowski-Meissner et al., 1995). Sin embargo, existen resultados contradictorios
en estudios realizados con menores dosis de inclusidn. Ostrowski-Meissner et al. (1995)
no observaron una reduccion significativa de la sobrevivencia de individuos de L.
vannamei alimentados con dietas suplementadas con 15 a 900 ppb de AFB; en forma
pura. Bautista et al. (1994) concluyeron que la contaminacion de las dietas con 25, 50,
75y 100 ppb de AFB; en forma pura causé mortalidades significativas (40-60%) en P.
monodon después de 60 dias de alimentacion, por su parte Boonyaratpalin et al. (2001)
utilizando la misma especie, documentaron una disminucion significativa de la
sobrevivencia después de ocho semanas de alimentacion con dietas suplementadas con
2500 ppb de AFB; en forma pura (26%); sin embargo, los camarones alimentados con
las dietas suplementadas con 500 y 1000 ppb de AFB; mostraron solo una pequefia

disminucion en la sobrevivencia (89.47 y 86.84% respectivamente). Por su parte
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Soonngam y Huatacharon (2007) en acuerdo a lo mencionado anteriormente
documentaron que el consumo de dietas suplementadas con 500 ppb de AFB; en forma
pura no afecta la sobrevivencia en juveniles de P. monodon. En el presente estudio, se
observd una disminucion de la sobrevivencia en los camarones alimentados con las
dietas que contenian 1000 y 2000 ppb de AFT desde el dia 21 hasta el final del
experimento (62-72% vs 88-94%), mientras que la sobrevivencia de los camarones
alimentados con bajos niveles de inclusion no se vio afectada. En los dos experimentos
donde se realizaron las inclusiones de AFT la sobrevivencia se vio afectada
estadisticamente a niveles de 1000 y 2000 ppb, si comparamos estos resultados a los
estudios mencionados anteriormente se puede deducir que la presencia de otras
micotoxinas producidas durante la contaminacion natural de los granos aumenta la

mortalidad de dichos organismos.

7.2.1.3. Tasa de Conversion alimenticia.
La TCA es un parametro que se ha visto alterado por el consumo de AF. En

varios estudios se ha observado esta caracteristica en variaos tipos de organismos como
ratas (Baptista et al., 2008), cerdos (Ying Hua et al., 2007; Nguyen et al., 2008), aves
(Bintvihok y Kositcharoenkul, 2006; Yinghua et al., 2009) como organismos acuaticos
(Akter et al., 2010). En crustaceos Boonyaratpalin et al. (2000) reporto que el
incremento de la TCA en el camardn tigre es directamente proporcional al consumo de
AFB;. Suppadit et al. (2006) encontraron que la TCA se vio aumentada con el consumo
de dietas contaminadas con 500 ppb de AFB; esto en L. vannamei. Para peces Anh
Tuan et al. (2002) encontraron que la TCA en tilapia del Nilo era afectada a niveles de
2.5mg de AFB:/Kg de alimento. En contradiccion Chavez-Sanchez et al. (1994)
utilizando la misma especie encontraron que no afecta este parametro a niveles de
30mg/kg. Resultados encontrados por Akter et al. (2010) alimentando con 100 ppb de
AFB; a carpas aumenta la TCA 2.23 veces cuando es comparado con los de la dieta
control. En el presente estudio encontramos que la TCA para las dosis altas fue de 1.59,
1.69 y 2.08 para los camarones alimentados con 500, 1000 y 2000 ppb de AFT
respectivamente (este dltimo con diferencias significativas) y para las dosis bajas las
mayores TCA fueron para los camarones alimentados con las dietas que contenian 10,
60 y 120 ppb de AFT, siendo los camarones alimentados con 10 ppb los que obtuvieron

la més alta TCA, esto se debe al incremento en el consumo de alimento anteriormente
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mencionado. Con esto confirmamos que este parametro se ve afectado de manera

significativa a elevados niveles de inclusion de AF.

7.2.1.4. Dafos histoldgicos.
Una caracteristica histopatoldgica revelada por la presencia de AF es la

disminucion tanto de la capacidad de almacenamiento de nutrientes de las células B
como de la actividad mitdtica de las células E. Los cambios en la actividad celular
observada en el presente estudio concuerdan con los descritos anteriormente en otras
especies. Gopinath y Raj (2009) observaron en sub-adultos de P. monodon una
alteracion de la funcién normal de absorcion y almacenamiento de nutrientes debido al
namero reducido de células R (Restzellen), disminucién de la produccion de enzimas
digestivas de las que son encargadas las células F (Fibrillazellen) y alteracion en la
secrecion enzimatica llevada a cabo por las células B (Blasenzellen).

La reduccion significativa del contenido lipidico de las vacuolas ha sido
caracterizada en presencia de AF, Lightner et al. (1982) observaron una disminucién
significativa al inyectar a camarones L. stylirostris con 20 ppb de AFB; en forma pura.
Esto mismo fue reportado por Bautista et al. (1994) cuando alimento a juveniles de P.
monodon con dietas que contenian AFB; a partir de un nivel de 75 ppb. En la presente
investigacion solo los camarones alimentados con 500, 1000 y 2000 ppb de AFT,
mostraron una disminucion significativa en la vacualizacién lipidica, la diferencia entre
los resultados de los diferentes estudios pudiera deberse a que en los primeros estudios
se utilizaron AFB; en forma pura y en los estudios realizados en el presente trabajo fue
grano contaminado naturalmente; ademas de la especie de camardn evaluada, peso
promedio entre otros.

Varios autores reportan dafios histologicos en el hepatopancreas de camarones
alimentos con dietas contaminadas con AF. Lightner et al. (1982) y Ostrowski-
Meissner et al. (1995) mostraron lesiones generales en el hepatopancreas, érgano
mandibular y los érganos hematopoyéticos en los camarones L. stylirostris y L.
vannamei alimentados con dietas suplementadas con AFB; en forma puras (50 a
3000,000 ppb). Boonyaratpalin et al. (2001), observaron que al final de un periodo de 4
semanas alimentando juveniles de camarén P. monodon con 2500 ppb de AFB; en
forma pura desarrollaba atrofia, acompafiado con severa necrosis y degeneracion en los

tubulos del hepatopancreas y por su parte, los camarones alimentados con 1000 ppb
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desarrollaron una necrosis muy dispersa ademas de exhibir atrofia de las células en
algunas areas, estos cambios fueron detectados en el 60% de las muestras examinadas.
Sin embargo al final de 8 semanas tanto los camarones que recibieron 1000 como 2500
ppb de AFB; en forma pura mostraron severos cambios histopatoldgicos en el tejido
hepatopancreatico. Ademas afiade que los organismos alimentados con 500 ppb de
AFB; en forma pura mostraban solo un inicial estado de cambios histoldgicos, con
atrofia de las celulas del hepatopancreas y una infiltracion menor en los tubulos y solo
el 40% de las muestras analizadas presentaban este dafo. En contradiccion Gopinath y
Raj (2009) mencionan que la presencia de AFB; en forma pura a niveles de 50 ppb en
los camarones de la misma especie podia causar un dafio a las células después de 28
dias de alimentacion y que este dafio puede ser incrementado conforme los niveles de
inclusion van aumentando. En la presente investigacion la atrofia de los tabulos del
epitelio concuerda con otros estudios; no obstante a los camarones que se les
proporciono las dietas a niveles bajos de AF presentaron mayor tasa de descamacion de
las células del hepatopancreas (50 a 92%) que los organismos que recibieron las dosis
altas (4 a 38%) e incluso los camarones que fueron alimentados con la DCL en el
bioensayo 2 (33%) presentaban mayor dafio que los organismos que consumieron la
DCL en el bioensayo 1 (9%). Estas lesiones en el hepatopancreas podrian estar ligadas a
alguna infeccion bacteriana, lo que explica el alto valor de descamacion celular
encontrado para los camarones alimentados con la DCL el en experimento 2. Sin
embargo, si se considera que la infeccion bacteriana es resultado de la depresion del
sistema inmunolégico causada por la presencia de micotoxinas, esto explicaria la mayor
tasa de descamacion de las células del hepatopancreas obtenida para los camarones que
se les proporciono las dosis bajas de AFT, estos animales fueron alimentados durante 64
dias en comparacion con las dietas que contenian los niveles mayores en el primer

experimento, el cual a causas de la elevada mortalidad tuvo una duracion de 28 dias.

7.2.1.5. Eficiencia de retencién de nitrogeno.
La ERN en animales alimentados con dietas contaminadas con AF puede ser

relacionado a la reduccion en la digestibilidad de nutrientes. En aves ponedoras
(Leghorn), se ha observado que el consumo de alimento contaminado con 2000 ppb de
AFB; reduce este indice en un 8.5% (Galkate y Rokde, 2009). Lim et al. (2001)
observaron que la inclusion de harina de palmiste contaminada con 100 ppb de AF en

tilapias reducia la utilizacion de nitrégeno proteico en un 30% ademas de reducir la
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digestibilidad de la proteina. Para el caso de otras micotoxinas, Hooft et al. (2011)
encontrd que la que la trucha arcoiris alimentada con dietas contaminadas con 2.6 ppm
de DON reducia la retencion de nitrégeno en un 26%. Ostrowski-Meinssner et al.
(1995) observaron que la inclusion de 900 ppb de AFB; reduce significativamente la
digestibilidad de materia seca (45-53 vs 30%), proteina (68-75% vs 50%) y energia (50-
71% vs 46%). Por su parte Gopinath (2006) menciona que la disminucion en la
digestibilidad de nutrientes como las proteinas, se puede deber al efecto de las AF a
nivel histolégico en la funcion de absorcion y secrecion de las células en los tubulos del
hepatopancreas. Estos resultados son congruentes a los obtenidos en el presente estudio,
donde se observd que los camarones alimentados con la dieta con 2000 ppb de AFT
mostraron la menor retencién de nitrégeno (17% menos comparados con los de la dieta
control), esto puede deberse a consecuencia del dafio histolégico mencionado

anteriormente.

7.2.1.6. Depositacion de AF en tejido de camardn alimentado con dietas
contaminadas con AF.

El hallazgo de residuos de AF en musculo, hepatopéancreas o en todo el camardn
alimentados con dietas contaminadas con AF ha sido un tema en el que existen algunas
contradicciones. Boonyaratpalin et al. (2001) mencionan que los residuos en musculo
de P. monodon alimentados con 100 ppb de AFB; en forma pura fue de 14.2 ppb a las 4
semanas de alimentacion, sin embargo, después de este tiempo observé una reduccion
significativa a 0.6 ppb. Divakaran y Tacon (2000) no encontraron residuos de aflatoxina
en tejido de camar6n (camaron entero, musculo de la cola) y en heces cuando
alimentaron a camarones L. vannamei con dietas que contenian 300, 400 y 900 ppb de
AFB; en forma pura. En el presente estudio los niveles de aflatoxinas en tejido de
camaron completo estuvieron cercanos a los niveles de deteccion de los meétodos

empleados.

7.2.2. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones por la presencia de
aluminosilicatos (Experimento 3).

7.2.2.1. Consumo de alimento y ganancia en peso en camarones alimentados con
dietas libres de AF y arcillas.

Existen diferentes estudios en donde se han observado una eficiencia de los

aluminosilicatos en alimentos inocuos para animales terrestres, esto podria deberse a
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que las arcillas ayudan a la lenta transicion de los nutrientes en el sistema digestivo y asi
tener un mejor aprovechamiento de los mismos (Mumpton y Fishman, 1977) dando
como resultado un incremento en los parametros de rendimiento, esto es confirmado por
Edrington et al. (1997) quienes encontraron que la incorporacion de carbon activado a la
dieta inocua para aves de engorda aumentaba la ganancia de peso en un 4.3%. Por su
parte Denli y Okan (2006), observaron en la misma especie que al afiadir HSCAS a una
dieta libre de micotoxinas no afectaba la ganancia de peso ni la TCA, sin embargo al
integrar carbon activado o diatomita (2.5 g del producto por kg de alimento) disminuia
la ganancia de peso en un 4 y 6% y aumentaba la TCA en un 2.8 y 3.4%
respectivamente. En animales acuaticos de igual manera existen resultados
contradictorios: por ejemplo estudios realizados con alevines de bagres alimentados con
dietas que contenian 0.3% y 0.6% de aluminosilicato de calcio y sodio hidratado a
dietas libres de micotoxinas redujo el peso final en un 10% y 26% respectivamente
(Lopes et al., 2009), mientras que para la trucha arcoiris, se observd un mayor
incremento de peso y conversion alimenticia cuando se alimenté con dietas libres de AF
suplementadas con bentonita de sodio o mordenita (Eya et al., 1996). En el presente
bioensayo, al utilizar cada una de las arcillas con la DCL se observo que los camarones
que consumieron Zeolex Extra®, Mycofix Select® y Fixat® presentaron una disminucién
en el consumo de alimento (alrededor de 11-13%) y la tasa de crecimiento (de alrededor
de 1.5-14%). En contraste, los individuos alimentados con la DCL+ Novasil Plus®
mostraron un mayor consumo de alimento (7.1%) y una mejor tasa de crecimiento (8%).
Estas diferencias en los resultados segin Machacek et al. (2010) radica principalmente
en el tipo de zeolita utilizada, su pureza, caracteristicas fisicas y quimicas y su
concentracion en la dieta. Otros autores mencionan que la disminucién del consumo de
alimento es debido que las zeolitas secuestran compuestos nitrogenados (Nguyen y

Tanner, 1998) las cuales son atrayentes para el camarédn (Suresh et al., 2011).

7.2.2.2. Capacidad de las arcillas para reducir la aflatoxicosis en camaron.
La capacidad de los aluminosilicatos para absorber AF ha sido ampliamente

estudiada tanto in vitro como in vivo (Schell et al., 1993; Kegeci et al., 1998; Diaz et al.,
2003; Avantaggiato et al., 2007; Yinghua et al., 2009). Sin embargo, su efectividad para
secuestrar las micotoxinas depende de muchos factores tales como la estructura y

componentes quimicos, tamafio de la particula, capacidad de union, area superficial y
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propiedades fisicoquimicas (Kolosova y Stroka, 2012). Aunado a lo anterior las arcillas
juegan un papel muy importante en su atraccion, donde las caracteristicas principales de
absorcion es la estructura fisica del secuestrante i. e. el total y distribucién de su carga,
el tamafio de los poros y su accesibilidad al area superficial. No obstante en el
mecanismo de absorcion de las arcillas existen algunas contradicciones, autores como
Phillips et al. (2002) y Kannewischer et at. (2006) mencionan que, por medio de
difraccién por rayos X, las AF son absorbidas dentro de los espacios interlaminales de
la arcilla. Por otro lado, Desheng et al. (2005) llegaron a una conclusién opuesta,
mencionando que las moléculas de AFB; son ligadas en el borde de la esmectita por
medio de un doble enlace de hidrogeno y que no son capaces de ser absorbidas
penetrando el &rea de la capa intermedia.

Estudios en aves han encontrado que la incorporacion de HSCAS vy zeolita en
dietas contaminadas con AF aumentaban la ganancia de peso y el consumo de alimento,
disminuido por el consumo de estas micotoxinas (Oguz y Kurtoglu, 2000; Denli y
Okan, 2006). Para especies acuaticas, algunos estudios han demostrado que la
incorporacion de bentonitas y montmorollonita (a trucha arcoiris y tilapia
respectivamente) a dietas contaminadas con AF reduce su absorcién en el tracto
intestinal (Ellis et al., 2000; Hassan et al., 2010). Por otro lado, existen estudios que han
mostrado que la inclusion de aluminosilicatos en dietas contaminadas con AF para
bagres y trucha arcoiris no produjo una disminucién de sus efectos toxicos (Lopes et al.,
2009; Arana et al., 2011). Estudios realizados en camarédn por Suppadit et al. (2006) y
Soonngam y Hutacharoen (2007) encontraron que la inclusion de HSCAS y vermiculita
disminuyo los efectos negativos causados por la alimentacion de dietas contaminadas
con AF en L. vannamei y P. monodon, pero estas mejoras no eran estadisticamente
similares a las dietas sin AF. En el presente experimento solo los camarones
alimentados con la DCC adicionada con Zeolex obtuvieron un CA y TC similares a los
alimentados con la DCL; al contrario, la incorporacién de Novasil Plus®, Mycofix
Select® y Fixat® a la DCC mejoré ligeramente la TC aunque no mejoro de manera
estadistica el CA.

La tasa de conversién alimenticia y la eficiencia de retencion de nitroégeno en el
presente estudio, no fueron afectadas por el consumo de las AF, ni por la inclusion de
las arcillas. La tasa de conversion alimenticia es el valor correspondiente del consumo
de alimento aunado al aumento de peso, en los organismos que consumieron la DCC se

observd una disminucién paralela en los dos pardmetros antes mencionados. La
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inclusion de arcillas en las dietas experimentales no ocasiono efectos adversos en la
sobrevivencia, resultados que coincides con los publicados anteriormente por
Soonngam y Hutacharoen (2007) en P. monodon alimentando con dietas que incluian
HSCAS y vermiculita.

7.2.3. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones por la presencia de
mezclas de aluminosilicatos con paredes de levadura y otros productos
(Experimento 4).

7.2.3.1. Consumo de alimento y ganancia en peso en camarones alimentados con
dietas libres de AF y con mezclas de aluminosilicatos con paredes de levadura y
otros productos.

La suplementacion de carbohidratos indigeribles (como la celulosa,
polisacaridos en las paredes celulares de levadura y bacterias tales como el glucomanan
y peptidoglicanos entre otros) han servido como un promotor del crecimiento al ser
afiadidos a dietas inocuas. En aves se ha encontrado un efecto promotor del crecimiento
en la suplementacion de paredes celulares de levadura de Saccharomyces cerevisiae a la
dieta, aumentando la ganancia de peso en pollos de engorda de hasta un 5%, el consumo
de alimento en un 2%, ademas de disminuir la TCA en un 4.6% (Arce et al., 2005;
Verduzco et al.,, 2009). Por su parte Parlat et al. (2001) encontraron en codorniz
japonesa un aumento en la ganancia de peso y consumo de alimento de un 40 y 41%
respectivamente comparado con la dieta control. Estos resultados confirman lo
publicado por de los Santos et al. (2007) quienes sefialan que varios promotores
nutricionales influyen en la funcion del intestino, ya que las paredes celulares de
levadura de S. cerevisiae favorecen la longitud de las vellosidades, ejerciendo un efecto
positivo en su tamafio, esto a su vez podria favorecer la superficie de absorcion de
nutrientes. Por otro lado, se ha observado que el uso de algunos productos como
polimeros de glucomanano disminuyen el peso final en aves de engorda en un 25y
4.8% a dosis de 0.5 y 1 g/kg de alimento respectivamente (Basmacioglu et al., 2005).
En cerdos de igual manera se observa una ligera reduccion del peso promedio al afiadir
a la dieta 2g del polimero por kg de alimento (Battacone et al., 2007).

En organismos acuaticos, para el caso de la trucha arcoiris, estudios realizados
por Staykov et al. (2007) muestra que la suplementacién en la dieta del 2g/kg de
oligosacaridos de manano derivado de paredes celulares de S. cerevisiae, incrementa el
promedio de peso final en un 12 y 10%; y disminuye la TCA en 9.6 y 11.2%; esto para
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organismos mantenidos en jaulas y en raceway respectivamente. Utilizando el mismo
producto a una concentracion de 2 g /kg de alimento Torrecillas et al. (2007) observaron
un aumento del 9% en lubina (Dicentrarchus labrax) comparados con organismos
alimentados con la dieta control. De igual manera se observa un aumento en el peso
promedio final (12%) y consumo de alimento (12.3%) en carpa comudn (Cyprinus
Carpio) cuando fueron alimentados con una dieta que contenia 1g/kg de levadura. En el
presente bioensayo al utilizar las mezclas remediadoras con las DCL se observé que los
camarones que consumieron las dietas suplementadas con Aflabalan® y Mycosorb®
disminuyeron el consumo de alimento en un 39 y 20%, ademas de presentar una menor
TC (52 y 23% respectivamente). En contraste, al incorporar Mycofix Plus® a la DCL no
se encontraron diferencias significativas tanto en CA como en la TC. Para la eficiencia
de retencion de nitrégeno se pudo observar que la incorporacién tanto de Aflabalan®
como de Mycosorb® a la DCL reduce de manera significativa este parametro en un 40 y
26% respectivamente, y para el caso de Mycofix Plus® solo un 9% sin mostrar
diferencias significativas, estos valores estan sumamente correlacionados a los
encontrados para el CA y la TC, esto puede deberse a que algunos productos pueden
secuestrar compuestos nitrogenados, o en si nutrientes que provoquen una disminucion
en la palatabilidad o incorporacién de nutrientes esenciales para el camarén (Ramos y
Hernandez, 1997)

7.2.3.2. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones por la presencia de
mezclas de aluminosilicatos con paredes de levadura y otros productos.

La capacidad de los polisacaridos indigeribles para disminuir el efecto de las
micotoxinas ha sido bien documentada en animales terrestres (Stanley et al., 1993; Raju
y Devegowda, 2000; EI-Nezami et al., 2000; Parlat et al., 2001; Kamalzadeh et al.,
2009). Dentro de este grupo, el uso de la levadura S. cerevisae ha mostrado ser muy util
como secuestrante de micotoxinas, Devegowda et al. (1998) observo que el extracto de
fraccion de paredes celulares de S. cerevisae es capaz de secuestrar in vitro micotoxinas.
Santin et al. (2003) encontraron que las paredes celulares mejoraban la TCA de las aves
expuestas a AF; por su parte Basmacioglu et al. (20005), utilizando glucomanano
esterificado extraido de las paredes celulares, observaron una mejora significativa en la
ganancia de peso en un 59% al ser afiadido al alimento contaminado con AF. Raju y
Devegowda (2000) al afiadir glucomanano de levadura (Mycosorb®) a una dieta
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contaminada reportaron un incremento en el CA y peso promedio final de aves de
engorda en un 4.5 y 1.6% respectivamente. Utilizando el mismo producto, Battacone et
al. (2007) encontraron que los efectos negativos de las AF son disminuidos en cerdos.
El modo de accién del glucomanano de levadura no es claro todavia, sin embargo, la
hipétesis por la cual los efectos de las AF en el alimento se reducen es gracias a que la
molécula es absorbida dentro de la matriz del glucomanano, previniendo su absorcion
en el tracto gastrointestinal (Kamalzadeh et al., 2009).

En estudios realizados con Mycofix Plus® se observa que a partir de un nivel de
inclusion de 0.05% disminuye los residuos de AFB; y AFM; en musculo e higado de
aves alimentadas con dietas contaminadas con AF (Bintvihok y Kositcharoenku, 2003;
Gargees y Shareef, 2009). También se ha evidenciado que este producto aminora otros
problemas desarrollados por la presencia de AF: Nesi¢ et al. (2012) observa que la
inclusion de este producto a dietas contaminadas con la toxina T-2 a aves de engorda
aumentaba el peso final (+9.4%) pero tambien redujo las ulceraciones bucales
provocadas por la presencia de esta micotoxin. Para el presente bioensayo se observo
que al afiadir Aflabalan® a la DCC no se observé mejora alguna en los pardmetros en
general, en contraste al afiadir Mycosorb® y Mycofix Plus® se incrementé el consumo
de alimento y la TC en un 15.6 y 20% Yy en un 5% 23% respectivamente, ademas de
mejorar la TCA en un 14%.

7.2.4. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones por la presencia de
diferentes fuentes de antioxidantes (Experimento 5).

7.2.4.1. Consumo de alimento y ganancia en peso en camarones alimentados con
dietas libres de AF y con diferentes fuentes de antioxidantes.

En los ultimos afios ha incrementado la demanda del consumidor por un camarén
de acuacultura con mejor calidad y seguridad para el consumo. Por lo tanto la estrategia
de la produccidn tiene que centrarse en la calidad de la comida a través de higiene de
piensos, ademas de resultados de crecimiento, que a menudo era el Unico enfoque en el
pasado. Esta estrategia ha acelerado la busqueda en la identificacion y desarrollo de
suplementos y aditivos dietarios seguros que aumenten la calidad del camar6n de
granja. Existen diferentes estudios que han encontrado una efectividad en el uso de
ingredientes con propiedades antioxidantes para el aumento de los parametros de
rendimiento de organismos tanto terrestres como acuaticos. Chen et al. (2013)

evaluaron la flor madreselva japonesa (Lonicera japonica), (utilizada por la medicina
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tradicional China gracias al contenido de polifenoles [Xagorari et al., 2001]), en los
pardmetros de crecimiento de camarones Penaeus monodon, incorporando varios
niveles de harina de esta flor (0.1, 0.2, 0.4 y 0.8%) encontraron al final del experimento
y comparando con los camarones alimentados con la dieta control, que el CA no era
afectado por ninguno de los tratamientos, sin embargo, se observo que la TC era
proporcional a la inclusion del madreselva japonesa hasta el tratamiento con 0.4%,
aumentando en un 56% la TC, ademas de disminuir la TCA en un 43.7%. Estudios
realizados en peces, Ji et al. (2007) utilizaron Artemisia capillaries y Cnidium
officinale, las cuales poseen un alto contenido de polifenoles (Gundidza et al.,1993;
Kim et al., 1993), para comprobar su efecto promotor en el crecimiento en el pargo
japonés (Pagrus major) y encontraron que la inclusién de harina de estas pantas
herbaceas (0.59/100g de dieta) aumentaba el peso final en un 20.5 y 20.6%, y la
eficiencia alimenticia en un 21 y 19.2 respectivamente. Para el caso del CLA, Valente et
al. (2007) utilizaron diferentes inclusiones (0.5%, 0.75 y 1%) con la finalidad de
encontrar un efecto en el crecimiento en trucha arcoiris, no obstante, se pudo observar
una disminucion de un 2, 12 a 6.3% respectivamente, aunque estas diferencias no eran
de manera significativa. Estudios realizados con robalos (Dicentrarchus labrax) por
Makol et al. (2009), quienes alimentando a estos peces con 4 diferentes niveles de CLA
(0, 0.5, 1y 2%), no encontraron diferencias significativas en el peso final, sin embargo
se observé una disminucion del 9% en el CA para los peces que consumieron el
alimento adicionado con 2% de CLA. En aves de engorda Denli et al. (2004), al
incorporar 2 'y 4 g de CLA por kg de alimento, no encontraron diferencias significativas
tanto en CA como ganancia de peso. Para la harina de alga U. clathrata, Pefa-
Rodriguez (2011) encontré que la inclusién de 2, 4 y 6% no afectaron la TC ni el CA al
ser comparados con la dieta control. Por el contrario, Pefiaflorida y Golez (1996) con
Penaeus monodon reportan que la inclusion de 5% de harina K. alvarezii a la dieta
control, mejora el peso final en un 11.4%. Para el caso de la curcumina, Sahu et al.
(2008) evalu6 este extracto al incluirlo a la dieta del pez Labeo rohita a niveles de 0,
0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 g/kg. Al comparar con los peces que consumieron la dieta control, no
se encontraron diferencias significativas en la tasa de creimiento especifico ni la TCA.
Resultados similares fueron encontrados en aves de engorda por Gowda et al. (2008),
quienes al incluir 0.5% de curcumina a la dieta, no encontraron diferencias en el CA,
ganancia de peso ni TCA. En el presente estudio al afiadir la curcumina, el CLA o la
harina de alga a la DCL se observé un aumento en el CA de un 6.4, 15.2 y 32%
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respectivamente, encontrandose en este Gltimo diferencias significativas al comparar
con los camarones que consumieron la DCL. Al afadir tanto la curcumina como la
harina de alga a la DCL se observd una ligera disminucion en la TC de un 15.8 y 7.2%,
aunque no de manera significativa, la inclusién del CLA a la DCL no afecto este

parametro, manteniendo la misma TC que los camarones de la dieta control.

7.2.4.1. Capacidad de reduccion de aflatoxicosis en camarones alimentados con
dietas contaminadas con AF y suplementadas con diferentes fuentes de
antioxidantes.

Ademas de la inclusion de productos secuestrantes y/o biotransformadores en el
alimento para los organismos de cultivo, se han utilizado otros ingredientes naturales,
como la inclusion de antioxidantes, tales como carotenoides, fenoles, terpenoides y
polisacaridos sulfatados; los cuales tienen la capacidad de reducir el proceso de
oxidacion celular causado por la presencia de AF (Abd El-Baky et al., 2008). Un
ingrediente que posee varios tipos de compuestos antioxidantes son las algas marinas,
las cuales poseen un sin nUmero de compuestos bioactivos tales como los carotenoides
(Pefia-Rodriguez et al., 2011), polifenoles (Kang et al., 2003), vitaminas (Garcia-Casal
et al., 2007) etc., los cuales exhiben una actividad antioxidante importante. Estudios
realizados por Abdel-Wahhab et al. (2006) encontraron que al incluir a dietas para ratas
contaminadas con AF extractos de Laurencia obtusa o Caulerpa prolifera, aumentaba
el consumo de alimento y la ganancia de peso. Esto coincide con los resultados
obtenidos por Manoharan et al. (2008), quienes observaron un restablecimiento de la
ganancia de peso, peso del higado, proteina total y niveles de albumina en suero por la
presencia de AF en alimentos para ratas cuando se suministraron extractos acuosos de
Gracilaria carticata (250 mg/kg de alimento).

Por otra parte, diferentes compuestos con actividad antioxidante encontrados en
las plantas han sido objeto de investigacion, gracias a su efecto inhibidor en la
biotrasformacion de AF. La curcumina, es otro ingrediente activo, el cual se encuentra
(=3%) en C. longa, el cual ha demostrado disminuir los efectos negativos de las AF en
varios organismos: Gowda et al. (2008) encontraron que al incluir 0.5% de extracto
tumerico (74 mg de curcumina / kg de alimento) a una dieta contaminada con AF
(Img/kg) en aves de engorda aumentaba la ganancia de peso y el consumo de alimento
en un 12.6 y 6% respectivamente; por su parte Rangsaz y Ahangaran (2011) utilizando

la misma especie encontraron que al incluir la misma cantidad de extracto tumerico a
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una dieta contaminada con 3 mg de AF / kg de dieta aumentaba la ganancia de peso y el
consumo de alimento en un 26 y 11.5% respectivamente ademas de disminuir la TCA
en un 22%, aungue ninguno de estos pardmetros mostro diferencias significativa.

Otro compuesto activo que ha sido reconocido por tener propiedades
antioxidantes y anticarcindgenas en ratones es el CLA (Ha et al., 1987). Se ha reportado
que este compuesto es un antioxidante muy efectivo, inclusive mas potente que el a-
tocofenol y casi tan efectivo que el Butilhidroxitolueno (antioxidante sintético
procedente de la industria petrolera [Ha et al., 1990]). Diferentes investigadores indican
que el CLA posee una elevada actividad anticancerigena (Pariza y Ha, 1990; Ip et al.,
1991). Existen pocas investigaciones que han comprobado la efectividad del CLA hacia
las AF. Estudios llevados a cabo aves por Denli et al. (2004) demostraron que al agregar
CLA a 2 0 4¢g/Kg a dietas contaminadas con AF a una concentracién de 200 o 300
pg/kg aumento la ganancia de peso de 5.5-6.8% a 7.1%. Este mismo autor, en el 2005,
utilizando los mismos tratamientos encontrd una reduccion en los niveles de colesterol
(4.2-14.8% a 3-6.7%) vy triglicéridos en sangre (18.3-21.9% a 5.9-18.3%) por la
inclusion de este antioxidante.

En el presente bioensayo, se observa que la inclusion de curcuminas, CLA y
harina de alga ulva a la DCC incrementaron el CA y la TC en un 9.3% y 20.5%, de un
12 y 21% y de 27 y 23%. Aunqgue los resultados no son equivalentes a una dieta
contaminada se observa una ligera mejora para los camarones que fueron alimentados
con la dieta contaminada. Se requiere mas informacion para poder establecer el modo de
accion de estos compuestos en camaron, por ejemplo estos compuestos modifican las

enzimas ligadas a procesos de oxidacion celular, etc.

7.2.5. Efectividad de diferentes niveles de Mycofix Plus® solo o en combinacién con
U. clathrata para reducir la aflatoxicosis en juveniles de camaroén (Experimento 7).

En el presente bioensayo se pudo observar que al ser comparados con los
camarones alimentados solo con la DCC, los camarones que consumieron la DCC +
harina de alga, DCC + 2.5g de Mycofix Plus® solo y en combinacién con la harina de
alga, aumentaron la TC en un 57, 54 y 47%; y el CA en un 29, 41.8, 51% ademas de
disminuir la TCA en un 38.2, 30.6 y 24.2% respectivamente, siendo estos los mejores
parametros obtenidos. Asumimos que la disminucion de los efectos negativos de las AF
en los parémetros de rendimiento causado por la inclusién de Mycofix Plus® y de la
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harina de alga pudiera deberse al buen funcionamiento, ya sea secuestrando y/o
biotranformado la micotoxina en el caso del Mycofix Plus® o mediante la
hepatoproteccion por parte de los antioxidantes del alga.

Para los tratamientos a los que se les agrego niveles de Mycofix Plus® los
niveles de 3 y 5 g por kg solo o en combinacién con la harina de alga, resultaron
estadisticamente similares en el CA y la TC a la DCC + harina de alga y a la DCC +
Mycofix Plus® con o sin harina de alga, sin embargo se puede observar una ligera
tendencia en la disminucién de la TC (30.2 a 41% y 30.5 a 34.1 para los camarones
alimentados con 3 y 5 g de Mycofix Plus® con o sin alga respectivamente comparados
con la DCC). Lo que nos indica que el uso moderado del secuestrante con o sin la
combinacidn de la harina de alga puede ser benéfico para la incorporacién en alimentos
acuicolas contaminados con AF. Estos resultados coinciden con los observados por
Kiyothong et al. (2012), quienes al suplementar con 0, 15, 30 y 45 g de Mycofix Plus®
por dia a vacas alimentadas con una dieta contaminada con diferentes micotoxinas
(DON, fumomisina B;, zeralenona, ocratoxina A, AFB; y T-2) encontraron que el
consumo de alimento se mantenia a dosis de 30 y 45 g de Mycofix Plus® por dia y se
observaba que el peso final disminuia ligeramente con la dosis méas alta (45 g de
Mycofix Plus® por dia), pero no de manera significativa, al igual que el presente
estudio.

La tendencia observada en la disminucion de la TC de los camarones conforme
se aumenta la inclusién del Mycofix Plus® puede deberse a lo mencionado por Ramos y
Hernandez (1997), quienes sugieren que el uso de aluminosilicatos u otros compuestos
absorbentes usados para el control de las micotoxinas pueden secuestrar nutrientes, tales
como vitaminas o minerales, los cuales son de suma importancia para el crecimiento del
organismo. Por otro lado el efecto sinérgico o antagonico otorgado por la harina de alga
en el presente estudio no es muy claro, por lo que medir factores como actividad
antioxidante en el camaron o un efecto protector del alimento serian algunos parametros
gue nos ayudarian a determinar la factibilidad de su uso en combinacion con el

secuestrante.
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7.3. Expresion diferencial de 292 genes de hepatopancreas en camarones
alimentados con una dieta libre de AF y una contaminada con 1000 ppb de AFT.

El objetivo de este estudio fue investigar los aspectos genotdxicos provocados
por el consumo de AF, los cuales conducen a la desregulacion de los genes implicados
en las vias ordinarias a un punto de tiempo de 15 dias de exposicion, lo que podria
permitir un mayor conocimiento acerca de los mecanismos que conducen a una
intoxicacion de estos metabolitos secundarios en el camarén blanco comparado con
otras especies. De los genes que presentaron una diferenciacion en el metabolismo y
homeostasis del camaron, pudimos observar que el 80% eran sobre-expresados por el
consumo de AF. El incremento en la expresion de estos genes pueden deberse a un
esfuerzo del organismo por la desintoxicacion y excrecion de xenobioticos, como las
AF. Esto fue explicado por Ellinger-Ziegelbauer et al. (2004) quienes alimentando a
ratones con aceite de maiz al cual se le incorporo AFB; en forma pura (0.24 mg/kg/dia),
observaron por medio de microarreglos que los genes sobre-expresados eran
Cytochrome P450 1A1, CES2 carboxylesterase, ALDH1A1 aldehyde dehydrogenase
1A, los cuales encuentran similitud con el presente estudio. En contraste, estudios
realizados por Tilton et al. (2005), comparando por medio de microarreglos
hepatocarcinomas celulares de trucha arcoiris provocados por exposicion de AFB;,
observaron que la mayoria de los genes correspondientes al metabolismo y homeostasis
como por ejemplo el “Cytochrome P450 2K1v2”, “Cytochrome P450 2K3”,
“Cytochrome P450 2P2”, “Cytochrome P450 2K1v3”, “Glucose-6-phosphatase”,
“Tyrosine aminotransferase” (los cuales presentan cierta relacion con el presente
estudio) eran reprimidos. Este contraste de resultados puede radicar que la trucha es una
especie extremadamente susceptible creando una inhibicién de los procesos celulares,
provocados por la tumoracion hepatica (Hendricks 1994). Cabe mencionar que de los
genes sobre-expresados encargados del metabolismo y homeostasis en el presente
estudio encontramos de vital interés los genes “Cytochrome C oxidase polype” y
“Cytochrome C oxidase subunit” los cuales corresponden a la familia de enzimas
hepaticas microsomales Citocromo P450, que se sabe que estan regulados por los
hidrocarburos aromaticos contenidos en la molécula de las AF (Rushmore y Kong,
2002). Se ha observado que dentro de las alteraciones ocasionadas por el consumo de
AF se encuentra la disminucion de la respuesta inmune (Boonyaratpalin et al., 2001,
Spring y Fegan 2005), por lo que en el presente estudio se esperaba observar algo

congruente con estos antecedentes, sin embargo, de los genes involucrados con la
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respuesta inmune se pudo observar que solo el 33.7% era reprimido y el 66.3% restante
fue sobre-expresados, no obstante, el tejido preferencial de camaron para medir la
respuesta inmune por medio de microarreglos son los hemocitos (Fagutao et al., 2008;
Pongsomboon et al., 2008), y en el presente estudio nos enfocamos al hepatopancreas
debido a las evidencias existentes relacionadas con dafios histologico. De los principales
genes reprimidos en los hepatopancreas de camaron alimentados con la DCC
relacionados con la respuesta inmune innata se encuentra el “Crustin”,
“lipopolysaccharide y BG Binding Protein”, “Lysozyme” los cuales estan relacionados
con respuesta antibacterial, sistema de coagulacion, la cascada inducida por la
profenoloxidasa y la cicatrizacion de heridas, esto conlleva a causar los enfermedades
secundarias por la infeccion por bacterias oportunistas. Para tener una mejor percepcion
de los efectos del consumo de AF en el camardn blanco L. vannamei a nivel gendémico,
es necesario realizar méas estudios e integrar el conocimiento de un mayor nimero de

genes asi como las rutas metabolicas del camarén.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se llevaron a cabo todos los objetivos trazados para conocer de
manera generalizada, los efectos causados por las AF en el camardn blanco Litopenaeus
vannamei, asi como el uso de algunos productos o ingredientes con la capacidad de

aminorar los efectos negativos causados por el consumo de estas micotoxinas.

1. Se evalud la presencia de AFT en alimentos para camarén blanco en relacion al
crecimiento, CA, TCA, retencidon de nitrogeno, deposicion de AF en tejido y
sobrevivencia asi como alteraciones en el hepatopancreas por el consumo de estos

compuestos toxicos.

% Se comprob6 que los camarones alimentados con las dietas contaminadas
con los niveles de 60 y 120 ppb de AFT, presentaron de manera significativa
un menor CA asi como una menor TC.

¢+ Se observé un aumento en la TCA en los camarones alimentados con 10, 60
y 120 ppb de AFT

¢+ Los camarones que consumieron la dieta contaminada con 10 ppb de AFT,
aumentaron la TC y el CA en 1.6 y 16.8%, comparados con los camarones
de la dieta control.

+« Para las dosis altas, en los tratamientos con 500, 1000 y 2000 ppb de AFT se
observo una disminucion enel CAy TC.

+«+ Solamente en la inclusién de 1000 y 2000 ppb de AFT se observa una
disminucion en la sobrevivencia del camaron.

% En los camarones alimentados con las dietas que contenian 2000 ppb de
AFT, se observa una disminucion en la retencion de nitrégeno y un aumento
en el indice hepatosomaético, lo que nos indica una disminucién en las
reservas de proteina acompafiada de una inflacion severa del hepatopancreas
causada por el consumo de AF a altas dosis

<+ A nivel histologico se pudo observar que partir de 10 ppb de AFT existe una
disminucion en la actividad mitética de las células E, lo que afecta en la
produccién de nuevas células.

A partir de 20 ppb de AFT existe una atrofia de los tubulos epiteliales del

hepatopancreas, lo que produce una deficiencia en la absorcion de nutrientes
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+«+ En los camarones que consumieron dietas con contenido de AFT a partir de
40 ppb, presentaron una disminucién de la actividad de las células B, las
cuales son encargadas del almacenamiento de nutrientes.

< A partir de 1000 ppb de AFT en la dieta, existe un desprendimiento de las
células del hepatopancreas lo que provoca una alteracion principalmente en
el sistema digestivo.

¢ Para las dosis altas, se observd que los niveles de AF en tejido de camaron
completo estuvieron cercanos a los niveles de deteccién de los métodos
empleados (1.09 a 1.51 pg/kg, incluyendo los camarones de la dieta control),

por lo que existe solo una minima acumulacién de AF en tejido.

Se evalud los cambios fisicos en la dieta debido a la incorporacion de productos
comerciales a base de aluminosilicatos, mezclas de arcillas con otros productos e

ingredientes antioxidantes en la estabilidad de las dietas para camardn blanco

s+ Se observd que la inclusién de Novasil Plus®, Zeolex Extra®, Mycofix
Secure® Yy el Fixat® a la dieta aumentaron la absorcion de agua y que la
inclusion de Mycofix Secure® y el Fixat® a la dieta, disminuyen la PMS.

% La suplementacion de las mezclas remediadoras utilizadas (Aflabalan®,
Mycofix Plus®, Mycosorb®), mejoron la estabilidad de las dietas
reduciendo la PMS de un 19 a un 38%.

% De los ingredientes antioxidantes utilizados, se observd que la inclusiéon de
harina de alga Ulva clathrata a la dieta aumento la absorcién de agua y la

inclusion de CLA y harina de alga Ulva clathrata aumentaron la PMS.

Se evaluaron los efectos en los parametros de rendimiento del camarén blanco L.
vannamei provocados por la inclusion de productos comerciales a base de
aluminosilicatos en dietas para camaron.
< La inclusion de productos a base de aluminosilicatos como Mycofix Select®
y Fixat® reducen el CA y TC cuando son afiadidos a la dieta si contaminar y
al incorporarlos a la dieta contaminada no disminuyeron los efectos de las
AF.

141



< La incorporacién de Novasil Plus® a la dieta sin contaminar aumenta
ligeramente el CA, y la TC; y al ser afiadido a la dieta contaminada
disminuyé algunos de los efectos provocados por las AF, tales como un
incremento en el CA en un 5% y la TC en un 12%, aunque no de manera
significativa.

% La inclusién de Zeolex Extra® a la dieta contaminada aumenté el CA y la
TC, no obstante, al afiadir este secuestrante a la dieta sin contaminar

disminuyé el CAylaTC.

Se evaluaron los efectos en los pardmetros de rendimiento del camaron blanco L.
vannamei provocados por la inclusion de productos comerciales como mezclas de

arcillas con otros productos en dietas para camaron.

% La inclusion del Aflabalan® y el Mycosorb® a la dieta contaminada
increment6 el CA y la TC, en contraste al incluir estas mezclas a la dieta sin
contaminar redujo el CAyla TC.

< Al incluir el Mycofix Plus® a la dieta sin contaminar no altero de manera
significativa ningun pardmetro y al ser incorporado a la dieta contaminada se

pudo observar un aumento enel CAyla TC.

Se evaluaron los efectos en los parametros de rendimiento del camarén blanco L.
vannamei provocados por la inclusion de ingredientes antioxidantes en dietas para

camaron.

% La inclusion de 0.4 % de CLA o la inclusién de harina de ulva al 4% a la
dieta sin contaminar aumentaron el CA, sin afectar la TC, sin embargo al ser
afiadido a la dieta contaminada aumento el CAy la TC.

¢ Al incluir 0.14 g de curcumina con 70% de pureza por kg de dieta sin
contaminar no altera el CA pero aumento la TC; y al ser afiadido a la dieta

contaminada aumento el CAyla TC.

Se evaluaron diferentes niveles de inclusion de la mezcla remediadora Micofix
Plus® (2.5, 3 y 5 g/kg) solo 0 en combinacién con la harina de alga Ulva en

alimentos contaminados con AF para camarn.
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X/
L X4

X/
L X4

Al incluir 2.5g de Mycofix Plus® solo o en combinacion con la harina de
alga existe una disminucion de los efectos negativos ocasionados por el
consumo de AF.

A inclusiones de 3 y 5 g de Mycofix Plus® se observa un efecto similar a la
inclusion de 2.5 g de Mycofix Plus® en el CA, sin embargo se observa que la
TC se ve disminuida conforme el nivel de inclusién de Mycofix Plus® va en

aumento.

7. Se determind la expresion diferencial en hepatopéncreas en camarones alimentados

con una dieta inocua y una dieta contaminada con 1000 ppb de AFT, esto por medio

de microarreglos con un total de 292 genes

X/
L X4

De los 292 genes presentes en el microarreglo, 109 presentaron una
expresion diferencial entre los tratamientos.

De los genes sobre-estimulados el 20% corresponden al metabolismo y
homeostasis del camardén, mientras que el 31% de esta misma categoria
correspondian a los genes reprimidos

De los genes sobre-expresados encontramos el “Cytochrome C oxidase
polype” y “Cytochrome C oxidase subunit” encargados de metabolizar las
AF

El consumo de la dieta contaminada con 1000 ppb de AFT reprime los genes
“Crustin”, “lipopolysaccharide y BG Binding Protein”, “Lysozyme” los

cuales estan relacionados con respuesta inmune.
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