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Estudio de la variabilidad intraespecifica del gen de fosfomanomutasa en
Leishmania braziliensis y su correlacién con la capacidad
infectante

Study of intraspecific variability phosphomannomutase gene in
Leishmania braziliensis and its correlation with infectivity

Florez Mufioz Angel Alberto?, Dea-Ayuela Maria Auxiliadora?, Francisco Bolas
Fernandez3.

Recibido 18 de Julio de 2014;
Aceptado 27 de Octubre de 2014

Resumen

Los protozoos del género Leishmania, sintetizan glicoconjugados ricos en
manosa (MAN), en su activacién esta implicada la enzima fosfomanomutasa
(PMM), la cual ha sido estrechamente relacionada con mayor capacidad de
virulencia y supervivencia del parasito. Realizamos un estudio para determinar
la variabilidad intraespecifica de cepas Leishmania braziliensis, aportadas por
los laboratorios INLASA y UMSA, de la Paz, Bolivia. Se efectuaron infecciones
in vitro en macréfagos, una PCR, RFLP para la PMM, y correspondiente andlisis
bioinforméatico de los productos de secuenciacion, con los programas BioEdit® y
MEGAS5®. Finalmente se construyeron arboles filogenéticos con el test UPGMA.
Posteriormente se llevd a cabo una correlacién simple de las variables bajo
estudio. Los resultados obtenidos, muestran que las cepas INL (522, 11, 413)
presentan promedios totales de infeccion mas altos (superior a 700 amastigotes);
las cepas L, presentan promedios totales de infeccion mas bajos (0 a 400
amastigotes). Igualmente, el marcador molecular (PMM) empleado no permitié
mostrar variabilidad intraespecifica de las cepas INL, no existiendo correlacion
entre mayor capacidad de virulencia, y los perfiles electroforéticos de enzima
PMM, y distribucion filogenética de la enzima PMM, en el Test UPGMA. Por el
contrario las cepas L, presentaron variabilidad intraespecifica, pero no estuvo
asociada a mayor capacidad de infeccién. El analisis del arbol obtenido por
UPGMA, mostro valores bootstrap en las cepas INL (= 70%) y en cepas L (99%).
Se deben realizar estudios con mayor niumero de enzimas de restriccién de la
PMM gue nos permitan determinar una variabilidad intraespecifica del parésito.

(1). Mvz. M.Sc, Escuela Medicina Veterinaria y Zootecnia, Instituto Universitario de la Paz
UNIPAZ, Barrancabermeja, Colombia, angelflorezmvz@hotmail.com

(2). PhD, Departamento de Farmacia, Universidad CEU-Cardenal Herrera, Valencia, Espafia
(3). PhD, Departamento Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de
Madrid, 28040-Madrid, Espafa.
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Palabras clave: Leishmania, fosfomanomutasa, macréfagos, virulencia,
filogenética.

Abstract

Protozoa in the genus Leishmania, synthesized high-Mannose glycoconjugates
(MHG), the enzyme is involved in activation phosphomannomutase (PMM),
which has been closely linked with a greater capacity for virulence and survival
of the parasite. We conducted a study to determine intraspecific variability of
strains of Leishmania braziliensis, provided by laboratories INLASA and UMSA,
the Paz, Bolivia. Infections in vitro into macrophages, PCR, RFLP to the PMM
were carried out, and the corresponding bioinformatic analysis of the products of
sequencing, with the BioEdit ® and MEGAS5 ® programs. Finally constructed
phylogenetic trees using the UPGMA test. Subsequently conducted a simple
correlation of the variables under study. The results, show that INL (522, 11, 413)
strains have higher overall infection averages (more than 700 amastigotes); L
strains, present total infection averages low (0 to 400 amastigotes). Likewise, the
molecular marker (PMM) used did not allow show intraspecific variability of the
INL strains, there is no correlation between a greater capacity for virulence, and
the PMM enzyme electrophoretic profiles, and phylogenetic distribution of the
enzyme PMM, in the UPGMA Test. Instead L strains, showed intraspecific
variability, but it was not associated with a greater capacity for infection. The
analysis of the tree obtained by UPGMA, showed values bootstrap in INL strains
(= 70%) and strains L (99%). Studies should be with more number of restriction
enzymes of the PMM, which will allow us to determine intraspecific variability of
the parasite.

Keywords: Leishmania, phosphomannomutase, macrophages, virulence,
phylogenetic.

Introduccién

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades producidas por protozoos del
género Leishmania transmitidos al hombre por la picadura de mosquitos de los
géneros Phlebotomus y Lutzomya (Garcia 2005; Quesada et al., 2005). El agente
etiologico es un protozoario dimérfico que pertenece a la familia
Trypanosomatidae, del género Leishmania (orden kinetoplastidia).
Morfologicamente todas las especies son similares, con diferencias en el
comportamiento bioldgico, inmunolégico, tipo de enfermedad y distribucién
geografica (Herwaldt 1999).

Esta parasitosis se contempla dentro del grupo de enfermedades tropicales
descuidadas (Neglected Tropical Diseases). Es prevalente en 98 paises, 3
territorios y 5 continentes. Se estiman unos 1.3 millones de casos nuevos al afo,
aunque en realidad solamente se reporta la mitad. Unos 300000 casos
corresponden a la enfermedad visceral (90% en Bangladesh, Brasil, Etiopia,
India, Nepal, Sudan del Sur y Sudan) y 1 millon a la forma cutanea
(principalmente en Afganistan, Algeria, Brasil, Colombia, Iran, Pakistan, Perq,
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Arabia Saudita, Siria y Tunez) o a la mucocutanea (sobre todo en Brasil, Pera y
Bolivia). De los 1,3 millones casos estimados, solo cerca de 600000 son
actualmente reportados (Alvar et al., 2012).

La leishmaniasis cutanea localizada es una de las patologias cutdneas mas
frecuentes en habitantes de zonas tropicales, y Leishmania braziliensis es el
principal agente etiologico en América del Sur (Garcia 2005; Quesada et al.,
2005).

Ademas el intercambio genético que sufren estos parasitos, es crucial para su
sobrevivencia. Los hibridos pueden permitir la adaptacion a nuevos nichos
ecologicos, vectores y hospederos incluyendo humanos y animales domésticos
(Miles et al., 2009; Calvopina et al., 2006). También, Leishmania braziliensis
presenta una alta variabilidad genética intraespecifica (Cupolillo et al., 2003;
(Buitrago et al., 2005), y ha sido descrita como la especie mas heterogénea
(Ishikawa et al., 2002).

En los ultimos tiempos el avance de la tecnologia ha permitido mejorar la
identificacion y caracterizacion de este parasito, especialmente en los métodos
moleculares, como el analisis del ADN kinetoplastidico (ADNk), la técnica de
PCR seguida de la restriccion del producto amplificado (PCR-RFLP) o el uso de
genes diana como el gen del citocromo b (cyt b), muy util en la identificacion de
las especies de Leishmania (Luyo et al., 2004). Asi mismo estudios previos sobre
el analisis del material genético han permitido la caracterizacion molecular de las
poblaciones de Leishmania circulantes en las diferentes regiones endémicas
(Fraga et al., 2010; Mauricio et al., 2006). Sin embargo, es necesario considerar
la basqueda de un marcador molecular que permita analizar los clones en una
misma especie (Akopyants et al., 2009; Criscione et al., 2005).

Es importante mencionar, que los protozoos del género Leishmania, sintetizan
una amplia gama de glicoconjugados ricos en manosa (MAN). La activacion de
MAN, implica la enzima fosfomanomutasa (PMM), GDP-Man pirofosforilasa
(GDPMP) y dolicolfosfato-MAN sintasa (DPMS), ruta bioquimica fundamental,
como se ha demostrado en experimentos con otros microorganismos como
Saccharomyces cerevisiae (Hashimoto et al., 1997; Colussi et al., 1997). Se ha
visto que mutantes de Leishmania con defectos globales en el metabolismo de
la manosa no son capaces de infectar macréfagos o sobrevivir en modelos
animales altamente susceptibles (Garami; Garami et al., 2001). Se han generado
parasitos Leishmania major deficientes fosfomanomutasa (APMM), que son no
virulentos y no persistentes in vivo, pero viables in vitro (llgoutz, McConville
2001).

Se debe resaltar que este estudio, reviste importancia, ya que determinados
sistemas enzimaticos como la fosfomanomutasa (PMM), se han asociado
estrechamente con la virulencia, y por tanto su identificacion y caracterizacion,
en diferentes poblaciones de Leishmania, puede constituir un buen marcador de
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patogenicidad del parasito, mediante la identificacion de la variabilidad
intraespecifica del gen fosfomanomutasa (PMM) en cepas de Leishmania
braziliensis y su relacion con la capacidad de infeccion.

Material y métodos

1. Descripcion de los aislamientos de Leishmania usados en el estudio.
Las cepas INL (524, 606, 213, 459, 412, 505, 481, 11, 626, 554, 582, 466, 448,
464, 484, 503, 2, 522, 413, 65, 436, 415, 485, 474), fueron aportadas por el
Instituto Nacional de Laboratorios de Salud (Inlasa); las cepas L (LB2, LB3, LC3,
LD1), fueron aportadas por la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), en la
ciudad de La Paz, Bolivia. Todas las cepas fueron aisladas de pacientes. Se
utilizé una cepa referencia de L. braziliensis (M2904), y las cepas IIFB y 396,
Leishmania lainsoni, como cepas control género.

2. Cultivos y conservacion de cepas de Leishmania.
Los promastigotes de las distintas cepas fueron mantenidas mediante cultivos
in vitro en medio de cultivo Schneider’s Drosophila Medium (Sigma).

3. Cultivo y linea celular (macr6fagos murinos J774)
Se utilizé la linea celular J774 con capacidad adherente, y fueron mantenidas
mediante cultivos in vitro en medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma).

4. Infeccion in vitro de Macrofagos J774 con Leishmania.

En placas de Lab-Tekde 8 pocillos estériles, a continuacion se afiadieron células
J774 (50.000 células/pocillo) en un volumen final de 200 pL de medio. Se dejaron
en incubacion 2 horas a 37°C y 5% de di6éxido de carbono, con el fin que las
células se adhirieran. Posteriormente, se afiadieron 500.000 promastigotes en
200 pL de medio de cultivo RPMI-1640 (relacién macrofago/promastigotes, 1:10)
de cada una de las cepas de Leishmania en estudio, durante 72 horas de
infeccién, y en incubacién a 33 °C.

5. Fijacién y tincién de muestras

Se afiadié metanol durante 5 minutos. Se aplico tincion Giemsa al 10% en PBS,
y se dejo reposar en los portaobjetos durante 15-20 minutos. Se dejo secar a
temperatura ambiente, posteriormente afiadimos agua para quitar el colorante.
Luego usamos Sellador DPX mounting®, para pegar las laminillas en los
respectivos portaobjetos.

6. DNeasy® Blood & Tissue Handbook.
Protocolo: Purificacion de ADN total a partir de tejidos animales (Protocolo de
Spin-columna).

7. Reaccion en cadena de la polimerasa PCR

7.1. Condiciones de PCR (30 ciclos):

En linea en: www.unipaz.edu.co/ojs/index.php/revcitecsa/index
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500------ 1min (Anillamiento). ‘ Vol. Final = 50 pL

7.2. Gel pilot ® DNA Molecular Weight Markers.
Gel Pilot 100bp Ladder (100) (cat.n0.239035)

7.3. Componentes PCR:

1. Amplitag Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems®) 25 uL
2. Primer PMM forward: AAGCTTGGCGTCGTCGGTGG 2,0 uL
3. Primer PMM reverse: GTTRCCGCCCTCTGACGTCTT 2,0 pL
4. ADN 0,5 pg/mL 2,0 uL
5. H20 miliQ 19 uL
7.4. ADN.

En gel agarosa al 1% con TAE1X. El marcador de peso molecular se dejara en
uno de los pocillos. Se adiciona tampdn de muestra. Aplicamos 10 puL de ADN y
5 pLde tampon.

7.5. Amplicones.

En gel agarosa al 2% con TAE1X. El marcador de peso molecular se dejara en
uno de los pocillos. Aplicamos 10 uL de ADN y 5 uL de tampon.

7.6. Andlisis de fragmentos por enzimas de restriccion (RFLP).

En gel agarosa al 3% con TAE1X. El marcador de peso molecular se dejara en
uno de los pocillos. A los 10 pL de producto de PCR, se le afiade 1uL de la
siguiente mezcla 2 yL de enzima EcoRIl y 18 uL de tampdn. Posteriormente
realizamos la digestion con la enzima de restriccion EcoRI a 37 °C 1 hora, e
inactivacion posterior a 80 °C por 20 minutos.

8. Preparacidén de muestras para secuenciacion.

Aplicar 5 pL de ADN mas 35 uL de agua destilada. Las muestras fueron enviadas
al Servicio de Secuenciacién Sanger Unidad de Gendmica Fundacion Parque
Cientifico de Madrid, de la Facultad de ciencias Biolégicas UCM.

9. Edicion de secuencias programa BioEdit Sequence Aligment Editor®
Las secuencias resultantes, fueron editadas con el programa BioEdit, apoyados
en el correspondiente cromatograma de cada una, y se realizé el cambio de
bases erréneas (Valor N) en cada secuencia, por el correspondiente nucleétido
de cada cromatograma. Posteriormente a las secuencias ya editadas, se les
aplica un Clustal W Multiple Alignment.
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10. Construccion de arboles filogenéticoscon el programa MEGA®.

Las respectivas secuencias editadas se exportaron al programa MEGA®.5. 2.2,
para la construccion de un arbol filogenético. Se aplica a todas las secuencias
un alineamiento ClustalW. Para nuestro estudio, empleamos el Test UPGMA tree
(Kimura 2-parameter model) y la medida de confianza de las ramas de los
arboles se realiz6 mediante analisis de bootstrap de 1000 réplicas (Felsenstein
1985).

Resultados

1. Estudio de la capacidad infectante in vitro de las distintas cepas de
L. braziliensis para J774.

Cepas
INL 524 | 606 | 213 | 459 | 412 | 505 | 481 |11 | 626 | 554 | 582 | 466

TiM 390 | 351 | 667 | 370 | 498 | 343 | 567 | 875 | 357 | 467 | 438 | 432

Cepas
INL 448 | 464 | 484 | 503 | 2 522 | 413 |65 | 436|415 |485 | 474

TiM 409 | 357 | 461 | 358 | 463 | 745 | 941 | 630|439 | 353 | 495 | 375

Cepas | LB2 LD1 LC3 LB3
L
TiM 276 182 221 172

Cepas
Leishmania lainsoni IIFB | 396
TiM 399 | 469

Cepareferencia | M2904
TiM 275

Tasa de Infeccidén de Macrofagos (TiM). Se determind a partir del recuento de
namero de amastigotes por cada 100 nucleos, que fueron contados en las placas
Lab-Tek por duplicado al microscopio éptico.
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Fig. 1. Infeccion de macréfagos con Leishmania braziliensis.1l. Cepa 11
2. Cepa LB3. 3. Amastigotes libres en Cepa LB2. 4. Control macrofagos sin
infeccion.

2.Estudio mediante PCR de la fosfomanomutasa (PMM).

En las figuras 2-5 se muestran los perfiles electroforéticos del amplicon de PMM
de las cepas estudiadas. Las cepas INL y la cepa de referencia tienen un perfil
electroforético de ADN con un peso molecular de 500 pares de bases (pb). Las
cepas L presentaron un perfil electroforético de ADN con un peso molecular de
600 pb. Las cepas 396 y IIFB presentaron un perfil electroforético de ADN con
un peso molecular de 500 pb.

- 600
- 500
- 400
- 300
- 200
- 100

— *n TN ee——

-

Fig. 3. Cepa: 65, 396, 413, 436, 464, 471, 474, 503 (de izq. a der.).
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Fig.4. Cepas:2, 11, 412, 415, 448, 484, 485, 522, M2904, IIFB (de izq. a der.).
= - 5 - ; 7 : 7—-?—?7 X :’!

- : - 600
Seau— d - 500
- 400
- 300
- 200

e -~ 1 - 100

2. a der.).

Fig.5. Cepas: LD1, LB2, LB3, LC3

d
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3. Estudio mediante PCR- RFLP de la fosfomanomutasa (PMM).

En las figuras 6-8 se muestran los perfiles electroforéticos de los RFLP del gen
de PMM tras digestion con EcoRl.

Las cepas INL y la cepa de referencia, presentaron un mismo perfil
electroforético de enzima PMM, con dos cortes de restriccidbn, con pesos
moleculares alrededor de 100 pb y 300 pb.

Las cepas L presentaron un mismo perfil electroforético de enzima PMM, con un
solo corte de restriccion alrededor de 200 pb.

Las cepas IIFB, 396 presentaron un mismo perfil electroforético de enzima PMM,
con tres cortes, con pesos moleculares alrededor de 100 pb, 300 pb.

- 600
1 - 500
- 400
—— L — — - 300
. - 200

- 100

Fig.6. Cepas: 213, 459, 466, 481, 505, 524, 582, M90, [IFB (de izg. a der.).

En linea en: www.unipaz.edu.co/ojs/index.php/revcitecsa/index

28




REVISTA CITECSA

Volumen 5 nimero 8 —noviembre 2014
ISSN: 2027 -6745

http://revistas.unipaz edu.col/ojs/index php/revcitecsa
—UNIPAZ /index

Gobernstn e Sastundor
Colontia

CIENCIA, TECNOLOGIA, SOCIEDADY AMBIENTE

REVISTA CITECSA Eﬂ

Revista para difusién y divulgacién de avances de

Barrancabermeja - Colombia
investigacién

ISSN: 2027-6745

N - 600
N - 500
- 400
- 300
- 200
- 100

Fig.7. Cepas: 415, 448, 474, 522, 464, 606, 626, 65, 436, 396, 503 (de izq. a
der.).

- 600
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- 100

Fig. 8. Cepas: 11, 554, 484, 485, 413, 412, 2, LD1, LB2, LB3, LC3 (de izqg. a der.).
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Fig.9. Arbol filogenético mostrando las relaciones de las cepas bajo estudio, con
el Test UPGMA tree (método de Kimura 2-parametros), con el marcador
molecular PMM. Se utiliz6 como secuencia outgroup a T. brucei.

En linea en: www.unipaz.edu.co/ojs/index.php/revcitecsa/index

29



REVISTA CITECSA

MrVISTﬂ CI(IECS'ﬂ \ / Volumen 5 nimero 8 —noviembre 2014

j ISSN: 2027 -6745
B http://revistas.unipaz.edu.co/ojs/index.php/revcitecsa

3 N findex
Revista para difusién y divulgacién de avances de e O ” Barrancabermeja - Colombia
investigacién = -

CIENCIA, TECNOLOGIA, SOCIEDADY AMBIENTE

ISSN: 2027-6745

En el Test UPGMA tree, podemos apreciar una escala de 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2,
0.1 sustituciones / sitio.

Nota:

No se obtuvieron resultados de amplificacion para la cepa 471, por lo que fue
eliminada del estudio. La secuenciacion enviada de la cepa 436, presento
muchas bases erroneas, por tanto fue también eliminada del estudio.

Discusiodn

Al correlacionar las variables, capacidad de infeccion y perfiles electroforéticos
de PCR, podemos apreciar que las cepas INL, presentan diferentes rangos de
infeccion, y perfiles electroforéticos de PCR, no existiendo relacién precisa entre
estas variables. Las cepas L, resultaron mas uniformes en la capacidad de
infeccion, y presentan un perfil electroforético igual. Se pueden presentar
diversos factores coadyuvantes en la capacidad de infeccion, como pueden ser
diferentes genes asociados a esta, o caracteristicas intrinsecas o individuales de
infeccion en cada cepa en estudio, por tanto no se pueda establecer una relacién
precisa en estas variables. Como lo mencionan algunos autores, la mayor o
menor infeccién del parasito Leishmania puede ser modulada por diversos
factores, ambientales y genéticos, asi como por su hospedador vertebrado
(Blackwell 1996) y por los vectores (Titus, Ribeiro 1988).

Al correlacionar las variables, capacidad de infeccién y perfiles electroforéticos
de RFLP, las cepas INL presentan un perfil electroforético igual, y su capacidad
de infeccion es diferente, no pudiendo establecer una relacion precisa entre
estas variables. Estos resultados concuerdan con otros estudios, donde no
encontraron diferencias en los perfiles electroforéticos RFLP en las especies de
Leishmania, dentro del complejo de Leishmania braziliensis (Van Eys et al.,
1991), y difieren a los reportados por otros autores, que si determinaron la
variabilidad intraespecifica de Leishmania braziliensis, mediante PCR-RFLP de
regiones intergénicas (ITS) de genes rRNA (Buitrago et al., 2005). Las cepas L,
presentan un perfil electroforético igual de RFLP, y su capacidad de infeccién fue
baja, a pesar de presentar la enzima PMM, no existiendo una relacion entre
presencia de la enzima PMM, con una mayor capacidad de infeccion, resultados
que contrastan a lo referido por diversos autores, una asociacion del gen PMM
a una mayor capacidad de virulencia del parasito Leishmania (llgoutz,
McConville 2001; Kedzierski et al., 2006).

Una de las posibles causas de no poder establecer una relacion precisa, entre la
presencia de la enzima PMM y la capacidad de infeccién en las cepas en estudio,
como lo han descrito diversos autores, los cuales mencionan que se debe tener
en cuenta la gran heterogeneidad genética intraespecifica entre Leishmania
braziliensis (Cupolillo et al., 2003; Ishikawa et al., 2002). De igual forma, se
encuentran diversos estudios, donde se demuestra la existencia de varios
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polimorfismos genéticos intraespecificos (Gomes et al., 1995; Descoteaux, Turco
1999) que afectan igualmente estas variables.

Adicionalmente como lo mencionan algunos autores, la diversidad de las cepas
en las distintas areas geogréaficas refleja la plasticidad de estos parasitos al
adaptarse a diferentes especies de vectores (0 poblaciones de estos); la
incorporacion de marcadores moleculares robustos podria permitir mejorar la
determinacion de la diversidad genética de varias especies de Leishmania que
circulan en la naturaleza (Rodriguez et al., 2006; Descoteaux, Turco 1999).
Igualmente, la toma de muestras a partir de pacientes puede también
corresponder a una mezcla de diferentes parasitos y de genotipos (Bafiuls et al.,
1999; Cupolillo et al., 2003)

Los resultados muestran, que la confianza en un Unico marcador molecular, no
es suficiente para determinar la variabilidad intraespecifica de Leishmania
braziliensis, en las cepas en estudio, y aisladas en esta zona geografica. Esto
tiene graves implicaciones para algunos laboratorios, que dependen muchas
veces de un solo marcador molecular para el diagnostico a nivel intra e inter
especie de Leishmania, viéndose reflejado esto, en un precario diagnostico del
parasito Leishmania, retardando el inicio oportuno del especifico tratamiento, al
paciente afectado.

Al correlacionar las variables, capacidad de infeccién con el Test UPGMA tree,
podemos apreciar como las cepas 11, 65, 2, 412, 459 ubicadas en el mismo
grupo filogenético, y con diferentes rangos de infeccién, en donde podemos
resaltar como la cepa 11, presentd el segundo promedio total de infeccion méas
alto (875 amastigotes). No pudiendo establecer una relacion precisa entre estas
variables, ya que una de las cepas con mayor capacidad de infeccion, se
encuentra agrupada filogenéticamente con una de las cepas de menor
capacidad de infeccion. El restante de cepas INL, a pesar de tener dos (413,
522) de las tres cepas con mayor capacidad de infeccién, se ubicaron
filogenéticamente en el mismo grupo de cepas con capacidad de infeccion baja
y media. Queda claro también, que la distribucion filogenética de la enzima PMM,
no esta relacionada con el mayor o menor grado de capacidad de infeccion en
estas cepas bajo estudio.

Las cepas L, a pesar de ubicarse en el mismo rango de infeccién, y presentar un
mismo perfil electroforético de la enzima PMM, la distribucién filogenética de la
PMM fue diferente, mostrando diferentes ramas evolutivas. En estas cepas se
puede apreciar una variabilidad intraespecifica, basados en la distribucién
filogenética de la enzima PMM. La distribucion filogenética de la enzima PMM en
las cepas L, se relacioné con menor grado de infeccion, ya que las cuatro cepas
presentaron diferentes grados de infeccion, pero todas ubicadas en el rango mas
bajo. No pudiendo establecer una relacién precisa en la distribucién filogenética
de la enzima PMM en estas cepas, con una mayor capacidad de infeccion, por
el contrario se asocia a menor capacidad de infeccion.
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Las cepas Leishmania lainsoni, estan ubicadas en el mismo grupo, en relacion
al perfil electroforético de la enzima PMM y separadas filogenéticamente de las
cepas bajo estudio.

Los perfiles electroforéticos de RFLP y su distribucion filogenética en el Test
UPGMA tree obtenidos en el estudio, concuerdan con otros autores, los cuales
mencionan, que la gran cantidad de bandas (perfiles), que pueden aparecer
entre las diferentes especies de Leishmania, e incluso dentro de una misma
especie, podrian indicar la proximidad o lejania filogenética intra-especie o inter-
especie (Montoya et al., 2007).

En relacién a los valores de bootstrap en el Test UPGMA tree, las cepas INL
guedan situadas dentro de grupos con identidades nucleotidicas medias
(identidades de secuencias = 70%). Las cepas L quedan situadas dentro de
grupos claros (con valores de bootstrap de 99%). Las cepas INL y cepas L
guedan situadas dentro de un grupo claro (con valores de bootstrap de 99%). No
se presentaron valores bootstrap con identidades nucleotidicas bajas (=
50%), que indican filogenias de ramas poco claras.

Adicionalmente, en el Test UPGMA se presentan diferentes sustituciones, lo cual
nos lleva a pensar que las cepas bajo estudio, posiblemente han presentado
diferentes sustituciones génicas (mutaciones o polimorfismos), por ejemplo por
recombinacién homologa, pudiendo dar como resultado gran variabilidad en la
distribucion filogenética de la enzima PMM, en las cepas en estudio.

Es recomendable realizar el andlisis con otros métodos de agrupamientos
filogenéticos, que nos permitan tener una mayor cantidad de informacién, con la
cual podamos realizar diferentes analisis con las distintas variables usadas en
este estudio. Es importante mencionar que el Test de agrupacion empleado, no
es mas que la representacion grafica de una matriz de distancias, y que bajo
ciertas condiciones, esta representacion, puede ser tomada como una
estimacion de la filogenia.

El empleo de los métodos moleculares en los estudios de variabilidad
intraespecifica del parasito Leishmania tiene gran importancia, por lo tanto es
muy valioso considerar la utilizacién de distintos métodos moleculares, para de
esta manera poder aclarar la relacion de los distintos marcadores moleculares
con la capacidad de infeccion del parasito.

Conclusiones

Las cepas INL presentan variabilidad intraespecifica en cuanto a la tasa de
infeccion in vitro para macréfagos J774, con rangos de infeccion superiores a
700 amastigotes/100 nucleos, sin apreciarse diferencias en cuanto a los perfiles
electroforéticos de la PCR para PMM.
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Las cepas L resultan mucho mas uniformes en cuanto a la capacidad de
infeccion in vitro para macréfagos J774, situdndose en un nivel bajo (0-400
amastigotes/100 nucleos), sin variaciones apreciables en los perfiles
electroforéticos de la PCR para PMM.

Los perfiles de restriccion con EcoRl producen 3 patrones RFLP,
correspondientes a los grupos INL, L e IIFB 396, sin que se puedan apreciarse
diferencias dentro de cada uno de los grupos.

Para las cepas estudiadas no fue posible establecer una correlacion entre las
variables capacidad infectante, expresion y distribucién filogenética de la enzima
PMM.

De nuestro estudio podemos concluir que la presencia de enzima PMM no
resulté ser un buen marcador de virulencia de Leishmania braziliensis.
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Resumen

El aumento de la contaminacién de los cuerpos hidricos por la descarga de aguas
residuales domésticas ha originado una afectacibn en la calidad del agua,
evidenciado por el aumento en las concentraciones de nitratos (NO;) y fosfatos (POa4
). El objetivo de este trabajo es determinar el efecto del cultivo de Chlorella sp.
como método de tratamiento in vitro en aguas residuales para la remocion de estos
contaminantes. Se llevdo a cabo el aislamiento de la microalga y posterior
escalamiento y obtencién de un cultivo monoalgal. Para el bioensayo se evaluaron
2 tratamientos el primero compuesto por 100% agua residual (T1), mientras que el
otro por conformado por 75% agua residual y 25% agua purificada (T2) y un control
con fertilizante foliar. El bioensayo se inicié con un inoculo de 1x10° células/ml en
un volumen de cultivo de 1,5 L. Las mayores densidades celulares se alcanzaron
en los tratamientos con agua residual (p>0,05) sin diferencias significativas entre
ambos. Al final del estudio la remocion de nitratos fue del 64,6% en el control,

1 Ingeniero Ambiental y de Saneamiento. Instituto Universitario de la Paz. e-mail:
jairotafur29@gmail.com

2 Ingeniera Ambiental y de Saneamiento. Instituto Universitario de la Paz. e-mail:
lluliana2112@gmail.com
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seguido de T1 con 50,1% y de T2 con 49,8%. Con respecto a la remocién de
fosfatos, en el control se obtuvo una eficiencia del 65,7%, mientras que T1y T2
alcanzaron mayores remociones 83,8% y 87,0% respectivamente entre los dias 1y
4. De acuerdo a lo anterior se concluye que la microalga Chlorella sp. puede ser
usada como tratamiento de aguas residuales debido a su capacidad de adaptacion
y eficiencia obtenida en la remocion de nitratos y fosfatos.

Palabras clave: Bioensayo, eficiencia, nitratos, fosfatos.

Abstract

The increasing pollution of water bodies by domestic sewage discharge has caused
an involvement in water quality, evidenced by increased concentrations of nitrates
(NO3’) and phosphates (PO43). The aim of this study was to determine the effect of
the culture of Chlorella sp. as a method of in vitro wastewater treatment for the
removal of these contaminants. The isolation of the microalgae were carried out
followed by scaling and obtaining a monoalgal culture. Two treatments for bioassay
composed of 100% domestic wastewater (T1) and another 75% wastewater and
25% purified water (T2) and a control with foliate fertilizer. The bioassay started with
an inoculum of 1x10° cells / ml in a volume of 1.5L culture. The higher cell densities
reached in wastewater treatments (p>0.05) with no significant differences between.
At endpoint the nitrate removal was 64.6% in the control, followed by T1 and T2 with
50.1% and 49.8%, respectively. With regard to the removal of phosphates, an
efficiency of 65.7% was obtained in controlling, while T1 and T2 reached higher
removals 87.0% and 83.8% respectively between the days of 1 and 4. According to
the above, it is concluded that Chlorella sp. can be used as wastewater treatment
because of its adaptability and efficiency in nitrate and phosphate removal.

Key words: Bioassay, efficiency, nitrates, phosphates.

Resumo

O aumento da polui¢édo dos corpos d'agua pelo lancamento de esgotos domésticos
tem causado uma afetacdo da qualidade da agua, evidenciado pelo aumento das
concentracbes de nitrato (NO3) e fosfatos (PO4 -3). O objetivo deste estudo é
determinar o efeito do cultivo de Chlorella sp. como um método de tratamento de
aguas residuais in vitro para remover estes contaminantes.

Foi levado a cabo o isolamento da microalga e posterior escalonamento e obtencao
de um cultivo monoalgal. No bioensaio avaliaram-se 2 tratamentos compostos por
100% de agua residual (T1) e outro por 75% agua residual e 25% de agua purificada
(T2) e um controle com adubo foliar. O bioensaio iniciou-se com um inoculo de 1x108
células / ml num volume de cultivo 1,5L. As mais elevadas densidades celulares
foram alcancadas nos tratamentos com agua residual (p> 0,05), sem diferencas
significativas entre ambos. No final do estudo a remocé&o de nitrato foi de 64,6% no
controle, seguido de T1 com 50,1% e de T2 com 49,8%. A respeito da remocao de
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fosfatos, no controle foi obtida uma efichcia de 65,7%, enquanto Tl e T2
alcancaram remocdes superiores 83,8% e 87,0% respectivamente, entre os dias 1
e 4. De acordo com o anterior, conclui-se que Chlorella sp. pode ser usado como
tratamento de aguas residuais por a sua adaptabilidade e eficiéncia obtida na
remocéao de nitratos e fosfatos.

Palavras chave: Bioensaio, eficiéncia, nitratos, fosfatos.

Introduccién

Los microorganismos fotosintéticos han recibido en los dltimos afios mayor atencion
como un biosistema alternativo para el tratamiento de aguas residuales. Tales
microorganismos se han utilizado principalmente en procesos de tratamiento
terciario, debido a su habilidad de remover nutrientes inorganicos como el nitrégeno
y el fosforo de las aguas residuales, los cuales son asimilados para su crecimiento
Escorihuela et al. (2007). De la Nole et al. (1992). Igualmente a los procesos
acoplados a bacterias (quienes realizan la degradacion de la materia organica) y
estas microalgas (quienes utilizan los compuestos inorganicos), para llevar a cabo
una eficiente bioconversion de la energia solar, en la utilizacion y eliminacion de
materia organica (Salazar 2005).

Los compuestos nitrogenados (nitritos y nitratos) como compuestos de fésforo
(fosfatos y otras formas fosfatadas) son nutrientes de las plantas y conducen al
crecimiento de algas y gran variedad de microorganismos en las aguas superficiales
y dependiendo de la concentracion existente en el agua, pueden producir la
eutrofizacion de los cuerpos de agua. Llegando a producir mas adelante procesos
de descomposiciéon dando como resultado una demanda de oxigeno. Ramalho
(1996), Putz (2012). Ademés, en unos casos cuando se exige control de la
eutrofizacion de las fuentes receptoras, la remocién de estos compuestos en el agua
residual puede ser una condicién para el tratamiento de estas aguas. (Romero 1988,
2000).

La implementacién de un sistema de tratamiento, a través del cultivo de microalgas,
presenta importantes ventajas como el mejoramiento de la calidad del efluente
mediante un mecanismo de bajo costo energético, asi como el aprovechamiento de
nutrientes que estan siendo desechados, al ser incorporados a la biomasa, con la
consecuente produccion y generacion de oxigeno. Comunmente las aguas
residuales urbanas contienen los nutrientes requeridos para el crecimiento
microalgal, por lo que constituyen un medio apropiado para su desarrollo (Andrade
et al. 2006; Seoanez 1999).

Chlorella sp. es un género de microalga perteneciente a la familia Oocystaceae,
orden Chlorococcales de la division Chlorophyta ampliamente estudiada y presenta
una alta eficiencia en productividad por su facil adaptacion en condiciones de
laboratorio. La sistematica, aislamiento, cultivo y caracterizacion de cepas nativas
de microalgas presentes en cuerpos de agua para el consumo humano constituyen
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un objetivo esencial para evaluar la calidad del agua y su posible efecto en casos
de eutrofizacion. Asimismo, el conocimiento de la ecofisiologia de las microalgas
permite evaluar su potencial biotecnoldgico y su capacidad mixétrofica para purificar
aguas residuales o produccion alternativa de biomasa microalgal (Mora et al. 2005).

Para el aislamiento y posterior desarrollo de un cultivo de Chlorella sp. el primer
paso es identificar las condiciones del medio ambiente natural para asi llegar a
suministrar condiciones idénticas en el laboratorio, ambientes controlados y un
medio de cultivo con todos los requerimientos nutritivos necesarios para el
crecimiento de la microalga. El segundo paso implica la eliminacion de
microorganismos no deseados, especialmente aquellos que pueden auto competir
con las especie(s) que se quiera aislar. La implementacion de diferentes métodos
de cultivo es indispensable en este paso; el uso de medios de enriquecimiento, de
las técnicas de dilucion, de una sola célula de aislamiento por micropipeta, y siembra
en estria en agar son ampliamente utilizadas. Esta ultima es el método preferido
para el aislamiento de muchas algas cocoides y algas del suelo, no sélo por la
facilidad en su uso, sino también porque cultivos axénicos a menudo puede
establecerse directamente sin ningun tratamiento adicional. Posteriormente el paso
final requiere el crecimiento continuo en un subcultivo (Andersen 2005).

Las camaras de crecimiento son ampliamente utilizadas para la incubacion de las
células aisladas de microalgas. La fuente de luz suministraday la intensidad deben
ser consideradas. Las luces - frias fluorescentes blancas son apropiadas y
ampliamente utilizadas; mientras que la luz incandescente debe evitarse. Por otra
parte algunas algas requieren un ciclo de luz-oscuridad, es decir, que no creceran
bajo continua condiciones de luz. Para la mayoria de las algas, se utiliza un ciclo de
luz-oscuridad entre 12:12 y 16:8 horas. Andersen (2005). Otros factores a tener en
cuenta son la temperatura, el pH y la aireacion. La mayoria de la especies de
microalgas toleran temperaturas entre 16 y 30°C, aunque esto puede variar de
acuerdo a la composicion del medio de cultivo o la especie cultivada. El pH para la
mayoria de las especies de algas cultivadas es entre 7 y 9, siendo el rango 6ptimo
8.2 - 8.7. La aireacion es necesaria para prevenir la sedimentacién de las algas,
para asegurar que todas las células de la poblacién estan igualmente expuestas a
la luz y los nutrientes del medio de cultivo (Camacho et al. 2012).

Igualmente, la seleccion del cultivo axénico o no axénico es importante. Un cultivo
axénico consiste en la obtencién de una sola especie de microalga a partir de una
sola célula, libre de contaminantes; mientras que un cultivo no axénico o monoalgal
consiste en la obtencidn de una especie a partir de una sola célula, contaminada
parcialmente por otros microorganismos como bacteria y protozoos. Cuando las
microalgas estan asociadas a bacterias en la naturaleza (no axénicas), se ejerce
una interaccion que puede ser beneficiosa para ambos; de tal manera que la
microalga es capaz de asimilar productos de la actividad bacteriana en el medio.
Asi mismo, la flora microbiana asociada esta implicada en la regulacion de
parametros fisiolégicos como pH, temperatura y salinidad. Por el contrario, en
condiciones axénicas, las microalgas no llegan a alcanzar un crecimiento 6ptimo,
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por carecer de la flora microbiana asociada; la cual le aportara factores esenciales
para estimular el crecimiento (Moronta et al. 2006; Cafizarez y Ontiveros 1993).

Recientemente algunos cultivos han sido desarrollados en equipos especializados,
denominados fotobiorreatores, donde se alcanzan elevadas productividades. Los
cultivos son realizados en sistema construidos con tubos de plastico, vidrio o
policarbonato, donde es posible controlar las condiciones de cultivo (cantidad de
nutrientes, temperatura, iluminacion y pH) (Andrade et al. 2008).

De acuerdo a lo anterior el objetivo del estudio fue determinar el efecto del cultivo
de Chlorella sp. como método de tratamiento in vitro en aguas residuales para la
remocion de nitratos y fosfatos.

Materiales y métodos

Muestreo de fitoplancton de agua dulce

Se llevé a cabo un muestreo simple en la Ciénaga Miramar, ubicada dentro del
casco urbano de la ciudad de Barrancabermeja, recolectando un volumen de 0,5L.
de muestra de acuerdo a lo recomendado para aguas eutréficas por WPCF, APHA,
AWWA (1992). Posteriormente se hizo un pre filtrado de las muestras para la
eliminacién de organismos no deseados y particulas de gran tamafio de acuerdo a
lo descrito por (Andersen 2005).

Preparacion de medio de aislamiento y cultivo

Para cumplir con los requerimientos nutricionales de Chlorella sp. Se prepar6 un
medio de cultivo utilizando un fertilizante foliar, de acuerdo a lo descrito por Gardufio
et al. (2011), pero con una variacion en el tipo y concentracion del fertilizante foliar
(NPK) a 0,5 ml/l de agua purificada mas agar-agar (6 gr/l) con pH 8,3. Para la fase
de escalamiento del cultivo monoalgal de Chlorella sp. se usé el mismo medio de
aislamiento sin agar — agar (medio de cultivo liquido).

Aislamiento de Chlorella sp. y establecimiento de un cultivo monoalgal en
condiciones controladas

Para el aislamiento de células de Chlorella sp. se utilizé el método de estriado en
placas de agar reportado por Andersen (2005). Previamente se filtraron las
muestras usando filtros de papel Whatman grado 595 (Figura 1.).

Figura 1. Filtrado de fitoplancton por medio de filtros de papel.
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Para la observacion de células de Chlorella sp. en cultivos de laboratorio, se
procedio a seleccionar aquellas placas de petri donde se observo crecimiento algal
(Figura 2) y la identificacion de las células se llevé a cabo teniendo en cuenta las
caracteristicas morfolégicas mas sobresalientes del género: alga verde unicelular
inmovil de forma elipsoidal Des Abbayes et al., (1989), Infante et al., (2012), Moronta
et al., (2006), presencia de plastidios con una 0 mas regiones llamadas pirenoides
Ramirez. (2000). Durante la primera etapa (20 dias) del cultivo (Figura 3) se
evidencio el crecimiento de Chlorella sp. y otros tipos de algas de agua dulce como
Demodesmus sp. (Scenedesmus sp.) y Diatomeas.

Figura 2. Cultivo algal. Crecimiento por Figura 3. Cultivo de células de Chlorella sp.

medio de estriado. Vista microscopio 40x: A. células Chlorella sp.
B. células de Demodesmus sp. C. células de
Diatomeas

El establecimiento del cultivo monoalgal requirié la realizacion de reaislamientos por
medio de subcultivos sucesivos. Para el crecimiento de células de Chlorella sp. se
mantuvieron las placas de petri bajo condiciones controladas de temperatura de
30° = 2°C, suministro de luz por medio de lamparas fluorescentes blancas de 21
Watts con un fotoperiodo de 12:12 horas luz/oscuridad (Moronta et al., 2006;
Andrade et al., 2006, 2009).

Escalamiento del cultivo monoalgal de Chlorella sp

Los cultivos monoalgales de Chlorella sp. en placas se utilizaron para escalar el
cultivo en medio liquido a un volumen inicial de 100 ml y posteriormente a un
volumen final de 500 ml (Figura 4). A todos los cultivos durante el escalamiento se
le proporcion6 condiciones controladas de temperatura de 30° = 2°C, iluminacion
lateral suministrada por lamparas fluorescentes, con un fotoperiodo de 12:12 horas
luz/oscuridad y aireacién constante. (Moronta et al., 2006) y (Andrade et al., 2006 y
2009).
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Figura 4. Escalamiento cultivo monoalgal de Chlorella sp. (A) Cultivo en un volumen de 100 ml. (B)
Cultivo en un volumen de 500 ml.

Muestreo de agua residual para el bioensayo de remocion de nutrientes

Se realiz6 un muestreo simple recolectando 20L. de agua residual cruda (sin
tratamiento), la cual tenia como punto de descarga el Humedal El Castillo.
Posteriormente se esterilizé el agua residual cruda con el objetivo de determinar
solo el efecto de la microalga Chlorella sp. en el bioensayo sin influencia de otro tipo
de microorganismo proveniente inicialmente del agua residual.

Montaje de bioensayo y crecimiento de Chlorella sp

El bioensayo se llevd a cabo utilizando botellas plasticas con un volumen final 1,5l
de agua residual y medio fertilizante foliar, con una concentracién de inoculo de
1x10% células/ml de Chlorella sp. (Figura 5) Se evalué el crecimiento en 2
tratamientos diferentes: Tratamiento 1 (T1): Agua residual 100%, Tratamiento 2
(T2): Agua residual 75% - agua purificada 25%, control: Fertilizante foliar NPK 0,5
ml/l en agua purificada. Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones, ubicadas
aleatoriamente. Los cultivos correspondientes al bioensayo se mantuvieron con las
mismas condiciones controladas mencionadas en la fase de escalamiento. La
duracion del bioensayo fue de 21 dias. Durante el desarrollo del cultivo se determin6
la densidad celular realizando recuentos celulares diarios (Figura 6)

Analisis quimico

La determinacion de nitratos y fosfatos se realiz6 por espectrofotometria, utilizando
los métodos de reduccion de cadmio y espectrofotometria ultravioleta
respectivamente. Metodologias descritas por WPCF, APHA, AWWA.; (1992). Los
datos se reportaron en unidades de absorbancia (ua).

Andlisis estadistico

Se aplicé un analisis de ANOVA de un solo factor (p<0,05) para la prueba de
Scheffe's, utilizando el programa estadistico IBM® SPSS® Statistics version 22 para
la determinacién de los tratamientos significativamente diferentes.
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Figura 5. Bioensayo cultivo de Chlorella sp. en agua residual y control. (A) Bioensayo sin inoculo,
(B) Bioensayo después de la inoculacion con Chlorella sp.

Figura 6. (A) Cultivo después de los 21 dias. Durante este periodo el cultivo alcanzé su fase
estacionaria. (B) Células de Chlorella sp. a los 21 dias de cultivo. Vista microscopio a 40X.

Resultados y discusion

Crecimiento de Chlorella sp. en agua residual

La microalga Chlorella sp. crecié satisfactoriamente en todos los medios evaluados,
sin embargo, las mayores densidades celulares se obtuvieron en agua residual
(p<0,05) tanto para T1 como para T2 en comparacion con el control, como se
describe en estudios anteriores Andrade et al., (2006), en los que se evalu6 el
crecimiento de esta alga en agua residual frente a un control de medio comercial.
Los valores maximos de crecimiento celular fueron: para T1 8,9 + 0,90 x10° cel/ml,
para T2 9,8 + 2,80 x10° cel/ml y para el control 5,0 + 0,91 x10° cel/ml.
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Las curvas de crecimiento de Chlorella sp. en los dos tratamientos y control (Figura
7) evidencian una rapida adaptacion de la microalga al medio, tanto de agua residual
como el de fertilizante foliar; sin embargo se observa un menor crecimiento en el
control durante todo el bioensayo, en la cual las células se adaptaron a las
condiciones del medio ingresando desde el dia 11 a su fase estacionaria. Con
respecto T1y T2, el crecimiento mayor con respecto al control de Chlorella sp. en
agua residual se debe posiblemente a la cantidad, disponibilidad y diversidad de
nutrientes contenidos en el agua residual (Andrade et al., 2006; Chacon et al., 2004).

De igual manera se evidencié que la curva de crecimiento de T1 y T2 fueron
similares durante el bioensayo, lo que indico que Chlorella sp. se adapto6 faciimente
a las condiciones nutritivas tanto del medio con 100% agua residual como de agua
residual en mezcla con agua purificada sin diferencias significativas (p>0,05). Esto
evidencio que el agua residual utilizada es un medio que brinda las condiciones
necesarias para el crecimiento y desarrollo de Chlorella sp., el cual puede ser
aprovechado para la obtencion de biomasa algal como se comprob6 en estudios
previos por Andrade et al., (2006), Chacon et al., (2004). Asi mismo, se ha sefialado
la conveniencia del uso de diferentes tipos de aguas residuales como medio de
cultivo para el crecimiento algal y se han puesto en practica lagunas de algas de
grandes proporciones con bastante éxito (Andrade et al., 2006).

13,0

12,0

11,0

DENSIDAD CELULAR (x 10° Cel/ml)

1,0 —V/

0,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

TIEMPO DEL CULTIVO (DIAS)

——1 —8-2 control

Figura 7. Crecimiento de la microalga Chlorella sp. (x 106 cel/ml) en agua residual y control
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Remocion de nitratos (NO3)

En la remocion de nitratos se observo que para el agua residual y control, Chlorella
sp. consumio durante todo el bioensayo este nutriente sin obtener diferencias
significativas (p>0,05) entre T1 y T2, pero si de estos tratamientos en relacion al
control (p<0,05). De acuerdo a la curva de absorbancia de nitratos (Figura 8) para
el medio control, se evidencié una reduccion en la absorbancia y por ende de la
concentracion de nitratos del 64,6%, desde el dia 8 al 21 (final del ensayo) con
valores de 0,749 % 0,248 ua a 0,484 £ 0,046 ua. Para los mismos dias en los
tratamientos con agua residual también se obtuvo una disminucion del contenido de
nitratos expresados en ua del 50,1% y del 49,8% para T1y T2 respectivamente. Los
valores de T1 fueron de 1,279 + 0,193 ua al 0,641 + 0,186, mientras que para T2
los valores de absorbancia se redujeron de 0,912 + 0,171 ua a 0,455 * 0,114 ua.
Teniendo en cuenta este analisis se podria manejar tiempos de retencion menores
de 10 dias o mayores de 15 dias para la remocion de NOs'.
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Figura 8. Medicién de Absorbancia de Nitratos en agua residual y control.

La eficiencia alcanzada en la reduccién del contenido de NOs™ (Figura 9) en agua
residual al implementar un cultivo monoalgal con Chlorellasp.enlos T1 y T2 (50,1%
y 49,8% consecutivamente) fue inferior a lo reportado por Hernandez., (2004) el cual
logré6 remociones del 94% y 84% utilizando cultivos co-inmovilizados de dos
especies del género Chlorella (C. vulgaris y C. sorokiniana) con Azospirillum
brasilense y sistemas con la microalga sola respectivamente en agua residual
doméstica. Otro estudio realizado por De-Bashan y Bashan., (2003) reporta una
eliminacién de nitratos del 84% en agua residual sintética co-inmovilizando Chlorella
sp. No obstante los porcentajes obtenidos en el bioensayo se acercaron a los
alcanzados por Roa y Caifiizares., (2012) con 60% utilizando la microalga
Scenedesmus incrasssatulus inmovilizada en agua residual domeéstica.
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Figura 9. Eficiencia en Remocioén Nitratos (NOgz") utilizando Chlorella sp.

Remocion de fosfatos (POa4?)

En cuanto a la remocién de fosfatos se logré determinar que no hubo diferencias
significativas entre cada uno de los tratamientos (p>0,05). Sin embargo se obtuvo
una mayor eficiencia en la remocion en T2 con 87,0%, registrando valores de
absorbancia de 0,265 + 0,029 ua para el dia 4 (valor mas bajo durante el bioensayo)
en relacion al dia 1 (0,305 £ 0,127ua), seguido de T1 con una eficiencia del 83,8%
con valores de 0,280 + 0,033 ua y 0,335 + 0,051 ua para los dias 4 y 1
correspondientemente. Para el control la reduccion en la concentracion de fosfatos
fue del 65,7% con valores de absorbancia para los mismos dias del 0,350 + 0,057
y del 0,531 + 0,269 ua (dia 4y 1).

Observando la curva de absorbancia para fosfatos (Figura 10) se detalla un
comportamiento fluctuante en los valores para el control, debido posiblemente a que
el cultivo entr6 en fase estacionaria a partir del dia 11 (Figura 7) de alguna manera
por una deficiencia en algun nutriente en el medio control utilizado. Un
comportamiento similar ocurri6 en T1 y T2, en los cuales después del dia 4 se
obtuvo un aumento en los valores de absorbancia seguidos de descensos en los
mismos, demostrando la remocion o asimilacion de fosfatos por parte Chlorella sp.
durante el transcurso del bioensayo. Estas fluctuaciones presentadas durante el
bioensayo sugiri6 la posibilidad de que el fésforo al encontrarse en el agua residual
en formas fosfatadas (ortofosfatos, polifosfatos y fosfatos organicos) Romero.,
(2000) forman complejos compuestos con la materia organica, los cuales en
principio no son asimilables por las microalgas, por lo cual estas en accién con otros
microorganismos como las bacterias rompen de alguna manera estos compuestos
convirtiéndolos asi en formas fosfatadas mas simples y asimilables para las
microalgas. Por lo cual se gener6 una liberacion de fosfatos y asimilacion a su vez
por parte de Chlorella sp. durante el transcurso del bioensayo. No obstante es
recomendable revalidar esta interpretacion por medio de estudios mas exhaustivos
en trabajos futuros, en los cuales se analice la transformacion o sintesis bioquimica
de los compuestos de fosforo contenidos en el agua residual durante el tiempo del
bioensayo y la asimilacion de estos por parte de la microalga.
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Figura 10. Medicion de Absorbancia de Fosfatos en agua residual y control.

Los porcentajes de eficiencia obtenidos en la remocién del contenido de (POa43)
(Figura 11) en el agua residual tanto para T1y T2 (83,8% y 87,0% respectivamente)
como para el control (65,7%) fueron superiores a los reportados por Hernandez.,
(2004) en el cual eliminaron 50% del fosforo total con cultivos co-inmovilizados
Azospirillum brasilense con dos especies del género Chlorella en ayuno; igualmente
al conseguido por Andrade et al., (2006), los cuales reportaron una remocion de
73,5% de (POa43) en agua residual proveniente de una laguna facultativa y de la
misma forma con lo reportado por Roa y Cafizares., (2012) donde obtuvieron una
disminucién de (PO43) del 47%. De la misma manera Chacén et al., (2004)
obtuvieron una remocién maxima de fosfatos para Chlorella sp. del 44% en agua
residual esterilizada y del 48,7% en agua residual no esterilizada para
Scenedesmus sp. y cercanos a los reportados en estudios realizados por De —
Bashan y Bashan.,(2003) los cuales lograron una eliminacion del 89% de fésforo de
agua residual sintética con Chlorella sola y del 92% co-inmovilizando Chlorella sp.
con A. brasilense. El andlisis anterior demostr6 que para la remocién de fosfatos no
se puede dejar las células de Chlorella sp. mucho tiempo en el agua residual. De
acuerdo a las curvas obtenidas el tiempo seria menor a 4 dias, en los cuales como
se describié anteriormente se lograron los valores mas bajos de absorbancia y por
ende mayor remocion de fosfatos durante el bioensayo.
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Figura 11. Eficiencia Remocion Fosfatos (POa43) utilizando Chlorella sp. Periodo: dia 1-4.

Conclusiones

Se logré aislar una cepa autoctona de Chlorella sp. en cultivos de laboratorio
utiizando como medio de cultivo fertilizante foliar. La microalga mostré un
crecimiento significativo en el agua residual, tanto para Tl como para T2,
adaptandose facilmente a las condiciones de estos medios. Igualmente se
determiné el efecto Chlorella sp. como método de tratamiento in vitro en aguas
residuales para la remocion de nitratos y fosfatos, logrando remociones
considerables en los diferentes tratamientos con agua residual y comprobando su
viabilidad como tratamiento terciario de aguas residuales.
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Efecto del uso de la escama de pescado en la alimentacion de
codornices sobre la calidad del huevo

Effect of use fish scale in feed quail on quality egg

Hurtado N, Victor Libardo®. Herrera, Yineth Maryori?. Gémez, David Alberto®.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del uso de escama de cachama
blanca (Piaractus brachypomus) vy tilapia (Oreochromis sp) como fuente de calcio
en la alimentacion de codornices sobre la calidad del huevo. Se utilizaron 360
huevos procedentes de un ensayo con 200 codornices japonesas de 45 dias de
edad, distribuidas en un disefio experimental completamente al azar con cuatro
tratamientos, cinco repeticiones y diez aves por repeticion. Los tratamientos
consistieron en niveles de sustitucion del carbonato de calcio por material solido
de escamas de pescado en 0, 10, 20 y 30% de la dieta basal. La inclusion de 20%
de escama de pescado aumentd (p=0,04) el diametro trasversal (20,0 mm) y peso
del huevo (11,47 g), las otras caracteristicas de calidad del huevo no fueron
influenciadas (p>0,05) por los niveles de escama en la dieta. En conclusion, en la
alimentacion de codornices en postura se puede utilizar hasta un 20% de material
sélido de escama de pescado como fuente alternativa de calcio sin afectar los
parametros de calidad interna y externa del huevo.

Palabras claves. Coturnix japénica, acuicultura, calcio, unidades Haugh

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of using fish scale of
cachama (Piaractus brachypomus) and tilapia (Oreochromis sp) as a source of
dietary calcium on the quality quail egg. Were used 360 eggs from assay with 200
japanese quail of forty-five days of age, distributed in a completely randomized
design with four treatments, five replicates and ten birds per replicate. The
treatments consisted of substitution levels of calcium carbonate by solid material
fish scale to 0, 10, 20 and 30% of the basal diet. The inclusion to 20% fish scale
increase (p=0.04) the transverse diameter (26,0 mm) and egg weight 11,47 g) the
other egg quality characteristics were not influenced (p>0,05). In conclusion, in
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quail in laying may use up to 20% solid material fish scale as an alternative source
of calcium without affecting the parameters of internal and external quality of the
egg.

Keywords. Coturnix japonica, Aquaculture, haugh units
Introduccién

La piscicultura ha crecido de manera considerable durante las Ultimas décadas
(Castillo, 2011). Sin embargo, este aumento ha generado algunos problemas
ambientales en las fases de levante, engorde, transformacion y fileteado, en las
gue se desvian los cursos de fuentes hidricas, se contamina el agua, se desechan
las escamas e incluso visceras, ejerciendose efectos contaminantes de amplia
cobertura, en la cual los residuos no se aprovechan dentro del mismo u otros
procesos productivos.

La escama de pescado contiene sustancias inorganicas como el fosfato de calcio
(hidroxiapatita) y el carbonato de calcio (Pérez y Garcia, 2009) de potencial uso
en la alimentacion animal. La escama en estado crudo y procesada de cachama 'y
tilapia contiene 40% de calcio y 10% de fésforo (GOmez y Benitez, 2011).

El calcio es el elemento mineral predominante en el organismo, 99% se encuentra
en el hueso y el 1% en los tejidos blandos, es responsable de la excitabilidad del
tejido nervioso, de las contracciones cardiacas y colabora en la coagulacion
sanguinea (Mora, 2007). El calcio es necesario en la dieta de codornices para el
mantenimiento y produccion de huevo de buena calidad de la cascara. La cascara
del huevo esta compuesta principalmente de carbonato célcico y constituye, en la
gallina se requiere aproximadamente de 2 gramos para formar la cascara,
indicando que cerca del 10% del calcio presente en el organismo es utilizado
diariamente. (Angulo, 2009).

La produccién de huevos de codornices es una actividad en crecimiento, que se
puede realizar en pequefios espacios y exige poca inversion. Sin embargo, en la
alimentacion de estas aves, se debe atender los requerimientos nutricionales para
maximizar la produccién de huevos, el fosforo y el calcio debe suministrarse en la
cantidades adecuadas para obtener un producto de calidad. Los requerimientos
recomendados para codornices japonesas en fase de postura son 3,2 y 0,4%
(Silva et al., 2011), 3,099 y 0,323% (Rostagno et al., 2011), 2,5 y 0,35% (NRC,
1994) para calcio y fosforo disponible respectivamente.

Con base en lo anteriormente expuesto el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto del uso de la escama de cachama blanca (Piaractus brachypomus) y de
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tilapia (Oreochromis sp) en sustitucion parcial del carbonato de calcio en dietas
para codornices japonesa sobre las caracteristicas de calidad del huevo.
Materiales y métodos

El trabajo se realizé en la Granja de la Universidad de los Llanos, en Villavicencio,
vereda Barcelona que se encuentra ubicada a una altura 387 msnm, con
temperatura media de 27° C y 82 % de humedad relativa y 3500 mm de
precipitacion anual. Se utilizaron 360 huevos procedentes de un ensayo con 200
codornices japonesas (Coturnix coturnix Japénica) de 45 dias de edad, alojadas
en jaulas de cinco niveles con tres divisiones por nivel, cada divisién estaba
dotada de comederos y bebederos automaticos. Las aves fueron distribuidas en
un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos, cinco repeticiones y
diez aves por repeticion. Los tratamientos estaban constituidos por la inclusion de
diferentes niveles inclusion de material sélido de escamas de Piaractus
brachypomus y de Oreochromis sp, en sustitucion de 0, 10, 20, y 30% del
carbonato de calcio de la dieta basal.

La dieta basal estaba compuesta por maiz, torta de soja, aceite vegetal, carbonato
de calcio, fosfato bicalcico, sal comun, vitaminas, D- L metionina, L —lisina, para
atender los requerimientos nutricionales recomendados por NRC (1994) como se
observa en la tabla 1.

Se realizaron seis colectas de tres huevos por unidad experimental, con intervalo
de cuatro semanas cada una. Para evaluar las caracteristicas de calidad interna y
externa del huevo. Las caracteristicas evaluadas fueron peso de huevo, diametro
longitudinal y didmetro transversal, altura del albumen, diametro del albumen,
altura de la yema, peso de la yema, didmetro de la yema, peso de la cascara,
peso del albumen, grosor de la cascara, porcentaje de yema, porcentaje de
cascara, porcentaje del albumen, unidades Haugh, indice de la yema e indice del
albumen.

Para la evaluacion de las caracteristicas de calidad del huevo, se utiliz6 una
balanza digital Aventures®, inicialmente se determiné el peso del huevo y
posteriormente se pesaron por separado los componentes del huevo.

La yema fue separada manualmente del albumen y posteriormente pesada. La
cascara fue lavada para retirar la presencia de otros componentes que constituyen
el huevo (albumen y yema) y luego secada a temperatura ambiente con el fin de
ser pesada.
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Tabla 1. Composicién centesimal de las raciones experimentales

Nivel de inclusion de escama de pescado

0% 10% 20% 30%
Maiz 56,20 56,20 56,20 56,20
Torta de soja 34,00 34,00 34,00 34,00
Aceite vegetal 1,45 1,45 1,45 1,45
Carbonato de calcio 5,41 4,87 4,33 3,79
Escama de pescado 0,00 0,54 1,08 1,62
Fosfato 1,32 1,23 1,13 1,03
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamina 0,50 0,50 0,50 0,50
D- L metionina 0,17 0,17 0,17 0,17
OL —lisina 0,05 0,05 0,05 0,05
Material inerte 0,40 0,49 0,59 0,69
Analisis calculado
Proteina bruta, % 20,00 20,00 20,00 20,00
EM kcal/kg 2887 2887 2887 2887
P disponible, % 0,35 0,38 0,42 0,45
Calcio, % 2,50 2,49 2,47 2,45
Lisina, % 1,00 1,00 1,00 1,00
Metionina, % 0,45 0,45 0,45 0,45
Treonina, % 0,68 0,68 0,68 0,68
Fibra bruta, % 2,82 2,82 2,82 2,82
Relacion P:Ca 7.14 6.55 5.88 5.44

El peso del albumen fue determinado por diferencia entre el peso del huevo y los
otros componentes (cascara y yema) del mismo. El valor relativo de cada uno de
los constituyentes del huevo se calcul6 relacionando el peso de estos con el peso
del huevo.

Los didmetros longitudinal y transversal del huevo se midieron con Calibrador Pie
de Rey Stainless - Hardened® digital.

El grosor de la cascara se estimd segun la metodologia descrita por Melo et al.
(2008), retirando cuatro pedazos de aproximadamente 3 a 5 mm?de cascara
seca, de posiciones equidistantes de la region ecuatorial del huevo. El grosor de
cada fraccion de cascara fue medido con micrémetro externo de Somet®, con
curso de 25 mm, lectura de 0,01 mm y exactitud de + 0,002 mm.

Las Unidades Haugh se calcularon relacionando el peso del huevo y la altura del
albumen segun férmula sugerida por Dudusola (2010).

HU =100 log (H-G" (30 W*¥" - 100) / 100 + 1.9):
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H = altura de la albimina, cm
G=322
W = peso del huevo, g

Para medir la altura y diametro de la yema y la clara se utilizé un Calibrador Pie de
Rey Stainless - Hardened ©, y para estimar los indices de yema y de clara se
aplicaron las siguientes formulas:

altura de la yema

Indice de yema % = 0
ndice de yema % Diametro de la yemﬂx

altura de la clara

. o —
Indice de clara % Diametro de la clara x100

Los datos fueron analizados en el programa Sistema de Analises Estatisticas e
Genéticas, SAEG 9.1 (2007), sometidos a analisis de variancia al 5% de
probabilidad.

Resultados

Durante el periodo experimental la temperatura promedio del galpén fue de 28,20
°C y humedad relativa de 72,34 %, segun Vasquez y Ballesteros ( 2009) la
temperatura 6ptima para la produccion de codornices debe estar entre 18 y 24 °C
con humedad relativa entre 60 y 65 %, lo que indica que las codornices no
estaban en condiciones de confort térmico. Sin embargo, esta situacién no afecto
la calidad de la cascara, la cual segun Martinez (1999), esta relacionada con la
pérdida del equilibrio iénico acido — basico tanto en la sangre como en el oviducto
cuando el ave intenta termo- regular, afectando la cantidad de bicarbonato
necesaria para la formacion de la cascara.

Los resultados de las caracteristicas de calidad externa e interna del huevo de
codornices alimentadas con diferentes niveles de inclusion de escama de
Piaractus brachypomus y de Oreochromis sp se presentan en las tablas 2 y 3
respectivamente.
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Tabla 2. Calidad externa del huevo de codorniz japénica ((Coturnix coturnix
Japédnica) utilizando diferentes niveles de inclusién de escama de pescado en la
dieta.

Nivel de sustitucion de carbonato de calcio por
escama de pescado
Caracteristica 0% 10% 20% 30% (p) SEM
Peso huevo (g) 11,05b 11,19b 11,47a 11,20b 0,04 0,09
Didmetro longitudinal (mm) 32,6 32,50 32,90 32,70 NS 0,17
Diametro trasversal (mm) 25,3b  25,40b 26,00a 25,20b 0,04 0,18
Grosor de la cascara (mm) 0,175 0,176 0,181 0,176 NS 0,30
Peso de la cascara (Q) 0,99 0,88 0,92 0,84 NS 0,06
Porcentaje de cascara (%) 8,95 7,86 8,02 7,50 NS 0,60
p: Probabilidad, letras distintas en la misma linea indican diferencia significativa por la
Prueba de Tukey (p=0,04).
NS: No significativo (p>0,05)
SEM: Error estandar de la media.

Tabla 3. Calidad interna del huevo de codorniz japdnica (Coturnix coturnix
Japonica) utilizando diferentes niveles de inclusion de escama de pescado en la
dieta.

Nivel de sustitucion de carbonato de calcio por
escama de pescado

Caracteristica 0% 10% 20% 30% (p) SEM
Altura del albumen (mm) 4,53 3,91 4,44 4,18 NS 0,27
Diametro del albumen

(mm) 41,29 40,47 39,64 40,45 NS 1,01
Peso albumen (g) 6,63 6,79 6,76 6,78 NS 1,02
Porcentaje albumen (%) 58,66 60,64 58,89 59,75 NS 1,07
indice albumen (%) 11,17 11,98 11,43 10,48 NS 1,31
Unidades Haug (%) 88,80 86,25 88,17 87,83 NS 1,09
Altura de la yema (mm) 11,44 8,30 8,49 9,30 NS 0,45
Diametro de la yema (mm) 23,31 22,51 23,05 22,22 NS 0,36
Peso de la yema (g) 3,46 3,47 3,70 3,53 NS 0,07
Porcentaje de yema (%) 30,62 31,46 31,66 31,67 NS 0,07
indice de yema (%) 49,40 37,57 37,29 42,06 NS 6,33

p: Probabilidad
NS: No significativo (p>0,05)
SEM: Error estandar de la media.

La inclusion de 20% de escama de pescado en la dieta incrementd (p=0,04) el
diametro trasversal y el peso del huevo, las demas caracteristicas de calidad
externa no fueron influenciados (p>0.05) por los niveles de inclusion del material
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solido de escama de pescado. Estos resultados indican una relacion positiva entre
el peso del huevo y los diametros estimados.

Del mismo modo, el mayor grosor de cascara fuer obtenido con la dieta con 20%
de escama de pescado, en los demas tratamientos el grosor de cascara fue
similar.

El menor peso del huevo estuvo relacionado con el mayor peso de la cascara
obtenido por el tratamiento control. Contrario a lo anterior el menor peso de la
cascara lo presenté la dieta con 30% de escama de pescado.

La sustitucion parcial de carbonato de calcio por escama de pescado en la dieta
no afectd (p>0.05) las caracteristicas de calidad interna del huevo de codorniz. La
mayor altura del albumen se obtuvo con el tratamiento control, resultado que se
refleja en el mayor alto valor relativo de unidades Haug. Con la inclusion de 10%
de escama se observaron, los mayores valores relativo y absoluto de peso e de
indice de albumen. El porcentaje de albumen fue proximo en las dietas con 0 y
20% de escama.

El tratamiento control mostré la mayor altura y diametro de la yema, entre tanto los
tratamientos con 10 y 30% fueron los de menor valor.

El peso de la yema se increment6 con la inclusion de 20% de escama de pescado
en la dieta. Los tratamientos control y con 10% de escama de pescado
presentaron los menores valores para esta variable, con similitud entre ellos. Entre
peso del huevo y peso de la yema se evidencié una correlacion positiva.

El mejor indice de yema lo presentd el tratamiento control, seguido por el
tratamiento con 30% de escama de pescado.

Discusion

El peso del huevo obtenido en este trabajo es menor al reportado por Jibaja (2011)
de 11,74 g con 3,40 % de calcio en la dieta, indicando que los niveles de calcio
no influyen en el peso del huevo, ya que éste depende entre otros factores de la
edad del ave, el tamafio de la yema y el medio ambiente en produccion.

Los resultados de los diametros longitudinal y trasversal se explican por la relacion

de éstos con el peso del huevo (Molina, 2004), estos resultados superan los
valores constatados por Jara (2011).

65




NG REVISTACIFECSA

M‘VISTﬁ CIMCS’ﬂ a’ Volumen 4 numero 6 — Julio 2013
CIENCIA, TECNOLOGIA, SOCIEDADY AMBIENTY ISSN: 2027 -6745

: http://www.revistacitecsa.mvzunipaz.
edu.co/

Barrancabermeja - Colombia

o UNIPAZ
Investigacién —

Revista para difusién y divulgacién de avances de

ISSN: 2027-6745

En relacién con el peso absoluto y relativo de la cédscara, Moura et al. (2009)
reportan valores menores de 0,92 g y 8,43 %. Por otro lado, Quintanilla (2012)
reportd mayor peso y porcentaje de cascara de 1,0 gy 9,12 % respectivamente al
utilizar 4,3% de calcio de la dieta.

El mayor porcentaje de la cascara puede estar relacionada con el menor peso del
huevo del tratamiento control en relacion con los demés tratamientos. Segun
Martinez (1999) el peso del huevo aumenta con la edad del ave, pero no asi la
cantidad de cascara, debido a que es la misma cantidad de cascara que se
emplea para cubrir una superficie mas grande.

Segun Cruz (2008) la cascara delgada se puede producir por fallas nutricionales
debido a la deficiencia de calcio o de fosforo, o también por exceso de fosforo o
cuando las aves estan sometidas a estrés térmico. El grosor de la cascara no fue
afectado por la inclusion de escama de pescado, de tal forma se puede considerar
gue este material contiene una proporcion adecuada de calcio y fosforo, indicando
gue la cantidad absoluta de estos minerales y la relacion fésforo: calcio en la dieta
atendian los requerimientos de estos nutrientes del ave en fase de postura.

En relacion a las caracteristicas de calidad interna del huevo, Jara (2011) reporto
mayor diametro y altura del albumen de 59,7mm y 5,2 mm respectivamente, a los
resultados del presente trabajo, explicando que la altura del albumen depende del
tiempo y temperatura de almacenamiento (Moura et al, 2008). Respecto al peso
del albumen, Moura et al., (2009) y Dudusola (2010) obtuvieron 6,73 y 6,33 ¢
respectivamente, valores inferiores a los constatados en esta investigacion.

El alto valor de indice de albumen denso indica mayor frescura del huevo, dado
gue hay una menor fluidificacion del albumen, es decir el huevo esta menos
degradado. El indice de albumen es relativamente alto comparado con el
reportado por Jara (2011) de 8,78%.

Los niveles de escama en la dieta proporcionaron altura y diametro de la yema
inferiores a los reportados por Jara (2011) de 11,7 y 25,30 mm respectivamente.

El resultado de peso de la yema es superior al reportado por Moura et al., (2009)
de 3,33 g de yema. Entre peso del huevo Yy peso de la yema existe una
correlacién positiva, es decir el peso del huevo depende del tamafio de la yema.

El indice de yema es un parametro que informa sobre la forma ideal de la yema 'y

su relacion con la frescura y calidad del huevo. Cuanto mayor sea el valor de este
indice, mayor es la frescura del huevo, ya que la yema se presenta mas compacta.
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El indice de yema constatado en este trabajo fue superior a lo reportado por Jara
(2011) de 46,09% y Dudusola (2010) de 46%.

La calidad de la clara, depende de la consistencia del albumen denso y se expresa
mediante las unidades Haugh, en esta variable los datos obtenidos superan a los
valores reportados por Moura et al. (2008) de 78,04-85,97% de huevos
almacenados al medio ambiente, pero son inferiores a los encontrados por Oliveira
et al, (2008) de 94,06 utilizando dietas con niveles reducidos de calcio (1,9-2.2%).

Los resultados en general obtenidos en este trabajo indican que la calidad del
huevo no se ha alterado por la inclusibn de escama de pescado en la dieta,
corroborando lo expuesto Moura et al. (2007), en el sentido que la calidad interna
del huevo se deteriora principalmente por la pérdida de agua y de dioxido de
carbono durante el almacenamiento, dependiendo del incremento de la
temperatura de conservacion, lo que induce al envejecimiento del huevo con la
consiguiente licuefaccion y pérdida de agua por evaporacion, que conduce a una
menor altura del albumen denso.

Ademas, se evidencia que los niveles de calcio y fésforo para codornices
japonesas en fase de postura criadas en condiciones tropicales pueden sufrir
variaciones, lo cual genera la necesidad de estimar los requerimientos de estos
minerales en esas condiciones.

Conclusiones

En la alimentacidén de codornices en fase de postura se puede utilizar hasta un 20
% material sélido de escama de pescado como fuente alternativa de calcio, el cual
mejord el diametro trasversal y peso del huevo sin afectar los demas parametros
de calidad externa del huevo.

La concentracion de calcio y fosforo en las dietas experimentales derivada de la
inclusiéon de hasta 30% de escama de pescado en la dieta para codornices
japonesas en fase de postura no afecta las caracteristicas de calidad interna del
huevo.
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Resumen

El humedal El Castillo ubicado en las comunas 1 y 4 del municipio de
Barrancabermeja (Colombia), a través de los afios ha sufrido transformaciones en
su espejo de agua, inducidos por procesos naturales como las inundaciones y la
sucesion vegetal; asi, como por factores antropogénicos como los vertimientos de
aguas residuales, la deforestacion de la cuenca y los procesos de ocupacion,
perturbaciones consideradas como severas. Para el desarrollo de la investigacion
se recolecto informacion de fotografia aérea del area de estudio en el Instituto
Geografico Agustin Codazzi IGAC, donde se obtuvieron fotografias de los
anos1976, 1984, 1988, 1992 y 2004, con el fin de analizar multitemporalmente la
dinamica del espejo de agua del humedal, usando técnicas de fotointerpretacion,
procesamiento digital de imagenes y sistemas de informacién geografica. Para
determinar el area del espejo de agua en las fotografias areas, se realizo la
correccion geométrica a partir de puntos de control, tomando como referencia una
ortofotografia del IGAC de 2009 del municipio de Barrancabermeja. Se realizo el
geoprocesamiento de cada uno de los poligonos que representan el area del
espejo de agua, para establecer la dinamica de éste, entre los afos
correspondientes a cada fotografia. Analizando la evolucion temporal de la
superficie del espejo de agua del humedal El Castillo, se logré establecer que esta
se ajusta a un modelo de regresion cuadratica R?=0,972. Sin embargo, esta
variacion espacial estd gobernada por los procesos naturales y antropogénicos.

Palabras claves: humedal, geoprocesamiento, analisis multitemporal, dinamica
espacial.
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Abstract

The wetland “El Castillo” located in the districts 1 and 4 of Barrancabermeja
municipality, through the years has undergone changes in its water surface,
induced by natural processes like flooding and vegetal succession; as well as
anthropogenic factors such as wastewater discharges, deforestation and migration
processes, considered as severe disturbances. For the research development,
aerial photography information of the site was collected from Instituto Geografico
Agustin Codazzi IGAC. The information collected corresponds to the years of
1976, 1984, 1988, 1992 y 2004, with the purpose of analyzing the dynamics of
wetland water surface in function of time using photo interpretation techniques,
digital image processing and geographic information system (GIS). In order to
determine the area of the water surface in the aerial photographs, geometric
correction was performed from the checkpoints, by reference to the IGAC™ ortho
photography of the municipality of Barrancabermeja in 2009. Geographic
processing of these polygons of the water surface area was needed in order to
establish its dynamics. Analyzing the temporal evolution of the surface of the “El
Castillo” wetland, a quadratic regression model fits with a R2 = 0.972. However,
this spatial variation is governed by natural and anthropogenic processes.

Key words: wetland, geoprocessing, multitemporal analysis, spatial dynamics.
Introduccion

Los humedales representan atributos, productos y funciones de cuya existencia se
beneficia la sociedad. Dichas funciones son Fisicas: regulacion del ciclo hidrico
superficial y de acuiferos, retencion de sedimentos, control de erosion y
estabilizacibn microcliméatica; Quimicas: regulacion de ciclos de nutrientes
(retencidn, filtracidn y liberacién) y descomposicion de biomasa terrestre como
base de la productividad de los sistemas acuaticos; Bio- Ecoldgicas: productividad
biologica, estabilidad e integridad de ecosistemas y retenciéon de diéxido de
carbono; y Sociales: sistemas productivos Yy socioculturales (economias
extractivas, pesca artesanal, caza, recoleccion, pastoreo y agricultura en épocas
de estiaje), recursos hidrobiol6gicos y soporte de acuicultura. Segun Politica
Nacional para Humedales Interiores de Colombia (2001).

Algunos humedales sustentan procesos comerciales, tales como la industria del
palmito, y la explotacion forestal en cativales y guandales. También proveen
servicios de recreacion, investigacion cientifica y educacién. De igual forma estos
beneficiones ecosistémicos pueden resumirse en dos categorias que son segun
sus funciones, productos o atributos, como puede verse en el cuadro 1.
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Segun la Convencién Ramsar (1975) (ratificada en Colombia por la Ley 357 de
1997), se entiende por humedales “aquellas extensiones de marismas, pantanos,
turberas o aguas de régimen natural o artificial, permanentes o temporales,
estancadas o corrientes, dulces, salobres o saladas, incluyendo las extensiones
de agua marina cuya profundidad en marea baja no exceda de seis metros”. En
este sentido, es importante considerar que cualquier superficie que pueda retener
permanente o transitoriamente un volumen de agua, puede corresponder a un
humedal, haciendo de alguna forma compleja su delimitacion en terreno, ya que
se deben considerar no solo los limites naturales, sino también los culturales y
aquellas modificaciones inducidas en el paisaje.

Cuadro 1. Valores de los humedales

CATEGORIA VALOR DEL HUMEDAL
FUNCIONES Recarga de acuiferos
Descarga de acuiferos
Control de flujo
Retencion de sedimentos y toxicos
Retencion de nutrientes
Estabilizacion de la linea costera
Proteccion contra tormentas
Transporte acuatico
Soporte de cadenas troficas
Habitat para vida silvestre
Recreacion activa
PRODUCTOS Recursos de vida silvestre
Pesquerias
Recursos forrajeros
Recursos agricolas
Fuentes de agua
Recursos forestales
ATRIBUTOS Diversidad biolégica

Importancia cultural e histérica
Fuente: Politica Nacional para Humedales Interiores de Colombia 2001.

Las actividades transformadoras del entorno desarrolladas por el hombre han
inducido la alteracion de la estructura de los ecosistemas de humedales,
generando perdida de la biodiversidad y extension territorial; el desarrollo
econdmico y los continuos cambios del uso del suelo (urbanizacion, agricultura,
ganaderia y mineria) constituyen los principales agentes generadores del
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deterioro, degradacién, la pérdida de servicios ecosistémicos y de resiliencia.
Vilardy, et al. (2014).

Otros factores que afectan directa e indirectamente estos ecosistemas son la
inadecuada planificacién y manejo, que no reflejan la articulaciéon de las politicas
gue contemplen los humedales en el contexto de la cuenca a la que pertenecen.
De igual forma, se puede sumar el panorama histérico socioambiental que
manifiesta una vision extractiva del ecosistema. Vilardy, et al. (2014).

De esta forma, es importante considerar que el municipio de Barrancabermeja
hace parte de la denominada cuenca de los humedales del Magdalena Medio
Santandereano junto con los municipios de Bolivar, Cimitarra, Puerto Parra,
Puerto Willches, Sabana de Torres, San Vicente de Chucuri y Simacota Bajo (POT
2002). En total se encuentran 64 ciénagas, de las cuales Barrancabermeja posee
8 cuerpos de agua principales entre ellos se encuentran las ciénagas El Llanito,
San Silvestre, Palotal, Miramar, Juan Esteban, Opon, San Rafael de Chucuri y
humedal El Castillo, este ultimo objeto de estudio de la presente investigacion.

Estudios desarrollados en donde se aplicaron indices de contaminacion (ICOMO,
ICOTRO e ICOMI) Ramirez et al. (1997) y biologico (BMWP/col) Roldan (1999)
demuestran el grado de contaminacion e intervencion que ha sufrido el ecosistema
acuatico del humedal El Castillo es asi como segun Cuellar & Rojas (2012) éste
humedal presenta aguas eutrofizadas con niveles altos de contaminacion.

Asi mismo, Nieto & Navarro (2013) evaluaron la calidad del agua a través del
analisis de bioindicadores de microalgas del perifiton en el humedal ElI Castillo
encontrando 87 especies de las cuales 39 son diatomeas pennales, 1 euglendfita,
24 cianoficeas, 3 diatomeas centrales, 11 cloroficeas indicadoras de eutrofizacion
y empleando el indice compuesto de Nygaard segun Pinilla (1998) categorizando
el humedal El Castillo en un estado de eutrofizacion.

Materiales y métodos

La presente investigacion se desarroll6 en el municipio de Barrancabermeja,
ubicado en el departamento de Santander (Colombia), con una latitud Norte de 7°
03’ 48”; una Longitud Oeste de 73° 51’ 50” y con una altitud sobre el nivel del mar
de 75,94 metros. La cuidad cuenta con siete comunas las cuales conforman la
zona urbana del Municipio, la extension territorial es de 1347,83 km?, abarcando
un segmento del fondo del valle interandino del Magdalena Medio, desde la
terrazas aluviales altas, cubriendo hacia el noroccidente terrazas bajas, colinas,
bajos y ciénagas hasta la planicie aluvial del Rio Magdalena. De esos 1.347,83
km? al &rea urbana le pertenece 30,37 km? y al &rea rural 1317,46 km?.
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El humedal El Castillo se encuentra ubicado en el area urbana del municipio,
limitando al norte con la comuna 1 y al sur con la comuna 4, La extensién del
humedal el castillo es de 134.5 hectareas y su profundidad es de 1.75 metros
aproximadamente (Ver Figura 1).

Figura 1. Ubicacion del humedal el Castillo

Humedal
£l Castillo

Fuente. Secretaria de Planeacion Municipal de Barrancabermeja (2009).

Para la realizacion de la investigacion se siguieron lineamientos metodologicos
representados en 3 etapas fundamentales que comprenden: la adquisicion de
fotografias aéreas, el procesamiento (Georreferenciacion y Geoproceso) y analisis
de informacién, como se describe a continuacion:

Adquisicién de Fotografias aéreas: se recopilé informacién de fotografia aérea
de los afios 1976, 1984, 1988, 1992 y 2004 del area de estudio en el Instituto
Geogréfico Agustin Codazzi IGAC. Lobo & Mendez (2013). En el cuadro 2 se
presenta la informacion correspondiente a cada una de las fotografias disponibles.

Cuadro 2. Informacién de fotografias aéreas

Fotografia/ FECHA ESCALA
11 de mayo de 1976 1:555000
15 de octubre de1984 1:224000
14 de julio de 1988 1:224000
24 de octubre de 1992 1.147000
octubre de 2004 1:197000

Fuente: Instituto Geogréafico Agustin Codazzi
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Estas fotografias aéreas inicialmente se encontraban en medio fisico (excepto
fotografia de 2004 que se encontraba en medio digital) por lo cual se hizo
necesario someterlas a un proceso de digitalizacion por medio de un escaner,
generadndose asi una imagen digital de 24 bits. Sin embargo estas imagenes
digitales deben ajustarse a un sistema de proyeccién, denominada correccion
geométrica. Sobrino (2000). En la figura 2 se puede observar el resultado del
proceso de digitalizacion de las fotografias aéreas.

Figura 2. Fotografias aéreas digitalizadas.

Ao 1976 Ao 1984 Ao 1988

Ao 1992 Ano 2004 Ano 2009

Fuente: Autor

Por otra parte, mediante técnicas de fotointerpretacion fueron analizados los
elementos de interpretacion de la imagen como: tono, color, tamafo, forma,
textura, patron, sombras, altura y profundidad, volumen y asociacion; para de esta
forma poder delimitar adecuadamente el espejo de agua del humedal. Jense
(2007).

Procesamiento (Correccién geométrica y Geoproceso): para poder determinar
el area del espejo de agua en las fotografias areas, se realizd la correccidon
geométrica a partir de puntos de control (GCP’s) y funciones de transformacion
tomando puntos comunes de la imagen y el mapa. Sobrino (2000). En este
proceso de correccibn geométrica se utilizé del software ENVI 4.2 el mend
georreferenciacion imagen a imagen, en donde la primera imagen corresponde a
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la imagen digitalizada y la segunda es la imagen de referencia, correspondiendo a
una Ortofotografia del IGAC 2009 del Municipio de Barrancabermeja. Revision
POT Barrancabermeja (2009).

Figura 3. Proceso de correccién geométrica de las fotografias aéreas.
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Fuente: Autor

Una vez realizada la georreferenciacion de las fotografias aéreas se realizé el
geoproceso de areas, que consiste en la digitalizacion de cada uno de los
poligonos que representan el area del espejo de agua del humedal en la imagen,
transformandolo en una capa vectorial (SHP) soportado en el software gvSIG 2.0,
para asi establecer la dinamica entre los afios correspondientes a cada imagen,
como se puede observar en la figura 4.
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Figura 4. Imagenes georeferenciadas y digitalizacion de areas.

Ao 1976 Aio 2004
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Fuente: Autor

Resultados y discusién

La digitalizacién de las fotografias aéreas permitio determinar el area del espejo
de agua presente en cada uno de los afios analizados, mediante técnica de
fotointerpretacion y el uso del software gvSIG 2.0 como se muestra en el cuadro 3,
cabe destacar que en las imagenes no se aplicaron técnicas de clasificacion
(supervisada o no supervisada), ya que la informacion radiométrica resultante del
proceso de digitalizacién impide la discriminacion de la informacion contenida en
cada pixel. Chuvieco (2008).

Cuadro 3. Area del espejo de agua

Afio Area M* Area Ha
1976 11.3648,254 11.36
1984 64.290,638 6.43
1988 73.624,845 7.36
1992 88.367,005 8.84
2004 15.5305,687 15.53

Fuente: Autor
De esta forma se puede evidenciar la dinamica propia de un cuerpo de agua que

actia como cuerpo receptor y amortiguador de crecidas en los periodos de lluvia y
de regulacién del caudal en periodos secos. Es asi como en 1976 el area del
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espejo de agua correspondia al 11.36 Ha y en 1984 se existian 6.43 Ha y asi
sucesivamente.

Por otra parte es importante aclarar que en 2004 si bien se observa un aumento
considerable del espejo de agua, esto no indica necesariamente un aumento del
volumen almacenado; este fendbmeno se puede atribuir al efecto que tiene la
sedimentacién del humedal debido a la alta intervencién presente en su cuenca.
Sin embargo esta informacion de la mayoria de cuerpos de agua del pais es
escasa y desconocida. Vilardy, et al. (2014).

Sin embargo, la informacién climatolégica de Barrancabermeja permite establecer
tendencias bimodales de los periodos secos y de lluvia a lo largo del afio, como se
puede apreciar en la figura 5, que representan el historico del comportamiento de
estos periodos y permite analizar las fluctuaciones del ecosistema de humedal con
la variable de precipitacion.

Figura 5. Climatologia de Barrancabermeja
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Fuente: Worldmeteo, Barrancabermeja (2015).

Si se analiza la tendencia climatolégica del municipio, se puede lograr una
aproximacion a uno de los eventos que dinamizan el espejo de agua del humedal
El Castillo como lo es la precipitacion (ver figura 5), en ella se puede observar que
histéricamente los meses mas lluviosos del afio son Mayo y Octubre, mientras el
mese mas secos es Enero, determinando su régimen hidroldgico.

Para calcular la diferencia del espejo de agua del humedal existente entre afios
analizados, fue necesario calcular la diferencia para cada afo, ejemplo 1976-1984
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y luego 1984-1976. Posteriormente para obtener una capa que contenga las
diferencias, se emplea la herramienta Geoproceso unién (es importante conservar
el orden) usando el software libre gvSIG 2.0. Resultando en la dinamica del espejo
de agua del humedal EI Castillo como se puede observar en la figura 6.

Figura 6. Dinamica del espejo de agua del humedal El Castillo entre 1976, 1984,
1988 y 2004.
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Fuente: Autor

De esta forma se puede analizar los avances y retrocesos de este tipo de
ecosistemas respecto al tiempo, entre los afios 1976 y 1984 se puede evidenciar
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una pérdida del 43%; entre los afios 1984 y 1988 un aumento de 1 Ha; entre los
afos 1988 y 1992 un aumento de 1,5 Ha; y finalmente en el periodo de 1992 y
2004 un aumento de 6,7 Ha.

Por dltimo, se planteé una comparacion entre los afios de 1976 y 2004, que
permitié identificar un aumento del espejo de agua en 4,2 Ha, que no
necesariamente indica un aumento del volumen almacenado, ya que para
determinarlo se hace necesario la realizacion de estudios batimétricos. Vilardy, et
al. (2014). De igual forma se evidencia el avance de los procesos de eutrofizacion
y colmatacion, produciendo la segregacién del espejo de agua en masas aisladas.

Figura 7. Dinamica del espejo de agua del humedal El Castillo entre 1976 y 2004.
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Analizando la evolucion temporal de la superficie del espejo de agua del humedal
El Castillo, se logré establecer que esta se ajusta a un modelo de regresion
cuadratica R?=0,972. Sin embargo, esta variacion espacial esta gobernada por los
procesos naturales y antropogénicos.

Desde el punto de vista ambiental, la dinAmica del espejo de agua hace parte de
las caracteristicas propias de un ecosistema como el humedal El Castillo. Sin
embargo, el aumento de la vegetacion flotante producto de la eutrofizacion del
medio provoca la reduccion de la penetracion de los rayos del sol y la actividad
fotosintética de los organismos fitoplanctdnicos, provocando un decaimiento de la
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produccion de oxigeno libre, generando la anoxia en las zonas profundas que
redundan en la perdida de la diversidad acuatica, baja productividad y aumento de
la generacion de gases de efecto invernadero producto de la sedimentacion del
humedal. Varis et al. (2012).

Conclusiones

Analizando la evolucién temporal de la superficie del espejo de agua del humedal
El Castillo, se logré establecer que esta se ajusta a un modelo de regresion
cuadratica R?=0,972. Sin embargo, esto no permite predecir el comportamiento del
espejo de humedal, ya que estas variaciones espaciales estan gobernadas por los
procesos naturales y antropogénicos.

En cuanto a la escala temporal, es importante tener en cuenta que esta maneja un
cambio en el tiempo muy amplio e irregular, por esta razén no se pueden observar
alteraciones estacionales. Debido a la disponibilidad de fotografias aéreas del area
de estudio.
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Evaluacion del fruto entero de palma de aceite ofrecido ad libitum en la
alimentacion de pollos de engorde

Evaluation of whole fruit palm oil offered ad libitum choice feeding of broilers

Ruiz Posada, Rodolfo'. Romero Céardenas, Elkin?. Hernandez Velandia, Helberth3
y Salinas Gonzales, Ivan®.

Resumen

Los estudios sobre la adicion de aceites en las aves de corral han presentado
resultados satisfactorios sobretodo en regiones calidas donde los animales estan
expuestos al estrés caldrico. El fruto de palma de aceite tiene altos niveles de
extracto etéreo y bajo niveles de proteina, este recurso tiene buena disponibilidad
en la region del Magdalena medio santandereano. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la utilizacion del fruto de palma (Elaeis guineensis Jack) ad libitum en
la alimentacién de pollos de engorde en la etapa de finalizacion. El trabajo se
realizé en el Centro Experimental Santa Lucia del Instituto Universitario de la Paz.
Se utilizaron 198 pollos de la linea Cobb, divididos en dos tratamientos y tres
réplicas. El tratamiento 1 o testigo se alimentd con alimento balanceado comercial,
y el tratamiento 2 con alimento balanceado comercial y fruto de palma a voluntad
durante la etapa de finalizacion. Las variables evaluadas fueron: velocidad de
crecimiento (VC), indice de conversién (ICA) y rendimiento en canal (RC). El
experimento se realizd bajo un disefio de bloques completamente al azar con tres
repeticiones por tratamiento y se aplico el analisis de varianza (ANAVA) utilizando
el programa SPSS 20. Los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron
favorables para el tratamiento con la adicion a voluntad de fruto entero de palma
de aceite. Para la variable velocidad de crecimiento (VC), no se presentaron
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p>0.05). Para las
variables; indice de conversion alimenticia (ICA) y rendimiento en canal (RC), se
presentaron diferencias significativas. El fruto de palma presentd buena
palatabilidad por parte de los pollos de engorde y los resultados técnicos fueron
satisfactorios lo cual indicaria que es una alternativa viable en la alimentacion del
pollo del engorde.

Palabras clave: aceites, nutricion, palatabilidad, pollos de engorde, rendimiento
en canal

1 Zoot. Esp. Docente Escuela MVZ. Grupo de investigacidn en produccidn y ciencia animal. PROCA. UNIPAZ
2 M.V.Z. Esp. Docente Escuela MVZ. Grupo de investigacién en produccién y ciencia animal. PROCA. UNIPAZ
3 MVZ. Estudiante tesista. UNIPAZ.

4 MVZ. Estudiante tesista. UNIPAZ.
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Abstract

Studies of the addition of oils in poultry satisfactory results have been presented
especially in warm regions where animals they are susceptible to heat stress. The
oil palm fruit is high in ether extract and is available in the Magdalena Medio
region. The objective of the this study was to evaluate the use of palm fruit (Elaeis
guineensis Jack) ad libitum in feeding broilers in the finishing stage. The work was
performed at the Experimental Center Santa Lucia. Chickens of Cobb 198 line,
divided into two treatments and three replicates were used. Or control treatment 1
were fed commercial feed, and treatment 2 with commercial feed and palm fruit at
will during the stage of finishing. The variables evaluated were: growth rate, feed
conversion and carcass Yield. The experiment was carried out under a design of
randomized complete block with three replicates per treatment and analysis of
variance (ANOVA) was applied using the SPSS 20 program. The results obtained
in this study were favorable for treatment with the addition of whole fruit will oil
palm. For the variable growth rate no statistically significant differences between
treatments (p>0.05) were presented. Feed conversion ratio (ICA) and carcass
yield, significant differences between treatments (P>0.05) occurred. The palm fruit
palatable presented by broilers and were satisfactory technical results which
indicate that it is a viable alternative in chicken fattening food.

Key words: oils, nutrition, palatability, broiler, carcass yield,

Introduccién

El pollo de engorde al ser sometido a altas temperaturas, disminuye el consumo
de alimento, aumenta el consumo de agua y modifica su comportamiento con el fin
de disipar el calor. Es importante tener en cuenta que la piel de las aves no posee
glandulas sudoriparas. Alvarez et al. (2009). Ademas la reduccién del consumo de
alimento es el factor que mas afecta el desempefo productivo del pollo de
engorde bajo condiciones de estrés caldrico (Lagana et al, 2007).

Es comun incluir en lugares de excesivo calor un porcentaje de energia mayor en
forma de aceite/grasa a la dieta, esta practica, no solamente aumenta la ingesta
de energia por parte del pollo, sino que ademas disminuye considerablemente el
incremento de calor por el menor efecto metabdlico de la grasa frente a los
carbohidratos (Duran, 2011)

El uso de grasas en la alimentacion animal tiene muchas ventajas, es la principal
fuente para aumentar el contenido de energia en las dietas, la dieta de pollos de
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engorde proporciona mayor tasa de crecimiento, aumento de la eficiencia
alimenticia y la ganancia de peso lo que lleva a disminuir la edad al mercado,
ayudando a minimizar el calor incrementado durante el estrés calorico (Rahman et
al, 2010).

Las grasas y aceites suplen de 2 a 2.5 veces mas energia que los carbohidratos,
también aportan acidos grasos esenciales en la dieta que no pueden ser
sintetizados por el animal (Tomkins y Drackley, 2010).

Segun Machado (1997), las grasas producen un incremento calérico mas bajo, en
los carbohidratos este incremento es intermedio y en las proteinas es alto. Por
esta razon, ademas de la adicidon de grasas, en climas calidos también es
recomendable evitar los excesos de proteinas y aminoacidos en las dietas (Daghir
y Lebanon, 2009).

En raciones para pollos de engorde pueden incorporarse niveles de aceites entre
2 y 5% como fuente de energia en sustitucion de los cereales, cantidades
superiores al 10 o 12% generalmente pueden causar reduccion en el consumo de
alimento (Acuero, 1999). Segun Ruiz, et al. (2009), el fruto de palma integral,
molido y mezclado con el alimento comercial, resulto en una alternativa
técnicamente viable para ser utilizada en bajos niveles de sustitucion (3,5 y7%), en
la alimentacién del pollo de engorde.

La suplementacion con grasas o aceites en bajas cantidades es una practica muy
comun para mejorar la utilizacion de la energia del alimento y mejorar el
desempefio en los pollos de engorde (Chekani-Azar, 2007). En este sentido
Nobakht et al (2011), atribuyen otros efectos favorables como el incremento en la
absorcién y digestidn de las lipoproteinas.

Diversos trabajos realizados en zonas calidas por Ocampo (1994a, 1994b), en los
Llanos Orientales de Colombia y Ruiz et al (2007, 2009a, 2009b, 2012,), en el
Magdalena medio santandereano, utilizando el fruto integral de palma de aceite
(Elaeis guineensis Jack) han reportado resultados favorables en la alimentacion
animal.

Para Ocampo (1998), La utilizacién de los productos y subproductos de la palma
africana, permiten la diversificacion de especies en la unidad de produccién, por
ejemplo, la utilizacion del fruto en la alimentacion del cerdo, el uso del aceite en
dietas para cerdos, aves, equinos, bovinos y ovinos.

El fruto integral de palma africana presenta altos niveles de aceites (68.5%), sin

embargo, cerdos en finalizacion alimentados a voluntad con fruto integral de palma
de aceite, presentaron niveles sanguineos normales de triglicéridos y colesterol.
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Rodriguez, et al (2013). Podria decirse que la fruta entera de Palma Africana es un
alimento rico en energia (Ocampo, 1994).

Por las anteriores razones y teniendo en cuenta, la alta disponibilidad de fruto de
palma, las altas temperaturas predominantes durante la mayor parte del afo,
ademas la alta humedad relativa en la regién y las pocas referencias sobre el
tema, se planteo la presente investigacion con el objetivo de evaluar la utilizacion
del fruto entero de palma de aceite a voluntad en la alimentacion de pollos de
engorde.

Materiales y métodos

El trabajo se realizd en el centro experimental Santa Lucia, propiedad de la
Universidad de la Paz, ubicada en el municipio de Barrancabermeja Colombia, con
198 pollos de la linea Cobb distribuidos en disefio experimental completamente al
azar con dos tratamientos y tres réplicas de 33 animales. Al tratamiento 1,
denominado tratamiento control (concentrado comercial), se le suministro alimento
balanceado comercial durante todo el periodo de engorde. Al tratamiento 2
(concentrado comercial + fruto de palma a voluntad), ademas del alimento
comercial se le ofrecio fruto de palma a voluntad desde el dia 20 hasta el dia 40,
previo periodo de adaptacion de 5 dias. El fruto de palma se ubicaba en tolvas y
sin desgranar es decir con el raquis, sin embargo no se determino el consumo de
fruto entero de palma ya que se ocasionaron pérdidas por el fruto que se
desprendia del raquis o por consumos incompletos del fruto.

Tabla 1. Composicion nutricional del fruto entero de palma (Elaeis guineensis
Jack), en base seca.

NUTRIENTE FRUTO ENTERO DE PALMA
Proteina % 3.2
Grasa % 68,5
Fibra cruda % 16.4
Cenizas % 1.77
ENN % (extracto no nitrogenado)* 10,13

Fuente: Laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal. Unalmed. 2011.

La cantidad de alimento balanceado se suministré diariamente cumpliendo con lo
especificado en las tablas de requerimientos nutricionales para el consumo de
materia seca en pollos de engorde, segun Rostagno et al (2011).

Tabla 2. Consumo promedio semanal para pollos de engorde.
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3 85
4 112
&) 138
6 156

Fuente: Rostagno, 2005.

Las variables evaluadas fueron: velocidad de crecimiento (VC), indice de
conversion (ICA) y rendimiento en canal (RC). Los datos de suministro de alimento
y consumo de alimento comercial fueron tomados diariamente en cada tratamiento
a excepcion del consumo de fruto de palma. Los pesos se tomaron al inicio del
experimento y semanalmente hasta el final de la prueba.

A los datos se les aplicé el analisis de varianza (ANAVA) utilizando el programa
SPSS 20, para comparar los resultados entre tratamientos.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron favorables para el
tratamiento con la adicion a voluntad de fruto entero de palma de aceite. Para la
variable velocidad de crecimiento no se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (p>0.05), sin embargo para las variables; indice de
conversion alimenticia (ICA) y rendimiento en canal, hubo diferencias significativas
entre tratamientos (P< 0.05). Es importante recordar que para el célculo del ICA no
se incluy6 el consumo de fruto de palma ya que se ocasionaron pérdidas por el
desprendimiento del raquis y/o consumos incompletos.

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos para cada variable evaluada.

Tabla 3. Variables evaluadas de pollos de engorde alimentados con y sin adicién
de fruto de palma en la dieta.

VARIABLE Concentrado Concentrado
comercial comercial + fruto de
palma a voluntad
Velocidad de crecimiento (V.C) 447 g. 48 g.
Indice de conversién (I.C.A) 1,68 1,5
Rendimiento en canal (R.C.) 73.6% 79.9%

Ruiz et al. (2009), al evaluar diferentes proporciones de sustitucién (3,5 y 7%) al
alimento balanceado con fruto molido de palma de aceite en la dieta para pollos de
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engorde, encontraron mejores resultados en ganancia de peso e indice de
conversion con respecto al tratamiento testigo sin fruto de palma, el tratamiento
que presentd mejor ICA (1.8) y mayor velocidad de crecimiento (86,28 g), fue el de
mayor sustitucion (7%).

Pocos reportes referencian la utilizacion del fruto de palma entero en la
alimentacion de los pollos de engorde, las investigaciones se han dirigido a
evaluar el aceite de palma, el palmiste y otros subproductos, tal vez porque los
niveles de fibra cruda (16%), pueden limitar su uso en pollos de engorde.

Los resultados del presente trabajo son similares a los reportados por Gonzales et
al. (1998), quienes trabajaron con aceite de fruto de palma, obteniendo mayor
ganancia de peso en comparacion con el tratamiento testigo. Ademas concluyeron
que al aumentar la proporcion de aceite de palma aumentaron las ganancias de
peso y la disminucion de consumo por parte de los animales tratados.

Un comportamiento similar se observo en los pollos con disponibilidad de fruto de
palma a voluntad ya que no disminuyeron el consumo de alimento balanceado,
pero si la velocidad de consumo, esto se verificd por la permanencia del alimento
en los comederos.

Odreman y Pefia (2005), al evaluar el efecto del aceite crudo de palma africana
en dietas para pollos de engorde, encontraron que al incorporar en niveles de 4.5 -
6% de aceite de palma, se obtenian los mejores valores de eficiencia en
conversion de alimento. Igualmente Ocampo (1998) incluyendo aceite crudo de
palma como fuente energética de la dieta en pollos de engorde bajo condiciones
no convencionales de manejo y alimentacion, presentaron a la séptima semana
pesos de 1.9 a 2.1 kg, conversion acumulada entre 1.5y 1.7; y un rendimiento en
canal entre 76 y 79%.

Rahman et al (2010) al evaluar el efecto de la inclusién de aceite crudo de palma
en diferentes niveles sobre la ganancia de peso, consumo de alimento y
rentabilidad en pollos de engorde, concluyeron que la adicién al 4% expresaron los
mejores resultados.

Sin embargo en pollos de engorde jévenes con menos de 20 dias de edad, la
adicion de altos niveles de aceite parece no ser una practica adecuada. En un
estudio realizado por Maiorka et al (2008), el resultado no fue satisfactorio al
aumentar la energia en la dieta a partir de lipidos en pollos jovenes durante las
dos primeras semanas,. Las aves adultas son mas adaptadas a digerir y absorber
lipidos y pueden tener una mejor regulacion del consumo de alimento. Para
Krogdah (1985), citado por Tomkins y Drackley (2010), existen pruebas que el
sistema biliar en las aves jovenes esta poco desarrollado.
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Conclusiones

El fruto integral de palma de aceite ofrecido entero y a voluntad presentd
resultados técnicos satisfactorios lo cual indicaria que utilizarlo de esta manera es
factible y recomendable como fuente de energia en regiones calidas donde los
animales comunmente estan sometidos a los efectos adversos del estrés caldrico.
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