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Resumen de la tesis que presenta Candy Elizabeth Armuelles Bernal como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctor en Ciencias en Acuicultura

Capacidad antihelmintica del ajo contra Zeuxapta seriolae y su efecto en las variables productivas y
sanguineas del jurel Seriola dorsalis

Resumen aprobado por:

Dra. Ménica Hernandez Rodriguez Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Codirectora de tesis Codirector de tesis

En la busqueda de alternativas preventivas y terapéuticas para organismos de interés acuicola, los
estudios del uso de productos derivados de plantas se han incrementado en los ultimos afios. El
presente trabajo evalud el efecto del uso de ajo en diferentes presentaciones en Seriola dorsalis, con
tres enfoques, tratamiento contra el parasito Zeuxapta seriolae, parametros productivos vy fisioldgicos.
Para esto, 1) se evalué el efecto del extracto de ajo (EA) y disulfuro de alilo (DSA) en las fases de huevo
y adultos de Z seriolae. La exposicion in vitro de los adultos a bafios con 4 mL/L de EA produjo su
desprendimiento de la lamela branquial y la muerte del 100 % del pardsito. Los bafios de inmersién in
vivo con 4 mL de EA/Ly 0.01 mg DSA/mL redujeron la intensidad media de los parasitos en los jureles.
Aunque la concentracién de 8 mL/L de EA redujo la cantidad de parasitos en los peces, se registraron
signos de afectacion. La exposicién aguda de huevos a 16 mL/L de EA y 0.01 mg DSA/mL redujo la
eclosion de los oncomiracidios, y en la exposicion continua, a partir de 8 mL/L y en todos los
tratamientos con DSA (0.01, 0.02, 0.03 y 0.04 mg/mL) no hubo eclosiéon. En la administracién
preventiva y correctiva de las dietas suplementadas con ajo no se registré un efecto en la intensidad
parasitaria. 2) Se cuantificé el efecto de la administracién oral de ajo en las variables productivas. En
jureles no parasitados se observaron efectos (p < 0.05) en el aumento de consumo de dietas
suplementadas con ajo, indice hepatosomatico y peso. En peces parasitados del experimento oral
preventivo se registré la disminucion en el peso, ganancia de peso, tasa de crecimiento especificay el
incremento en el consumo de alimento (p < 0.05); mientras que en el bioensayo correctivo, se encontré
la disminucién en los indices de condicidn y hepatosomatico y un mayor consumo de alimento. La
supervivencia de los peces no fue afectada por el consumo de ajo en el experimento oral preventivo
(sin parasitos). Con la administracién oral preventiva (fase de infestaciéon parasitaria) y correctiva
(peces parasitados), fue evidente una disminucidn de la supervivencia, particularmente en el grupo
experimental que recibid dietas con 10 % de ajo (p < 0.05). 3) Se midid el efecto de la administracion
oral de ajo en los indices sanguineos. En peces no parasitados, la adicién de ajo en las dietas causé el
incremento de la concentracidn de eritrocitos y alanina aminotransferasa (ALT) y la disminucién del
hematocrito y la concentraciéon de leucocitos, proteinas totales, albimina, globulinas. Mientras que en
los peces parasitados que recibieron dietas con ajo en forma preventiva y correctiva se observaron
cambios significativos (p < 0.05) en hematocrito y en las concentraciones de eritrocitos y leucocitos,
proteinas totales, albumina, globulinas y alanina aminotransferasa.

Palabras clave: Allium sativum, disulfuro de alilo, monogéneos, jurel, sangre, indices productivos



Abstract of the thesis presented by Candy Elizabeth Armuelles Bernal as a partial requirement to
obtain the Doctor of Science degree in Aquaculture

Anthelmintic capacity of garlic against Zeuxapta seriolae and its effect on the productive and blood
variables of California yellowtail Seriola dorsalis

Abstract approved by:

Dra. Mdnica Hernandez Rodriguez Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Thesis Co-Director Thesis Co-Director

In the search for preventive and therapeutic alternatives for organisms of aquaculture interest, studies
on the use of plant-derived products have increased in recent years. The present work evaluated the
effect of the use of garlic in different presentations in Seriola dorsalis, with three approaches,
treatment against the parasite Zeuxapta seriolae, productive and physiological parameters. For this, 1)
the effect of garlic extract (GE) and diallyl sulfide (DAS) on the egg and adult stages of Z. seriolae was
evaluated. The in vitro exposure of the adults to baths with 4 mL/L of GE produced their detachment
from the gill lamella and the death of 100 % of the parasite. In vivo immersion baths with 4 mL EA/L
and 0.01 mg DAS/mL reduced the mean intensity of parasites in fish. Although the concentration of 8
mL/L of GE reduced the amount of parasites in the fish, signs of affectation were recorded. The acute
exposure of eggs to 16 mL/L of GE and 0.01 mg DAS/mL reduced the hatching of oncomiracidia, and in
continuous exposure, from 8 mL/L and in all treatments with DAS (0.01, 0.02, 0.03 and 0.04 mg/mL)
there was no hatching. In the preventive and corrective administration of diets supplemented with
garlic, no effect on parasite intensity was recorded. 2) The effect of oral administration of garlic on the
productive variables was quantified. In non-parasitized California yellowtail, effects (p < 0.05) were
observed in the increase in consumption of diets supplemented with garlic, hepatosomatic index and
weight. In parasitized fish from the preventive oral experiment, the decrease in weight, weight gain,
specific growth rate and increase in food consumption were recorded (p < 0.05); while in the corrective
bioassay, a decrease in the condition and hepatosomatic indices and a higher feed consumption were
found. Fish survival was not affected by garlic consumption in the preventive oral experiment (without
parasites). With preventive (parasitic infestation phase) and corrective (parasitized fish) oral
administration, a decrease in survival was evident, particularly in the experimental group that received
diets with 10% garlic (p < 0.05). 3) The effect of oral administration of garlic on blood indices was
measured. In non-parasitized fish, the addition of garlic in the diets caused an increase in the
concentration of erythrocytes and alanine aminotransferase (ALT) and a decrease in hematocrit and
the concentration of leukocytes, total proteins, albumin, globulins. While in the parasitized fish that
received preventive and corrective diets with garlic, significant changes (p < 0.05) were observed in
hematocrit and in the concentrations of erythrocytes and leukocytes, total proteins, aloumin, globulins
and alanine aminotransferase.

Keywords: Allium sativum, allyl disulphide, monogenea, California yellowtail, blood, productive
indices
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

En 2018, la produccién acuicola marina mundial fue de 30.8 millones de toneladas (FAO, 2020) y en 2020,
incremento a 33.1 millones de toneladas (FAO, 2022). El abastecimiento de alimentos a una poblacién en
continuo crecimiento es uno de los grandes desafios productivos de los proximos afios, por lo que la
acuicultura sostenible es una de las fuentes para aportar alimentos a una poblacién que se espera sea de
9.6 mil millones en el 2050 (Msangi et al., 2013; ONU, 2014). Pero este incremento en la produccion debe
cuidar varios aspectos, tales como la fuente y genotipo del lote de peces, la densidad de cultivo, defectos
en el desarrollo, la movilizacién de organismos, las condiciones ambientales adecuadas para cada especie,
la nutricién y las medidas de bioseguridad, asi como conocer la biologia del entorno, lo que implica
entender las interacciones entre los organismos silvestres y los cultivados. El manejo inadecuado de un
cultivo acuicola puede producir errores u omisiones que propicien el desarrollo de condiciones clinicas
adversas que limitan la salud y el desempefio de los organismos acuaticos (McVicar, 1997; Subasinghe et

al., 2001; Olivier, 2002; Bondad-Reantaso et al., 2005; Shinn et al., 2015).

Para evitar el desarrollo de cuadros infecciosos en los organismos de cultivo, se debe tener conocimiento
de su biologia y de los posibles patégenos; ademds, se deben implementar monitoreos sanitarios
frecuentes que permitan hacer diagndsticos antes que aumente la morbilidad y mortalidad (OIE, 2012a).
Asi mismo, la aplicacion de buenas practicas de cultivo, tales como evitar altas densidades de cultivo,
proveer a los peces de alimentos que cumplan con los requerimientos nutricionales de cada especie en
cuanto a cantidad y calidad; monitorear diariamente las variables de la calidad del agua como
temperatura, oxigeno, pH y desechos nitrogenados, entre otros, son fundamentales para evitar problemas
sanitarios. Estas practicas, ademas permiten detectar en forma oportuna las alteraciones del cultivo, lo
gue permite corregirlas. Ademds, cuando se manipulen o trasladen a los organismos se deben utilizar
instrumentos adecuados y desinfectados, asi como técnicas apropiadas para evitar ocasionarles estrés
(Johansen et al., 2006; Timmons et al., 2009). Otro punto a destacar es que es recomendable que los lotes
de organismos nuevos que se introduciran a las unidades de cultivo permanezcan en cuarentena para
monitorear su comportamiento y estado de salud antes de ponerlos en contacto con otros individuos (OIE,
2013). En relacién con los protocolos sanitarios, también se deben mantener las instalaciones limpias, tales

como estanques, redes y otros materiales, remover los organismos muertos tan pronto sean detectados;
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en caso de haber incidencia de enfermedades de notificacién obligatoria se debe implementar el sacrificio
sanitario para evitar que el patdgeno llegue a las unidades de cultivo sanas (Rottmann et al., 1992;

Timmons et al., 2009; Peeler & Feist, 2011).

Uno de los grupos de parasitos que tiene mayor impacto en la economia acuicola, son los monogéneos
(Ogawa, 1996; Ernst et al., 2002). La presencia de parasitos monogéneos, especialmente Zeuxapta
seriolae, se ha reportado en peces marinos silvestres de la familia Carangidae como Seriola lalandi en
Brasil, Australia y México, Caranx hippos en México y Australia y Seriola dumerili en Italia y Espafia
(Lamothe-Argumedo, 1970; Lia et al., 2007; Repullés-Albelda et al., 2013; Mendoza-Garfias et al., 2017;
Camargo y Santos, 2020). En condiciones de maricultivo, la presencia de este parasito se ha reportado en
S. dumerili en Espana y S. lalandi en Australia (Grau et al., 2003; Montero et al., 2004; Hutson et al., 2007;
Stephens & Savage, 2010; Fensham et al., 2018). Shinn et al. (2015) indicaron que las pérdidas econémicas
ocasionadas por los parasitos no se refieren solamente a la mortalidad, sino que hay un impacto directo
en la productividad, porque los individuos tienen un crecimiento menor, se registran alteraciones en la
tasa de conversion alimenticia y el producto puede ser rechazado por el consumidor, ya que puede tener
un aspecto inadecuado; sin embargo, la estimacién de los costos asociados a esta reduccion de la calidad
de los productos acuicolas por la accidn de los patdgenos es dificil de calcular, debido a que interacttan
diferentes factores. Las pérdidas econdmicas reportadas solamente en cultivos de carangidos afectados
por pardsitos monogéneos, ascendid a 220 mdd aproximadamente entre el 2003 y 2005 (Shinn et al.,

2015).

Los parasitos monogéneos pertenecen al filo platelminta, tienen un ciclo de vida directo y se dividen en
dos subclases: monopistocotileos y poliopistocotileos. Los primeros se caracterizan por tener un aparato
de fijacion dividido por septos, tienen de uno a tres pares de ganchos centrales, ademas de ganchos
marginales que utilizan para penetrar la epidermis del hospedero, lo que le ocasiona lesiones que se
pueden agravar por el movimiento de friccion contra las superficies, la disminucidn de la respuesta inmune
por deterioro de la salud y el desarrollo de infecciones secundarias (Eiras, 1994; Whittington, 2012).
Mediante el uso de secreciones proteoliticas de la faringe, desprenden las células epiteliales del hospedero
y las aprovechan como alimento (Whittington, 2012). Los parasitos Benedenia seriolae (Sharp et al., 2004;
Hutson et al., 2007; Williams et al., 2007), Neobenedenia girellae (Ohno et al., 2008, 2009; Hirayama et al.,
2009) y Gyrodactylus salaris son ejemplos de esta subclase (OIE, 2021). Cabe destacar que este ultimo esta

listado por la OIE como uno de los patégenos de declaracion obligatoria.
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Los poliopistocotileos cuentan en su morfologia con complejos de varios ganchos y ventosas que les da la
capacidad de adherirse al tejido del hospedero (Eiras, 1994; Rubio-Godoy, 2007). Estos pardsitos son
hematdfagos, y se ha reportado la preferencia en el sitio de fijacidén y alimentacidon dependiendo de la
especie (Rubio-Godoy, 2007). Tal es el caso de Discocotyle sagittata que ha presentado preferencia por el
primero y segundo arcos branquiales (Rubio-Godoy, 2008), Diclidophora merlangi se ha encontrado

mayormente en el primer arco branquial y Axine belone en el segundo y tercer arco (Llewellyn, 1956).

Z. seriolae pertenece a la clase poliopistocotilea y presenta un ciclo de vida que esta conformado por las
fases de huevo, larva y adulto. Los huevos son de tonalidad amarillenta, de forma ovalada y estan
formados por una cubierta rigida de naturaleza proteica que les permite resistir condiciones ambientales
adversas y compuestos quimicos; tienen un filamento en uno de sus dos polos que les permite unirse entre
si para formar masas de huevos, lo que facilita la sujecidn a las superficies, como las mallas utilizadas en
el cultivo de peces (Lamothe-Argumedo, 1970; Yoshinaga et al., 2000; Montero et al., 2004; Ernst et al.,
2005; Whittington y Kearn, 2011; Woo y Buchmann, 2012). La incubacidon de los huevos toma de 5 a 7 dias
aproximadamente a 21 °C y culmina con la eclosion de la larva infestante u oncomiracidio (Tubbs et al.,

2005).

Una vez que los oncomiracidios se adhieren a sus hospederos, comienza el proceso de alimentacién hasta
llegar a la etapa adulta. Z. seriolae alcanza la madurez sexual a los 25 dias (a 21 °C) después de la fijacion.
En esta etapa, un adulto puede llegar a producir y liberar entre 270 a 504 huevos/dia a 18 °C (Tubbs et al.,
2005; Mooney et al., 2006). Este parasito se alimenta de la sangre de los hospederos, misma que ingiere
de los vasos sanguineos de las branquias (Mooney et al., 2006). La sangre es digerida con mucha rapidez
y es ingerida por células ameboides, el producto nutritivo de la hemdlisis es la globina y se ha reportado
la excrecidn de la hematina intacta a través de las células epiteliales del intestino de los poliopistocotileos
(Llewellyn, 1954). Z. seriolae se adhiere a una o dos lamelas branquiales a través de los ganchos del haptor,
donde ocasiona palidez del tejido branquial, hipersecrecién de moco, deformacion de la estructura
lamelar, adhesidn y posterior fusion de lamelas contiguas y zonas blanquecinas en el tejido branquial
(Montero et al., 2004; Lu et al., 2012). En otros monogéneos hematdfagos se ha reportado la infiltracion
de leucocitos, relacionada con el proceso inflamatorio y un aumento de células ricas en mitocondrias

(Ogawa, 2002; del Rio-Zaragoza et al., 2010).

Los parasitos hematdéfagos producen efectos negativos a nivel sistémico en el hospedero, entre los que se
han reportado la disminuciéon del hematocrito y del volumen sanguineo circulante (Llewellyn, 1954;

Montero et al., 2004; Lu et al., 2012). La disminucién del hematocrito se relaciona con la ingesta de sangre
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por parte del parasito y la pérdida de sangre por la ruptura de los vasos marginales en las branquias,
ocasionada por los ganchos del parasito. Ademas, hay una disminucion de la hemoglobina y un aumento
de la circulacidn de eritrocitos inmaduros, lo que indica un estado anémico en los peces y un aumento en
la cantidad de eosindfilos en el torrente sanguineo (Yoshinaga et al., 2001; Molnar y Székely, 2004). Estas
respuestas se han asociado con una ligera palidez en el higado y bazo de S. dumerili (Montero et al., 2004).
La anemia, las lesiones en las branquias y la interrupcion del flujo normal del agua en las branquias por la
presencia del parasito, ocasionan un mal funcionamiento de la estructura branquial, lo que dificulta el
intercambio gaseoso y el transporte de oxigeno a los tejidos (Montero et al., 2004; Feist y Longshaw, 2008).
En esta condicion, el hospedero esta comprometido inmunoldgicamente y es posible que otros organismos
patégenos oportunistas como virus, hongos y bacterias lo invadan, como es el caso de la epiteliocistis,
ocasionada por una bacteria gram negativa, que coloniza las branquias deteriorando aiin mas la capacidad
respiratoria y osmoreguladora, como se describié en S. dumerili previamente parasitado con Z. seriolae

(Montero et al., 2004).

La extension de los dafios que puedan ocasionar los parasitos monogéneos esta relacionada con la
condicidn de los peces. El andlisis de la dindmica estacional de la carga parasitaria de Z. seriolae en S.
dumerili, capturado del medio silvestre en los meses mas calidos (abril-octubre), cuando la temperatura
del agua se incrementd de 17.3 a 27 °C, indicé que hay una disminucion del peso de los peces y un aumento
en la intensidad y abundancia parasitaria; lo que podria ser la causa de la mortalidad de los organismos
(Repullés-Albelda et al., 2013). El incremento de la temperatura ambiental se relaciona con un aumento
del consumo de energia, una disminucién de la eficiencia para aprovecharla, una limitacion en la
disponibilidad de oxigeno y eventualmente un aumento de la mortalidad (Neubauer y Andersen, 2019),
gue si se suma a las lesiones que ocasiona Z. seriolae en el tejido branquial de los peces, los individuos

tendran menos posibilidades de sobrevivir a las condiciones térmicas adversas.

Teniendo en perspectiva el impacto negativo de las infestaciones con monogéneos y el efecto fisioldgico
en los peces, es importante para la industria acuicola encontrar un método eficaz para eliminar o reducir
la carga parasitaria. En México es necesario tomar acciones en este sentido, considerando que el cultivo
de S. dorsalis y S. rivoliana estd en su fase de crecimiento y que no se han reportado mortalidades masivas
hasta el momento (Avilés-Quevedo y Castello-Orvay, 2004; Valles-Vega et al., 2019; Vivanco-Aranda et al.,
2019). Los compuestos quimicos comerciales como el prazicuantel, la formalina o el peréxido de hidrégeno
(Sharp et al., 2004; Hirazawa et al., 2016) se usan para tratar infestaciones con parasitos monogéneos. El
prazicuantel es un antihelmintico desarrollado para el tratamiento de infecciones con gusanos planos,

especialmente en el tratamiento de Schistosoma sp. en humanos (WHO, 2020). Se sabe que el prazicuantel
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actua incrementando la permeabilidad de los canales de calcio en el tegumento o musculo del parasito
(Martin, 1997; Doenhoff et al., 2008). En peces se ha utilizado con éxito para el tratamiento de
monogéneos, aunque sin la aprobacion de las entidades internacionales que regulan el uso de farmacos
en productos para consumo humano, porque hacen falta evidencias de que realmente no represente un

riesgo para los peces, el ambiente y el consumidor (Forwood et al., 2016).

La administracién oral de 50 y 75 mg/kg/dia de prazicuantel durante 6 dias disminuyd la intensidad de Z
seriolae, B. seriolae y Lepidotrema bidyana, pero se registré una baja palatabilidad del alimento (Williams
et al., 2007; Forwood et al., 2013). Para resolver el problema de aceptacion y el consumo del alimento con
prazicuantel, Blumenthal (2014) utilizé6 50 mL de extracto de ajo/kg de dieta para poder mejorar la
palatabilidad del alimento. En S. lalandi, la administracion de bafios de inmersidén con prazicuantel a razéon
de 2.5 ppmy 10 mg/L durante 48 h removid a B. seriolae e inhibid la produccién de huevos, y en Z. seriolae
y L. bidyana tuvo un 99 % de efectividad en la remocidn de parasitos, sin embargo, no afecté la produccidn
de huevos (Sharp et al., 2004; Forwood et al., 2013). El prazicuantel no es efectivo contra todas las fases
del ciclo de vida del parasito (Gonnert y Andrews, 1977; Sharp et al., 2004; Botros et al., 2005) y aunque
no hay evidencias de que se presente resistencia en parasitos de peces, se tiene la precaucion de lo que
pueda suceder si se utiliza en forma indiscriminada, como estd ocurriendo en el tratamiento de

Schistosoma sp. en algunas regiones del mundo (Ismail et al., 1999; Doenhoff et al., 2002, 2008).

La formalina (CH,O, formaldehido 37% p/p) es otro de los productos quimicos utilizados contra
infestaciones con parasitos monogéneos. Este compuesto actua sobre los grupos funcionales de
macromoléculas como las proteinas, polisacéridos, glucoproteinas, DNA y RNA (Fox et al., 1985; Leal et al.,
2018). Su uso es muy frecuente y estd aprobado por la Administracion de Alimentos y Drogas de los
Estados Unidos de América (FDA, por sus siglas en inglés U. S. Food and Drug Administration) (FDA, 2021)
para el control de hongos en huevos de peces y de parasitos externos de peces como los monogéneos
Cleidodiscus spp., Gyrodactylus spp. y Dactylogyrus spp. La aplicacidon de bafios de inmersion con 250 y
400 ppm de formalina durante 1 h, seguido de un bafio con agua dulce, removio el 80 % de B. seriolae e
inhibid la produccion de huevos, ademas removié un 99 % de Z. seriolae, pero sin afectar su produccion
de huevos (Sharp et al., 2004). El uso de 300 ppm de formalina durante un minuto en condiciones in vitro,
impidio la eclosion de los oncomiracidios y causé la mortalidad de oncomiracidios y adultos de Sparicotyle
chrysophrii (Sitja-Bobadilla et al., 2006). Por otro lado, Diggles et al. (1993) reportaron una reduccién de la
viabilidad y supervivencia de adultos y oncomiracidios de Polylabroides multispinosus con 200 ppm de
formalina durante 30 min y la remocidn total de adultos y juveniles con 400 ppm por 25 min. Sin embargo,

el uso de formalina no es efectivo en todas las fases del ciclo de vida de algunos monogéneos (Sharp et al.,
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2004), ademas puede causar dafios al medio ambiente (Morley, 2009), tiene actividad alguicida, deteriora
la calidad de los biofiltros (Neely, 1963) y puede afectar la salud del personal encargado de manejar estos

productos (Wooster et al., 2005).

El peréxido de hidrégeno (H,0;) es un farmaco que se utiliza frecuentemente en Australia para el
tratamiento efectivo de monogéneos de la piel y branquias de Seriola sp., su uso no representa riesgos
para la seguridad alimentaria y esta aprobado por la FDA (Mansell et al., 2005; FDA, 2021). Esta entidad
ha aprobado el uso de solamente una forma farmacéutica o medicamento del peréxido de hidrégeno: el
35 % PEROX-AID®. La administracién de bafios con 300 ppm de peréxido de hidrégeno por 10 min fue
suficiente para remover a Z. seriolae de las branquias de S. lalandi (Mansell et al., 2005). Rach et al. (2000)
reportaron que el uso de 170 a 560 mg/L de perdxido de hidrégeno eliminé a Gyrodactylus sp. de la piel
de la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss. Hirazawa et al. (2016) argumentaron que la administracién de
tratamientos con 75 ppm de perdxido de hidrégeno durante 30 min eliminé a B. seriolae, N. girellae y Z.
seriolae de S. dumerili, sin afectar la supervivencia del hospedero. Sin embargo, Kiemer y Black (1997)
argumentaron que hay una correlacion positiva entre la concentracion de peréxido de hidrégenoy el grado

de dafio branquial, que aumenta a medida que hay un incremento en la temperatura del agua.

El andlisis de las ventajas y desventajas de los tratamientos antes expuestos ha conducido a que la industria
y la academia se interesaran en la investigacion del potencial de las plantas como una alternativa al uso
de las terapias que ya se utilizan (Hirazawa et al., 2000; Wu et al., 2011; Bulfon et al., 2015; Stratev et al.,
2018; Trasvifia-Moreno et al., 2019; Zorin et al., 2019). La Organizacion Mundial de la Salud resalta que la
medicina tradicional se refiere a los “conocimientos, aptitudes y practicas con base en las teorias, creencias
y experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usadas para conservar la salud,
ademas de la prevencidn, diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas y mentales”
(WHO, 2000). Por otro lado, la medicina alternativa se refiere al conjunto de practicas de atencion de salud
gue no forman parte de la propia tradicidn del pais y no estan integradas en el sistema sanitario principal
(WHO, 2000). Ademas, incluye el estudio de suplementos botanicos de las dietas, incluyendo los remedios
herbales, asi como la busqueda de compuestos especificos que puedan llegar a ser medicamentos
aprobados por entidades como la FDA (Balunas y Kinghorn, 2005). Tal es el caso del ajo, la cebolla y la
papaya, que son plantas aprobadas para su uso como antiparasitario y para mejorar la tasa de eclosién de

huevos de peces (FDA, 2011).

El ajo (Allium sativum) pertenece a la familia Liliaceae, es una planta originaria de Asia Central que se utiliza

en la gastronomia y con fines medicinales (Corzo-Martinez et al., 2007). El bulbo del ajo estd compuesto



7
por 65 % de agua, 28 % de carbohidratos en forma de fructanos, 2.3 % de compuestos organosulfurados,
2 % de proteinas, 1.2 % de aminodcidos libresy 1.5 % de fibra (Santhosha et al., 2013). Esta planta se
caracteriza por la concentracion de compuestos organosulfurados, el contenido de azufre es cuatro veces

mayor que en otros productos como el brécoli, la cebolla y la coliflor, entre otros (Lawson, 1998).

Los compuestos organosulfurados mas abundantes en el ajo entero, identificados hasta el momento, son
el y-glutamil -S-alquil cisteina y el sulfoxido de S-alquil cisteina (Figura 1), que generan compuestos como
S-alilcisteina y alina, respectivamente (Lawson, 1998; Lanzotti, 2006; Corzo-Martinez et al., 2007). La alina
carece de olor y es el compuesto azufrado mas abundante en el ajo (6-14 mg/g de peso himedo) y es
precursor de los compuestos de importancia terapéutica (Lawson, 1998; Prati et al., 2014). La sintesis de
los compuestos derivados de la alina se inicia al momento en que el bulbo de ajo es fracturado, ya que las
vacuolas liberan la alinasa, que entra en contacto con la alina libre en el citoplasma, de esta manera se
producen acidos sulfénicos intermediarios muy reactivos que por condensacion se transforman en alicina

(Lanzotti, 2006; Corzo-Martinez et al., 2007; Diaz y Jiménez, 2008; Prati et al., 2014).

Sulféxido de S-alquil
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Figura 1. Formacién de compuestos organosulfurados (Traducido de Corzo-Martinez et al., 2007)

La alicina (S-2-propenil éster del acido 2-propenol-1-sulfinotidtico) es el producto mas abundante en el
ajo, ya que representa del 60 al 90 % de productos sulfurados formados a partir de la alina (Lawson, 1998).
Es un producto muy inestable (segln el solvente con el cual se mezcle, la temperatura y la concentracion)
y es al que se le atribuye el olor caracteristico del ajo fresco, pero después de 30 min se debe a productos

de la descomposicidon de la alicina, como el dialil disulfuro (Lawson, 1998).



8
La aplicacion de tratamientos con ajo se realiza con mayor frecuencia y exitosamente por via topica (bafos
de inmersion) y oral. La exposicidn al ajo en bafios de inmersion se ha utilizado para el tratamiento de
protozoarios como Ichthyophthirius multifilis y Trichodina sp. (Chitmanat et al., 2005; Gholipour-Kanani et
al., 2012) y de monogéneos como Neobenedenia sp. y Gyrodactylus turnbulli (Schelkle et al., 2013; Militz
etal., 2014). El resultado de estas evaluaciones ha indicado que hay una disminucién de la carga parasitaria
y que las soluciones a base de ajo con concentraciones de hasta 0.5 mg/mL no causan mortalidad en los
hospederos. En cambio, la administracion oral de ajo ha demostrado que tiene efectos tanto preventivos
como correctivos contra pardsitos monogéneos de la piel como G. turnbulli (en Poecilia reticulata), y
Neobenedenia sp. (en Lates calcarifer y S. lalandi) (Militz et al., 2013; Fridman et al., 2014; Ingelbrecht et
al., 2020) y en Zeuxapta seriolae, parasito branquial de S. lalandi (Ingelbrecht et al., 2020) y Anacanthorus
penilabiatus en Piaractus mesopotamicus (Martins et al., 2002). La via oral es la forma mas utilizada para
la dosificacién de productos con fines terapéuticos, pero el éxito de esta forma de medicacién depende
en gran medida de que los organismos se mantengan consumiendo el alimento medicado (Rodgers y
Furones, 2009). En este sentido, la inclusion del polvo de ajo en las particulas de alimento, es la forma mas
comun de suministrar los compuestos terapéuticos de este vegetal, ya que la concentracién de alicina en

el polvo de ajo es similar al del ajo fresco (Lawson, 1998).

La forma en que las sustancias vegetales son adicionadas a las dietas toma importancia desde el punto de
vista de la concentracidn del producto en el alimento. El recubrimiento externo es una forma rapida y
relativamente sencilla de agregar el ajo. Sin embargo, por su contacto directo con el agua y dependiendo
del comportamiento alimenticio de los peces, puede haber pérdida de los compuestos activos por
lixiviacion. Armuelles Bernal (2016) reportd la pérdida por lixiviacién del 28 % de alicina en el alimento
suplementado con 2 % de polvo de ajo y del 65 % en el alimento adicionado con el 4 % de polvo de ajo,
ambas por 30 s. Por otro lado, Militz et al. (2013), reportaron que con la adicién 150 mL de extracto de ajo
por kg de dieta, previo al proceso de pelletizacidn, habia una importante reduccién en la pérdida de alicina,
de solo el 3 %, ademas, esta forma de inclusiéon previene la pérdida de los compuestos de ajo por procesos

de lixiviacion (Militz et al., 2013).

Para evaluar el efecto del ajo en el desempefio fisiolégico de los peces, se han utilizado las variables
sanguineas. La ingestion de alimentos enriquecidos con ajo ha producido diferentes efectos sobre las
variables de la hematologia y quimica sanguinea de O. mykiss, L. calcarifer, P. mesopotamicusy O. niloticus
(Martins et al., 2002; Cunningham, 2003; Aly et al., 2008; Nya y Austin, 2009; Nya et al., 2010; Talpur e
Ikhwanuddin, 2012; Felicitta et al., 2013; Mehrim et al., 2014). La sangre es un tejido compuesto por

células y plasma que funcionan como medio de transporte de sustancias como el oxigeno, glucosa, lipidos
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y aminodacidos, ademas de sustancias de desecho como el didxido de carbono y compuestos nitrogenados,
entre otros (Cunningham, 2003). La porcidn celular de la sangre esta conformada por eritrocitos y

leucocitos (Stoskopf, 1993).

Los eritrocitos o gldbulos rojos son los elementos encargados del transporte de oxigeno y participan de
manera importante en el transporte del didxido de carbono de la sangre (Randall et al., 1998; Nunez y
Bouda, 2007). Para conocer la cantidad de estas células en la muestra se realiza el recuento total de
eritrocitos mediante observacidn directa al microscopio. Otra prueba utilizada para evaluar el contenido
de eritrocitos con respecto al volumen total de sangre se expresa en forma porcentual mediante la técnica
de microhematocrito (Stoskopf, 1993; Stockham y Scott, 2013). El hematocrito puede aumentar debido a
la contraccién del bazo o posterior a la extraccidn de sangre y disminuye en procesos de anemia (Weiss y

Wardrop, 2011; Stockham y Scott, 2013).

Los leucocitos o glébulos blancos estan involucrados en la respuesta inmune de los organismos vy
generalmente se clasifican en monocitos o macrdéfagos, linfocitos, neutrdfilos o heterdfilos, eosindfilos y
basofilos (Ellis, 1977; Zinkl et al., 1991). El recuento total de leucocitos se realiza por observacién directa
al microscopio para conocer la cantidad de estas células en la sangre, y el diferencial de leucocitos
mediante frotis de sangre fresca para registrar la proporcidn de cada tipo celular presente en la muestra

(Stoskopf, 1993).

La porcidn liquida de la sangre o plasma esta compuesta de agua en mayor proporcién y de proteinas (en
su mayoria), glucosa, compuestos nitrogenados, electrolitos y otras sustancias (Stoskopf, 1993). Las
principales proteinas presentes en el plasma son el fibrinégeno, que esta involucrado en la coagulacion,
ademas la albumina y las globulinas, que forman parte de la respuesta inmune y contribuyen al
mantenimiento de la presiéon osmética y la densidad de la sangre (Sprague, 1990; Cunningham, 2003;

Roberts, 2012).

Actualmente, se ha demostrado que el ajo produce efectos tanto benéficos como perjudiciales en la
integridad de los tejidos y en la supervivencia de los organismos, dependiendo de la concentracion que se
utilice. Por lo tanto, es necesario conocer el margen terapéutico de los productos que se utilizan para el
tratamiento de enfermedades en animales, ya sean de origen natural o sintético. Las pruebas de letalidad
aguda se utilizan cuando no se tiene informacién sobre la toxicidad y la tolerancia de los organismos a las
diferentes concentraciones de un producto. La concentracién letal media (CL50) es una forma de estimar

la concentracién de una sustancia que causa la mortalidad de la mitad de la poblacion expuesta durante
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un tiempo especifico (Sprague, 1990). Tal es el caso de los ensayos (CL50) por toxicidad aguda en los bafios
de inmersidén con ajo en P. reticulata, con el propdsito de conocer el margen de tolerancia de los peces a
esta planta, donde se registrd una disminucién de la supervivencia de los organismos expuestos a

concentraciones superiores a 15 mL/L de extracto acuoso de ajo (Fridman et al., 2014).

Se ha documentado que la ingestion de ajo produce efectos sobre la funcidn de diferentes érganos, los
cuales se pueden evaluar mediante diferentes técnicas; una de ellas es la histolégica que permite la
evaluacidn microscopica de los tejidos y ayuda a revelar lesiones que podrian causar alteraciones en la
fisiologia de los organismos (Genten et al., 2009). Por otra parte, las técnicas de andlisis bioquimico de la
sangre, como la cuantificacidon de las proteinas séricas y las enzimas alanino aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST), que estan presentes en drganos como higado, rifién, musculo
esquelético y cardiaco, se utilizan principalmente como indicadoras de lesiones en el higado (Anderson et
al., 2000; Sedensky y Dufour, 2011). El estudio de las concentraciones séricas de las enzimas ALT y AST ha
indicado que el consumo de ajo produce un efecto protector en el higado de ratas con cuadros de hepatitis
aguda (Nakagawa et al., 1989). A su vez, el analisis histoldgico del intestino e higado del bagre Clarias
gariepinus no reveld dafios asociados con el consumo de ajo (Agbebi et al., 2013). Sin embargo, en otros
peces, como Chrysichthys auratus se han reportado lesiones en los hepatocitos, pero que no han afectado
las concentraciones de ALT y AST (Al-Salahy y Mahmoud, 2003), ademas en P. reticulata se ha registrado

distrofia muscular relacionada con el consumo de ajo (Fridman et al., 2014).

Actualmente, el uso de las plantas como terapia contra los pardsitos de organismos acudticos esta
tomando gran auge (Bulfon et al., 2015; Van Hai, 2015) y un ejemplo es el ajo. En el caso del jurel, el ajo
se ha utilizado como un estimulante del apetito (Harada, 1990; Blumenthal, 2014) y para el tratamiento
oral y de inmersion solamente de fases adultas de Z. seriolae (Ingelbrecht et al., 2020). Sin embargo,
conociendo el efecto antihelmintico del ajo y de algunos metabolitos secundarios, en diferentes especies
de parasitos y peces, se hace necesario profundizar en el conocimiento del efecto de esta planta sobre las
diferentes fases del ciclo de vida de Z seriolae, su margen terapéutico y el efecto que tiene en la fisiologia

del jurel Seriola dorsalis.

1.2 Justificacion

El desarrollo del cultivo de peces marinos ha traido consigo un nuevo reto para los productores, el manejo

de las enfermedades. Especificamente en el jurel S. dorsalis, el parasito monogéneo Z. seriolae ocasiona
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un desequilibrio fisiolégico que se ve reflejado en bajos rendimientos productivos y en eventos de

mortalidad que afectan a la economia de los productores.

La terapia convencional contra parasitos externos implica el uso de compuestos quimicos que han
demostrado su efectividad para controlar las infestaciones de este parasito monogéneo; pero en algunos
paises, la legislacion sanitaria restringe o prohibe su uso en organismos que se destinan al consumo
humano. Ademas, estos farmacos son rechazados por los peces debido a que reducen la palatabilidad del
alimento en el que se incluyen (Williams et al., 2007). Con estos antecedentes, desde la década de los afios
80, los productos naturales se han utilizado como una alternativa para la prevencion o tratamiento de

infestaciones parasitarias en organismos acuaticos (Pefia et al., 1988; FDA, 2011).

La aplicacion de un producto de origen natural como el ajo o sus metabolitos secundarios, utilizado en
algunas especies de peces, en su gran mayoria de agua dulce, demostré que tiene la capacidad de prevenir
o tratar infestaciones con pardsitos monogéneos. Ademas, confiere otros beneficios a la acuicultura, tales
como promotor del crecimiento, estimulante del apetito y agente antibacteriano, sin mencionar el efecto
estimulante de la respuesta inmune innata en los peces (Martins et al., 2002; Nya y Austin, 2009; Aly y
Mohamed, 2010; Nya et al., 2010; Agbebi et al., 2013; Militz et al., 2013; Mehrim et al., 2014). El ajo es
reconocido por la FDA como un producto de baja regulacion para su uso en la acuicultura y para el control
de helmintos y piojo de mar en salmdnidos de todas las edades (FDA, 2011), por lo que tiene potencial

para ser utilizado como tratamiento de parasitos en el jurel.

No obstante, es necesario conocer el margen terapéutico de este producto natural para evitar cuadros de
toxicidad en los organismos cultivados y alteraciones en la funcién tisular. Por lo que los objetivos de este
trabajo son evaluar la capacidad antihelmintica del ajo, administrado por via oral e inmersidn, en dos
etapas del ciclo de vida de Z seriolae, adultos y huevos; asi como evaluar su efecto en las variables

productivas y sanguineas del jurel Seriola dorsalis.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antihelmintica del ajo contra el parasito Z. seriolae cuando se administra por via oral
y bafios de inmersion, ademas de su efecto en las variables productivas y sanguineas del jurel Seriola

dorsalis cuando se administra de forma preventiva y correctiva.

Para cumplir con el objetivo general, el estudio se desarrollé en varios capitulos, cada uno con hipétesis y

objetivos especificos detallados en el capitulo que le corresponde.
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Capitulo 2. Efecto de la administracion de ajo en la supervivencia

de Zeuxapta seriolae, un parasito de Seriola dorsalis

En este capitulo se describe la administracién de los bafios de inmersidn in vitro con extracto de ajo en el
ciclo de vida del parasito Z. seriolae, asi como los bafos de inmersion con extracto de ajo y disulfuro de
alilo en la carga parasitaria de jureles. Por ultimo, se incluye la seccidn relacionada con la inclusién del ajo
en el alimento proporcionado a los juveniles de jurel de forma preventiva y correctiva para determinar la

prevalencia e intensidad media del parasito.

2.1 Hipétesis

1. Laaplicacidn de bafios de inmersidn in vitro en concentraciones mayores a 16 mL/L de extracto de

ajo disminuye la proporcion de huevos eclosionados y la supervivencia de adultos de Z. seriolae.

2. Los bafios de inmersion en concentraciones mayores a 16 mL/L de extracto de ajo y 0.02 mg/mL
de disulfuro de alilo reducen la carga parasitaria en juveniles de S. dorsalis infestados con adultos

de Z seriolae.

3. Lainclusién de 4y 10 % de ajo en la dieta del jurel, administrado de forma preventiva o correctiva,

disminuye la infestacidn con Z. seriolae.

2.2 Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de la administracion de bafios de inmersién in vitro con extracto de ajo en los

huevos y adultos de Z. seriolae, a razén de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 mL de extracto de ajo/L.

2. Analizar el efecto de los bafios de inmersidn con extracto de ajo (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 mL/L)
y disulfuro de alilo (0.01, 0.02, 0.03 y 0.04 mg/mL) en la carga parasitaria de jureles parasitados

con Z. seriolae.
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3. Estimar el efecto del ajo (4, 10y 25 %) suplementado en el alimento de juveniles de jurel sobre la
prevalencia e intensidad media del adulto de Z. seriolae cuando se administra de forma preventiva

y correctiva.

2.3 Metodologia

Todos los procedimientos realizados en este estudio para el cultivo experimental de S. dorsalis siguieron
las pautas de investigacion ética y responsable del National Research Council (National Research Council,

2011).

2.3.1 Procedencia de los peces y los parasitos

Un lote de peces de 5 g fue donado por la empresa Ocean Baja Labs S. A. de C. V., los peces fueron
posteriormente cultivados en el Laboratorio de Peces Marinos del Departamento de Acuicultura, en
tanques de 7 m? acoplados a un sistema de recirculacion, hasta que alcanzaron un peso de 2 kg
(aproximadamente). Diariamente se realizaba la limpieza de los tanques, se hicieron recambios de agua 'y
se monitored la temperatura, salinidad y concentracion de oxigeno disuelto con un analizador
multiparamético YSI modelo 85. La concentracion de nitrogeno amoniacal total, nitritos y nitratos (test Kit
API) se cuantificd dos veces por semana. Los peces fueron alimentados con la dieta Marine Mx de Skretting
(46 % de proteinay 11 % de lipidos), siguiendo la tabla de racién propuesta por Orellana et al. (2014).
Durante el tiempo de cultivo, los peces fueron expuestos experimentalmente a huevos de Z. seriolae
provenientes de un sistema de cultivo con peces infestados con este monogéneo. La condicidn sanitaria
de los peces se evalud diariamente y en el momento que se registrd una alteracion en el comportamiento
asociado a un incremento en la carga parasitaria que ponia en riesgo la salud y el bienestar de los peces
(> 40 parasitos/pez), se procedio a realizar bafios con agua dulce por 5 min (Whitaker, 2001). De estos
peces se obtuvieron adultos y huevos de Z. seriolae, que fueron utilizados en los diferentes apartados del

capitulo.

2.3.2 Eutanasia

Para obtener los ejemplares adultos de Z. seriolae, necesarios para el desarrollo de los bioensayos in vitro,
se disecaron las branquias de los jureles. Previamente se procedié a aplicar la eutanasia con el protocolo
propuesto por AVMA (American Veterinary Medical Association, Leary et al., 2013) y se empled una mezcla

de métodos quimicos y fisicos. El primero consistié en colocar individualmente a cada organismo en un
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tanque con una solucion anestésica de tricaina (100 mg/L) hasta observar que perdieran el equilibrio y el
reflejo de huida. Posteriormente, se utilizd el método fisico, que consistidé en la transeccion cervical y

puncién medular.

2.3.3 Bainos de inmersion

2.3.3.1 Preparacion del extracto de ajo (EA) y del disulfuro de alilo (DSA)

El ajo fue adquirido en el mercado local y se procesd para obtener un extracto acuoso mediante la
metodologia utilizada por Militz et al. (2014) que indica la mezcla de 1 g de ajo por cada 5 mL de solvente,
en este caso es agua de mar. Se almacend en un frasco ambar a 4 °C hasta ser utilizado para preparar las
soluciones con las concentraciones desde 1 a 128 mL EA/L. El periodo de almacenamiento no fue mayor a
24 h. El contenido de alicina de cada una de las soluciones se analizé por HPLC mediante la técnica descrita
por (Diaz y Jiménez, 2008). El andlisis se realizd en un equipo HPLC Agilent Technologies serie 1260 con
una columna Zorbax Eclipse Plus C18 de 3 x 100 mm y 3.5 um, fase movil metanol:agua (45:55), flujo de
0.3 mL'min?y longitud de onda de 230 nm en un detector de arreglo de diodos (DAD) modelo G4212B.
Los resultados se integraron a la ecuaciéon propuesta por Baghalian et al. (2005) para calcular la

concentracion de alicina.

Sm,) 22.75
Alicina (%) = Gamy) 2275 (1)
Somy

Donde:

S;= area del pico de alicina en el cromatograma

m,= masa de etilparabeno que se utiliza para preparar la solucién del estandar interno
S,= area del pico de etilparabeno en el cromatograma

m;= masa de la matriz de alicina, que es la cantidad de ajo (g) que se utilizé para el analisis

El disulfuro de alilo (DSA) con 80 % de pureza (Sigma Aldrich, CAS# 2179-57-9) se mezclé con 0.01 % de
Tween 20 (Sigma Aldrich, CAS# 9005-64-5) para preparar las diluciones de 0.01 a 1.28 mg DSA/mL. Las
diluciones se almacenaron en un frasco ambar de vidrio a 4 °C hasta ser utilizado. El almacenamiento no

excedid las 24 h.
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2.3.3.2 Exposicion in vitro de los adultos de Z. seriolae al extracto de ajo

Alos jureles parasitados con Z. seriolae (ver seccidn 2.3.1) se les realizd el procedimiento de eutanasia (ver
seccion 2.3.2) y se les disecaron las branquias. Con la ayuda de un microscopio estereoscdpico (Discovery
V.8, Zeiss) y un bisturi, se disecaron los filamentos branquiales que tenian un parasito adherido. El
filamento branquial con el parasito se colocd en un pocillo de una placa de 96 pocillos para su exposicion
a los siguientes tratamientos: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 mL de EA/L de agua de mar y como controles
negativo y positivo se utilizaron agua de mar y agua dulce, respectivamente, ambos sin EA. Los
tratamientos se hicieron con 12 repeticiones. La equivalencia de la concentracién de alicina de cada una

de las soluciones utilizadas se presenta en la Tabla 1.

Para evaluar el tiempo transcurrido entre el inicio de la exposicidn al EAy el momento en que se registraba
el desprendimiento del parasito del filamento branquial y su muerte, se realizaron observaciones al inicio
del tratamiento y posteriormente cada hora. La muerte del parasito se consideré cuando no habia
respuesta a los estimulos luminicos o tactiles (Militz et al., 2014). El tiempo de muerte y la concentracién
letal 50 (CL50) para cada tratamiento se calculé con el programa Toxicity Relationship Analysis Program

(TRAP) version 1.30a de U. S. EPA.

Tabla 1. Contenido de alicina correspondiente a cada concentracion de extracto de ajo evaluada.

Concentracion de extracto de
Cantidad de ajo (g/L) Concentracién de alicina (mg/L)
ajo (mL/L)
1 0.2 0.05
2 0.4 0.14
4 0.8 0.39
8 1.6 0.82
16 3.2 2.25
32 6.4 3.21
64 12.8 6.12
128 25.6 12.06

2.3.3.3 Exposicion in vitro de los huevos de Z. seriolae al extracto de ajo

Los huevos de Z seriolae se colectaron utilizando hilos de nylon deshebrados que se colocaron en el

tanque con peces parasitados por un periodo de 12 a 24 h. Posteriormente, los huevos se separaron en
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grupos de 15 a 20 mediante el uso de un microscopio estereoscépico (Discovery V8, Zeiss) y se colocaron
en cada pocillo de una microplaca de seis pocillos. Para evaluar el porcentaje de eclosidon de los
oncomiracidios al tratamiento con el EA, los huevos se expusieron a las concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16,
32,64y 128 mLEA/Ly agua de mar como control; cada tratamiento tuvo 6 repeticiones. La concentracion
de ajo se calculd con base en un incremento geométrico de 2. Para el tiempo de exposicion se siguieron
dos aproximaciones: a) la exposicion aguda, que consistido en la exposicion de los huevos al bafo de
inmersién por 1 h y posteriormente se incubaron en agua de mar hasta el momento de la eclosion de la
larva, y b) exposicion continua, donde los huevos permanecieron inmersos en cada una de las soluciones
experimentales durante todo el periodo de incubacién. En cada tratamiento se tuvieron 6 repeticiones.
Las condiciones de incubacién de los huevos (establecidas con base en ensayos preliminares) fueron:
temperatura de 23 °C, fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad y recambio diario del 75 % del volumen.
El desarrollo de los huevos se monitored cada 24 h, y la eclosidn se verificé cuando se observo el opérculo
abierto en el huevo. La evaluacién se interrumpié cuando todos los huevos viables (mas del 80 %)
expuestos al agua de mar (control) eclosionaron, ya que el porcentaje restante correspondié a huevos sin
desarrollo embrionario. Se calculé la proporcién de oncomiracidios eclosionados del total de huevos

incubados por tratamiento.

2.3.3.4 Exposicion in vivo de extracto de ajo en adultos de Z. seriolae

Para evaluar el efecto del EA en el estadio adulto de Z seriolae cuando parasita a su hospedero, se
utilizaron jureles con un peso promedio de 171.9 + 38.5 g, previamente parasitados. La presencia del
pardsito se comprobd mediante la evaluacion de las branquias del hospedero con un microscopio
estereoscopico (Discovery V8, Zeiss). Posteriormente, se colocaron grupos de 10 peces parasitados en
tanques con 200 L de agua de mar y se expusieron a bafos de inmersion con 1, 2, 4 y 8 mL de extracto de
ajo/L de agua de mar y un control negativo sin extracto de ajo; cada tratamiento se realiz6 por triplicado.
El tiempo de exposicion de cada tratamiento fue de 1 h y durante este tiempo se observo el
comportamiento de los peces. Los jureles que presentaron pérdida del equilibrio sin respuesta al tacto
durante el experimento fueron retirados inmediatamente, ya que esta condicidn se consideré como un
signo de intolerancia a los tratamientos. Finalizada la exposicion al extracto de ajo, se procedié a realizar

la eutanasia a los jureles para disecar las branquias (ver seccion 2.3.2).
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2.3.3.5 Exposicion in vivo de adultos de Z. seriolae al disulfuro de alilo

Para evaluar el efecto del disulfuro de alilo (DSA) en el estadio adulto de Z. seriolae cuando parasita a su
hospedero, se utilizaron jureles (con un peso promedio de 130.2 + 3.6 g,) previamente parasitados. Se
colocaron 10 peces en 200 L de agua de mar y se expusieron a bafios de inmersion con 0.01, 0.02, 0.03 y
0.04 mg de DSA/mL y un control negativo con solamente agua de mar sin DSA; cada tratamiento se realizd
por triplicado. El tiempo de exposicidon de cada tratamiento fue de 1 h y durante este tiempo se observo
el comportamiento de los peces. Los jureles que presentaron pérdida del equilibrio sin respuesta al tacto
durante el experimento fueron retirados inmediatamente, ya que esta condicidn se consideré como un
signo de intolerancia a los tratamientos. Finalizada la exposicidn al disulfuro de alilo, se procedié a realizar

la eutanasia de los jureles para disecar las branquias (ver seccion 2.3.2).

2.3.4 Administracion oral

2.3.4.1 Cuantificacidn de la alicina en el polvo de ajo

Tomando en cuenta la cantidad de ajo que se requeria para desarrollar este estudio, se analizaron
diferentes presentaciones de ajo (polvo, capsulas, granulado y fresco) adquiridas con diferentes
proveedores en Ensenada, B. C., con el objetivo de encontrar el producto que tuviera la mayor
concentracién de alicina y de manejo practico. Una muestra de cada presentacion se analizé por HPLC en
un equipo Agilent Technologies 1260 series, acoplado a un detector DAD G4212B y con una columna
Zorbax Eclipse Plus C18 (3 mm x 100 mm, 3.5 um), haciendo pasar un flujo de 0.3 ml/min de metanol:agua
(45:55). El volumen de inyeccién de 10 pl y absorbancia de 230 nm. Se utilizoé 4-hidroxibenzoato de etilo

como estandar interno. Los resultados de la concentracidn de alicina se presentan en la Tabla 2.

Para la preparacidon de las dietas con polvo de ajo se utilizé el ajo granulado de California Kirkland, ya que

tuvo una mayor concentracion de alicina que las demas presentaciones comerciales de ajo en polvo.
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Tabla 2. Concentracidn de alicina en diferentes presentaciones polvo de ajo.

Producto Cantidad ajo Alicina Alicina
(g) (%) (mg)

Ceshiratado con calor y procesade on CCESE Lot 214 | 2189
Polvo de ajo preparado a partir de ajo fresco 1 151 15.12
deshidratado por liofilizacién y procesado en CICESE
Allimax Pro® 0.45 0.05 0.22
Ajo en polvo Tone’s® 2 0.13 2.6
Nature Made® ajo sin olor 1 0.42 4.2
Ajo granulado de California Kirkland 1.02 0.77 7.82

2.3.4.2 Preparacion de las dietas

Se utilizo la dieta Marine MX de Skretting de 8 mm como base (46 % proteinay 11 % lipidos). El pienso se
triturd en una licuadora doméstica hasta obtener particulas menores a 1 mm. En una mezcladora Hobart
se combinaron las diferentes proporciones de ajo (0, 4, 10 y 25 %) que se combinaron con la dieta base
triturada, 5 % de almiddn gelatinizado y agua destilada. La mezcla himeda se hizo pasar 3 veces a través
de una placa de molino con perforaciones de 4mm (Figura 2) que se colocaron en charolas de aluminio y
se introdujeron a una estufa Thermolyne (Oven serie 9000) por 22 h a 48 °C para secarlas. El alimento seco
se secciond manualmente y se colocd dentro de bolsas pldasticas selladas, correctamente identificadas,

para almacenarlo a 4 °C por un tiempo no mayor a 7 dias.

Figura 2. Preparacion de las dietas: preparacion humeda pasando por el cedazo (izquierda) y particulas de alimento
deshidratadas (derecha).
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2.3.4.3 Analisis proximal de las dietas

Las dietas suplementadas con diferentes concentraciones de polvo de ajo (0, 4, 10 y 25 %) y la materia
prima de ajo, se analizaron para determinar el contenido de proteina, lipidos y cenizas siguiendo la
metodologia AOAC (2005). Las proteinas totales se estimaron con el método de micro Kjeldahl. La
cuantificacion de lipidos, mediante el método de Soxhlet por extracto con éter petrdleo. El contenido de
cenizas se determind por incineracion en una mufla Thermolyne (Thermo Scientific, modelo F30438CM) a
550 °C durante 8 h. La fraccidn soluble e insoluble de los carbohidratos se calculd utilizando la siguiente

ecuacion (Fuentes Quesada, 2018):

ELN (%) =100 - (% PC+ % LC+ % C)
(2)
Donde:
ELN = extracto libre de nitréogeno
PC = proteinas crudas
LC = Lipidos crudos

C =cenizas

2.3.4.4 Administracion Oral Preventiva

2.3.4.4.1 Cultivo de organismos

Los peces de 5 g fueron donados por la empresa Ocean Baja Labs S. A. de C. V. Posteriormente fueron
cultivados en el Laboratorio de Peces Marinos del Departamento de Acuicultura, en tanques de 7 m?
acoplados a un sistema de recirculacién y alimentados con la dieta comercial Marine MX de Skretting.
Cuando alcanzaron un peso promedio de 167.9 + 5.46 g, se trasladaron del tanque de mantenimiento de
7 m? al Laboratorio Himedo del Departamento de Acuicultura y se colocaron en 12 tanques de 460 L de
capacidad. Cada tanque contaba con aireacién y un calentador de titanio acoplado a una caja reguladora
de la temperatura y un sensor de nivel. Se colocaron 20 peces (sin pardsitos) en cada uno de los tanques,
que se distribuyeron en cuatro grupos experimentales; cada grupo se evalud con tres repeticiones. Los
peces se aclimataron a las unidades de cultivo durante 15 dias, la temperatura del agua se mantuvo a 20
°C, se hicieron seis recambios de agua al dia y se alimentaron con la dieta comercial Marine MX de

Skretting®, con una racidn diaria equivalente al 3.5 % de la biomasa suministrada en dos raciones. Al

séptimo dia de aclimatacidn, se procedid a incrementar la temperatura de cultivo, 1 °C cada dos dias, para
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llevar la temperatura del agua a 25 °C, siguiendo el procedimiento descrito por Rodriguez Fonseca (2014).
El régimen de alimentacion y recambios de agua se mantuvo durante 10 dias mds, de manera que los peces

se encontraran en las mejores condiciones fisioldgicas durante el experimento.

2.3.4.4.2 Diseiio experimental

El experimento consistié en cuatro tratamientos, cada uno con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo por
triplicado. En cada unidad de cultivo (12 en total) se colocaron 20 jureles y durante 60 dias los peces fueron
alimentados con las dietas experimentales correspondientes a cada tratamiento. Al dia 33 se introdujeron
hilos con huevos de Z seriolae (aproximadamente 500 huevos) en cada tanque experimental. Los
muestreos se realizaron a los 0, 32 y 60 dias de experimento, extrayendo cinco peces cada vez de las
unidades de cultivo. Para tal fin, se procedio a realizar la eutanasia de los jureles para disecar las branquias

utilizando el procedimiento descrito en la seccién 2.3.2.

2.3.4.5 Administracion Oral Correctiva

2.3.4.5.1 Cultivo de organismos

Los peces de 5 g fueron donados por Ocean Baja Labs S. A. de C. V., y fueron cultivados en el Laboratorio
de Peces Marinos del Departamento de Acuicultura en el sistema descrito en la seccion 2.3.4.4.1. En este
experimento se utilizaron peces parasitados, por lo que para propiciar la infestacidon parasitaria, del
estanque de 7 m® donde se encontraba un grupo de peces previamente parasitados (de un peso
aproximado de 2 kg, ver seccidn 2.3a), se transfirié agua al tanque de cultivo con los jureles receptores,
con un peso promedio de 210.8 + 8.3 g. Posteriormente, a los 12 dias se tomd una muestra de peces para
comprobar que estuviesen parasitados y poder trasladarlos al Laboratorio Himedo del Departamento de
Acuicultura. Los jureles, ya parasitados, se colocaron en grupos de 20 en 12 tanques de 460 L de capacidad

y se siguid el procedimiento descrito en la seccién 2.3.4.4.1.

2.3.4.5.2 Diseiio experimental

El experimento consistié en cuatro tratamientos, cada uno con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo por
triplicado. En cada unidad de cultivo (12 en total) se colocaron 20 jureles parasitados con Z. seriolae y
durante 30 dias los peces fueron alimentados con las dietas experimentales correspondientes a cada
tratamiento. Los peces recibieron el alimento correspondiente a su peso promedio segun Orellana et al.

(2014), dividido en dos raciones al dia. Los muestreos de las branquias se realizaron a los 0 y 30 dias de



22
experimento, extrayendo cinco peces cada vez de las unidades de cultivo. Para tal fin, se procedio a realizar

la eutanasia de los jureles para disecar las branquias (ver seccion 2.3.2).

2.3.4.6 Prevalencia e intensidad parasitaria media de Z. seriolae

Las branquias se colocaron en una solucién de alcohol etilico al 70 %, en tubos de fondo cénico de 50 mL
de capacidad. Para cuantificar el niUmero de parasitos, las branquias de cada pez se colocaron en una caja
Petri y con la ayuda de un microscopio estereoscépico (Discovery V8, Zeiss), se contd cada uno de los
parasitos adheridos a las branquias y los contenidos en la solucion en el tubo. El resultado de cada muestra

fue integrado a las ecuaciones propuestas por Bush et al. (1997):

# de parasitos (3)

Intensidad parasitaria media =
P # de hospederos infestados examinados

_ # de hospederos infestados (4)
Prevalencia = — - x 100
numero total de hospederos examinados

2.3.4.7 Analisis estadistico

La normalidad de los datos se analizé con la prueba de Shapiro-Wilks y la homogeneidad de varianzas se
evalud con la prueba de Levene. Para evaluar la intensidad parasitaria media, la supervivencia y tiempo de
desprendimiento de adultos de Z. seriolae, la proporcion de organismos eclosionados y la supervivencia
de los oncomiracidios se aplicaron pruebas de Kruskal-Wallis, seguidas de pruebas de Dunn. El andlisis se
realizd con un nivel de significancia de 0.05 con el programa estadistico NCSS 2019. Para analizar la
intensidad parasitaria media de peces expuestos a los bafios de inmersién y a la administracion oral de
ajo, se utilizé un ANOVA de 1 via Bootstrap del software Quantitative Parasitology (Reiczigel et al., 2019).

La CL50 se calculd con el U.S. EPA Toxicity Relationship Analysis Program (TRAP) version 1.30 a.
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2.4 Resultados

2.4.1 Exposicion in vitro de los adultos de Z. seriolae al extracto de ajo

El desprendimiento de los adultos de Z. seriolae del filamento branquial, expuestos al control con agua de
mar se registro a las 4.1 + 0.6 h y con agua dulce a las 2.9 + 0.08 h (Figura 3, p < 0.001). En los parasitos
expuestos al EA, salvo el tratamiento con 1 mL/L, el tiempo de desprendimiento fue significativamente
menor, de 2.5 + 0.2 h con 2 mL/L (0.01 mg de alicina/L). Con 32 y 64 mL/L (0.23 y 0.44 mg de alicina/L,
respectivamente) los parasitos se desprendieron en 1 h y con 128 mL/L (0.87 mg de alicina/L) el

desprendimiento fue inmediato al entrar en contacto con la solucion (Figura 3, p < 0.001).
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Figura 3. Tiempo de desprendimiento (h) registrado para los adultos de Z. seriolae expuestos a bafios de inmersién
con extracto de ajo (1 a 128 mL/L), agua de mar (control negativo) y agua dulce (control positivo). Media £ error
estandar. Diferentes letras corresponden a diferencias significativas, p < 0.001.

El tiempo de vida de los adultos de Z. seriolae disminuyd conforme se incrementé la concentracion de EA
(Figura 4). Para el control con agua de mar sin EA, la supervivencia de los parasitos fue de 13.4 + 0.4 h,
mientras que a partir de la concentracion de 4 mL/L (0.03 mg de alicina/L) se registré una disminucion

significativa de la supervivencia de los parasitos, de 6.2 + 0.1 h de exposicion (Figura 4, p < 0.001) y en las
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concentraciones de 64 y 128 mL/L (0.44 y 0.87 mg de alicina/L) se observd a las 2 h, un resultado muy

similar al registrado con agua dulce (Figura 4, p < 0.001).
La CL50 fue de 53.6 + 1.1 mL/L (~0.4 mg de alicina/L) y corresponde a 2 h de exposicidn.
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Figura 4. Supervivencia de los adultos de Z. seriolae expuestos a agua de mar, agua dulce y extracto de ajo (1 a 128
mL/L). Media t error estandar. Letras diferentes representan las diferencias entre los tratamientos, p < 0.001.

2.4.2 Exposicion in vitro de los huevos de Z. seriolae al extracto de ajo

En la exposicion aguda de los huevos al EA, el porcentaje de eclosién de oncomiracidios disminuyd
significativamente a partir de la concentracion de 16 mL/L (0.16 mg de alicina/L) de 53.5 + 9.6 % (Figura
5A, p < 0.001) hasta 0 % en el tratamiento con 128 mL/L (0.87 mg de alicina/L). El efecto de la exposicion
aguda al agua dulce (73.8 + 7.8 %, p < 0.001) no fue significativamente diferente al del agua de mar sin EA

(96.2 + 3.7 %).

En cuanto a la exposicidn continua al agua de mar sin EA, se registré un 88.9 = 4.2 % de eclosién de
oncomiracidios (Figura 5B, p < 0.001). Con las concentraciones de 1y 2 mL/L la eclosidn se redujo a 26.8 +
7.1y 36.9 £ 8.7 %. A partir de la concentracion de 4 y 8 mL/L de EA (0.03 y 0.06 mg de alicina/L) se redujo
la eclosiona6.3+4.4y6.1+6.1%, respectivamente (Figura 5B, p < 0.001). Mientras que, con agua dulce,

16, 32,64 y 128 mL/L de EA, los oncomiracidios no eclosionaron (Figura 5B, p < 0.001).
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Figura 5. Porcentaje de eclosion de oncomiracidios de huevos expuestos a bafios de inmersién con agua de mar, agua
dulce y extracto de ajo (1 a 128 mL/L) durante (A) 1 hora (exposicién aguda) y (B) durante todo el tiempo de
incubacidn (exposicion continua). Media + error estandar. Letras diferentes representan las diferencias significativas
entre los tratamientos, p < 0.001.

2.4.3 Exposicion in vivo de extracto de ajo a los adultos de Z. seriolae
La intensidad parasitaria media se redujo significativamente en los jureles expuestos a los bafios con 4

mL/L (6.9 + 2 parasitos/pez) y 8 mL/L (28.7 + 11.4 parasitos/pez) comparado con los jureles que no fueron
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expuestos al EA (86.3 + 23.6 parasitos/pez) o que recibieron 1y 2 mL/L de EA (Tabla 3, p < 0.001). La

prevalencia no disminuyd significativamente con ninguno de los tratamientos (p > 0.05).

Tabla 3. Intensidad parasitaria media de Z. seriolae después de la exposicion in vivo con extracto de ajo.

. . Peces que
: Int
Producto Tratamiento r;;r:::ta:szee:;a completaron 1 h de
exposicion ( %)
Control 86.3+23.6° 1002
1 113.8+16.8? 1002
Extracto de ajo 2 105.7+20.8? 1002
(mL/L)
4 6.9+2° 1002
8 28.7+11.4"" 23.317.8°

Media + error estandar. Letras diferentes en la misma columna representan diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.001).
*Tiempo de exposicion fue menor a 1 h, los peces reaccionaron adversamente a las concentraciones con EA.

Los jureles que fueron expuestos a la concentracidon de 8 mL/L (1.6 mg de alicina/L), solo el 23.3+ 7.8 %
completaron el tratamiento de 1 h (Tabla 3). El resto de los peces perdieron el equilibrio y no respondieron
al estimulo tactil, por lo que se retiraron del experimento inmediatamente. En las branquias de estos peces
se observé una coloracion atipica de las branquias, roja muy oscura, que no se registré en ninguno de los

demas tratamientos (Figura 6).

(b)

Figura 6. Branquias de jureles: a) no expuestos a extracto de ajo, b) expuestos a 8 mL/L de extracto de ajo.

2.4.4 Exposicion in vivo de disulfuro de alilo a los adultos de Z. seriolae

La intensidad parasitaria media se redujo significativamente en los organismos expuestos a los bafios con
0.01 mg DSA/mL (10.3 * 1.4 parasitos/pez), comparado con los jureles que no fueron expuestos al DSA

(501.6 * 54.9 parasitos/pez) (Tabla 4, p < 0.001). Con los tratamientos de 0.02 a 0.04 mg DSA/mL también
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se registrd una reduccion significativa de la intensidad parasitaria, pero no todos los peces lograron
completar el tiempo del tratamiento. Al ser expuestos a 0.02 mg DSA/mL, solo 43.3 + 9.2 % completaron
el tratamiento; mientras que con 0.03 y 0.04 mg DSA/mL ningln pez lo completd (Tabla 4, p < 0.001). La

prevalencia no disminuyd significativamente con ninguno de los tratamientos (p > 0.05).

Tabla 4. Intensidad parasitaria media de Z. seriolae después de la exposicion in vivo con disulfuro de alilo.

Peces que
completaron 1 h de
exposicion (%)

Intensidad media
(parasitos/pez)

Producto Tratamiento

Control 501.6+54.9° 100°
b
Disulfuro de alilo 0.01 10.3+1.4 1002
(mg/mL) 0.02 9.741.3" 43.3%9.2°
+
0.01 % Tween 20 0.03 53.9+7¢ 0°
0.04 21.3+4.3%" 0°

Media  error estandar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos
(p <0.001).
*Tiempo de exposicion fue menor a 1 h, los peces reaccionaron adversamente a las concentraciones con DSA.

2.4.5 Efecto de la administracion oral preventiva de alimento suplementado con

polvo de ajo a juveniles de S. dorsalis parasitados con Z. seriolae

El analisis proximal de las dietas y del polvo de ajo no reveld diferencias significativas en la concentracién
de proteinas entre el control, 4 y 10 %, sin embargo, el polvo de ajo tuvo una concentracion de proteinas
significativamente menor (p < 0.001, Tabla 5). El contenido de lipidos fue mayor en las dietas
suplementadas con 4 % de polvo de ajo y disminuyd significativamente en forma progresiva en el control,

10y 25 % de PA y en el polvo de ajo (p < 0.001, Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis proximal del polvo de ajo y las dietas suplementadas con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo (PA).

% Proteinas % Lipidos % Cenizas ELN
Control 45.60+1.30® 10.4740.08 ® 8.14+0.06 ® 32.74+0.49°
4% 47.59+1.85 @ 11.22+0.05° 8.46x0.143 | 25.20+1.63°
10% 45.81+1.50° 9.38+0.04 ¢ 7.73+0.16* | 31.29+0.82°
25% 39.9446.65 7.70%0.07 ¢ 7.29+0.17 ¢ 42.43+7.36°
PA 27.01+1.87° 0.15+0.01 ¢ 4.29+0.13 ¢ 64.53+3.03 °

Media t error estandar. ELN, extracto libre de nitrégeno; PA, polvo de ajo. Letras diferentes en la misma columna
representan diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.001).
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La proporcion de cenizas fue disminuyendo significativamente a medida que se incrementd la
concentracién de polvo de ajo (p < 0.001, Tabla 5). El extracto libre de nitrégeno (ELN), medida que
contiene la proporcién de almidones, azucares y otros carbohidratos, fue significativamente mayor en el

polvo de ajo (p < 0.001).

Con respecto a la carga parasitaria, el analisis de las branquias de los jureles expuestos a los parasitos por
un periodo de 27 dias contados a partir del dia 33 de cultivo, indico que la administracidn preventiva de 0,
4,10y 25 % polvo de ajo en las dietas no tuvo efectos significativos en la prevencion de la infestacion ni

en la reduccidn de la carga parasitaria (p > 0.05, Figura 7).
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Figura 7. Intensidad parasitaria media de Z. seriolae en peces que recibieron dietas suplementadas con polvo de ajo
(0,4, 10y 25 %) de forma preventiva. Media + error estandar. Diferentes letras representan diferencias significativas
entre tratamientos, p < 0.05.

2.4.6 Efecto de la administraciéon oral correctiva de alimento suplementado con

polvo de ajo a juveniles de S. dorsalis parasitados con Z. seriolae

La intensidad parasitaria registrada antes del inicio de la alimentacion experimental fue superior a los 800
parasitos por pez. Después de un periodo de 30 dias de suministro de alimento con PA, la intensidad se
redujo en forma significativa en todos los tratamientos, incluido el control (p < 0.01, Figura 8). Sin embargo,

el polvo de ajo no ocasioné la disminucién de la intensidad parasitaria, ya que no se observaron diferencias
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entre el control y los tratamientos con PA (p > 0.05, Figura 8). En el tratamiento del 10 %, no se realiz6 la

evaluacion de la carga parasitaria debido a que el 100 % de los organismos murieron durante el bioensayo.
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Figura 8. Intensidad parasitaria media de peces antes (inicial) y después de ser alimentados correctivamente con
dietas suplementadas con polvo de ajo (0, 4 y 25 %). Media * error estandar. Diferentes letras representan las
diferencias significativas entre tratamientos, p < 0.05.

2.5 Discusion

El uso del ajo (Allium sativum) como tratamiento para parasitos internos o externos en organismos
cultivados, tiene como antecedentes los resultados descritos en parasitos que afectan a mamiferos. Tal es
el caso de la disminucién de la supervivencia de las larvas del mosquito Culex quinquefasciatus, vector de
Wuchereria bancrofti (Kalu et al., 2010), Leishmania mexicana (Gamboa-Ledn et al., 2007), coccidios
(Worku et al., 2009; Dkhil et al., 2011), Plasmodium sp. (Coppi et al., 2006) y trematodos como Schistosoma
mansoni y Fasciola hepatica (EI Shenawy et al., 2008; Riad et al., 2009; Singh et al., 2009). Los efectos
antiparasitarios del ajo también se han estudiado en algunos parasitos monogéneos de piel y branquias
de peces como Anacanthorus penilabiatus, Gyrodactylus turnbulli, Dactylogyrus sp. y Neobenedenia sp.,
entre otros, donde se han observado efectos positivos en su reduccion o eliminacion (Militz et al., 2013;

Schelkle et al., 2013; Fridman et al., 2014).
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La exposicidn in vitro de los adultos de Z. seriolae a bafios con 4 mL/L de EA (0.39 mg/L de alicina) produjo
su desprendimiento de la lamela branquial de los jureles a las 2.5 £ 0.2 h y la muerte del 100 % de los
pardsitos en 6 h. En contraste, Ingelbrecht et al. (2020) registraron una mayor reduccion del tiempo de
supervivencia de Z. seriolae in vitro de 13-36 h en el control a 39.92 min con 1 g de ajo/100 mL de agua (3
mg alicina/g de ajo) de extracto de ajo sometido a tratamiento térmico. Las diferencias entre ambos
trabajos podrian estar relacionadas a la calidad de la materia prima, es decir el polvo de ajo, y a la
metodologia de extraccidn utilizada. Esto aumenta la probabilidad de que hubiera una mayor presencia
de compuestos, aunque la concentracion y composicién depende del tratamiento térmico aplicado en el
proceso de extraccidn. La exposicion del ajo a procesos térmicos reduce la concentracion de alicina, debido
a su inestabilidad, pero a su vez incrementa la concentracion de metabolitos secundarios (Kim et al., 2002;
Charron et al., 2016). El resultado del presente bioensayo demostré la efectividad del extracto de ajo para
disminuir la supervivencia del parasito in vitro, pero para efectos de conocer el posible mecanismo de
accion hacen falta mas datos de la composicion quimica del extracto utilizado. En futuras investigaciones
con ajo, se debe considerar el analisis no solo de alicina sino de otros compuestos derivados de esta, que

también pueden tener efectos tanto positivos como perjudiciales.

El tratamiento de Neobenedenia sp., con 7.5 mL/L de EA ocasiond su desprendimiento de la piel de los
peces parasitados a los 16 min (Militz et al., 2014) y a las 4h, aproximadamente, cuando se utilizé con una
solucion etandlica 1:10 de ajo (Trasvifia-Moreno et al., 2019). Fridman et al. (2014) documentaron que la
exposicion in vitro de los adultos de Gyrodactylus turnbulli al EA, a una concentracion de 7.5 mL/L, produjo
la muerte del 100 % de los parasitos en 28.2 £ 1.15 min, mientras que cuando los guppies se expusieron a
bafios de inmersion por 1 h con 7.5 y 12.5 mL/L, se redujo la carga parasitaria en un 89 y 98 %,
respectivamente. La muerte de Gyrodactylus elegans se registrd a los 3 min de exposicién a un bafio con
8.37 mg de ajo/mL, que corresponderia a 32-64 mL EA/L de los tratamientos utilizados en la presente

investigacion con Z. seriolae.

Las diferencias en la efectividad del EA en el tiempo de desprendimiento y muerte de las diferentes
especies de pardsitos también podrian estar relacionadas con las diferencias en las caracteristicas de su
biologia. Los monopistocotileos (subclase a la que pertenece G. turnbulli) se fijan a diferentes sitios en el
hospedero, poseen una sola unidad de fijacion y se alimentan de células epiteliales. Los poliopistocotileos
(subclase a la que pertenece Z seriolae) solo parasitan las branquias de sus hospederos, tienen mas de
una unidad de fijacion compuesta por ganchos y tenazas se alimentan de sangre (Hayward y Whittington,

2005).
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Adicionalmente, el efecto del EA podria estar asociado a diferencias en la sensibilidad de los parasitos al
ajo, que depende de las condiciones ambientales en que se produce, del manejo de la planta antes,
durante y después de la cosecha, ademas de la concentracidn de sus compuestos quimicos (Baghalian et
al., 2005; Prati et al., 2014; Zhang et al., 2016). La composicién quimica del ajo puede variar dependiendo
del genotipo de la planta, métodos de cultivo y el procedimiento empleado para su extraccion (Martins et
al., 2016; Doan et al., 2020). El tipo de solventes utilizados (agua o etanol) extrae los metabolitos en forma
diferencial y determina su concentracién en el extracto (Jang et al., 2018). Cuando se obtienen extractos
a partir del etanol, aumenta la probabilidad de encontrar compuestos como la S-alilcisteina y una
concentracién menor de algunos metabolitos secundarios de la alicina, como el DSA. En contraste, los
extractos acuosos contienen una elevada concentracién de alicina (Charron et al., 2016). En este trabajo
se cuantificd la concentraciéon de alicina en los extractos de ajo, con el objetivo de estandarizar la dosis
empleada en cada uno de los tratamientos. Es importante que, en los estudios futuros, la evaluacion de
los efectos del ajo se haga de acuerdo con la dosis de sus principios activos o que se utilicen los compuestos
purificados y en concentraciones estandarizadas. Esta estrategia permitird identificar con mayor precision
los efectos de los diferentes compuestos de un producto natural como el ajo y al mismo tiempo evitara la

interferencia de otros compuestos, como las saponinas y otros derivados organosulfurados.

Los bafios de inmersion con 4 mL de EA/L y 0.01 mg DSA/mL redujeron significativamente la intensidad
parasitaria media de los jureles, con una eficacia mayor al 90 %. Schelkle et al. (2013) reportaron en los
ensayos in vivo en guppies (Poecilia reticulata) infestados con G. turnbulli que la aplicacién de 0.5 mg/mL
de disulfuro de alilo y 0.03 mg/mL de polvo de ajo liofilizado chino redujeron la cantidad de parasitos con
un 95 % de eficacia, mientras que 0.07 mg/mL de ajo picado y granulos de ajo mostraron 78 % de eficacia.
Fridman et al. (2014) informaron que los bafios de inmersién de 1 h con 7.5y 12.5 mL EA/L redujeron la
carga de pardsitos adultos de G. turnbulli en guppies en un 89 y 98 %, respectivamente. La exposicion in
vivo de carpas parasitadas con G. elegans a 8.37 mg de ajo/mL durante 3 min redujo la intensidad media
en un 14.4 % (Yavuzcan Yildiz y Bekcan, 2020). En el presente estudio y el de Schelkle et al. (2013) son los
Unicos que hacen referencia que diferentes presentaciones ajo y el uso de metabolitos purificados son
exitosos para disminuir la supervivencia de los parasitos. Esto da una pauta importante para evaluar que
probablemente la alicina no es el compuesto con el efecto terapéutico como tal, sino destacar su
importancia como precursor de metabolitos secundarios mas estables que tienen un efecto directo sobre

el parasito.

Aungue el mecanismo de accidn antihelmintico del ajo no es claro, en Fasciola hepatica se ha reportado

gue la administracion de aceite de ajo produce la paralisis completa del parasito (Singh et al., 2009) y en
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Schistosoma mansoni se observaron lesiones en la estructura del tegumento que modifican su estructura,
ademas de la formacién de vesiculas y Ulceras provocadas por la exposicion a la alicina, aceite y extracto
de ajo (Riad et al., 2009; Lima et al., 2011; Kamel & EI-Shinnawy, 2015). La alicina es el compuesto quimico
del ajo al que se le atribuyen los efectos terapéuticos. En algunos protozoarios se ha reportado que la
alicina inhibe las proteasas de cisteina que participan en procesos catabdlicos, de la inmunoevasion y del
enquistamiento (Ankri et al., 1997; Ankri and Mirelman, 1999; Anthony et al., 2005). Sin embargo, también
se ha encontrado que el ajoeno, derivado de la alicina, interfiere en la biosintesis de fosfatidilcolina, lo que

afecta la composicion de las membranas celulares (Urbina et al., 1993).

De los compuestos presentes en el ajo, cabe destacar la presencia de las saponinas, que son glucdsidos
con propiedades detergentes presentes en algunos organismos marinos, bacterias y plantas (Liwa et al.,
2017). Las saponinas del ajo inducen la produccién de dxido nitrico en los macréfagos infectados con
Leishmania mexicana (Gamboa-Ledn et al., 2007) y entre sus funciones el éxido nitrico tiene un efecto
citotéxico sobre las células (Wink et al.,, 2011). Las saponinas del arbol Manilkara rufula alteran la
membrana celular del protozoario Trichomonas vaginalis, lo cual le causa la muerte (de Brum Vieira et al.,
2017), y las saponinas de Medicago spp. tienen efecto nematicida (D’Addabbo et al., 2011; Maestrini et
al., 2019). Adicionalmente, a este efecto directo de las saponinas en los parasitos, se ha reportado que
estas sustancias con accién detergente tienen la capacidad de remover el mucus en los peces, lo que
propicia que los compuestos terapéuticos, en este caso los componentes del EA, tengan contacto directo
con los parasitos (Shephard, 1993). Sin embargo, hay que analizar si este tipo de acciones tienen un
perjuicio en el sistema de proteccién innata de los peces, ya que con la remocién de mucus se estarian

retirando factores humorales que protegen a los peces de patdgenos y alteraciones del ambiente.

Ademas de tener un efecto antihelmintico, a las saponinas se les ha relacionado con lesiones en las
branquias de los peces. Eeckhaut et al. (2015) reportaron que en algunos peces pomacéntridos,
holocéntridos y labridos, cuando se exponen a las saponinas se producen lesiones en las lamelas
branquiales secundarias, tales como desprendimiento del epitelio, edema y formacidn de poros. En S.
dorsalis la concentracion de 8 mL/L de EA redujo en un 67 % la cantidad de parasitos en los peces; sin
embargo, los jureles no toleraron esta concentracion por mas de 45 min, intolerancia que se manifestd
con la pérdida del equilibrio, sin respuesta al estimulo tactil, ademas se observé una coloracién atipica en
las branquias. Esta condicién podria estar relacionada con el efecto que ocasionan las saponinas del ajo
en la estructura celular del epitelio branquial. La toxicidad de las saponinas es el resultado de su naturaleza
guimica, ya que estan conformadas por una porcion lipofilica (sapogenina) y una hidrofilica (azliicares) que

les permite disolverse en medios acuosos y tener afinidad por sustancias lipidicas como los esteroles de
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las membranas celulares, lo que propicia la formacidn de poros que modifican la permeabilidad a iones y

otras moléculas, lo que eventualmente causa la lisis celular (Melzig et al., 2000; Rao y Gurfinkel, 2000).

Otro punto para considerar cuando se utilizan tratamientos antihelminticos en los diferentes estadios del
ciclo de vida de los parasitos, son las caracteristicas de sus huevos, ya que estan conformados por un 55
% de proteinas y 12 % de lipidos, de los cuales, 16 % son esteroles y el 52 % son estructurales, lo que le
confiere una resistencia a diversas condiciones ambientales y sustancias en el medio donde se desarrollan
(Kearn, 1986; Brazenor et al., 2017). Por esta razén, no todos los tratamientos antiparasitarios tienen un
efecto perjudicial en el desarrollo y eclosion de la fase larval del parasito. La aplicaciéon de bafios
hiposalinos es uno de los métodos recomendados para el tratamiento de monogéneos marinos adultos y
de sus fases larvales (Whitaker, 2001). En este trabajo se encontrd que la exposicion continua de los
huevos por 7 dias al agua dulce inhibe completamente la eclosion de los oncomiracidios de Z. seriolae.
Este efecto también fue observado en los huevos de Neobenedenia sp. (Militz et al., 2014) y Neobenedenia

melleni (Mueller et al., 1992).

En este estudio se pudo registrar un efecto similar del EA al del agua dulce, ya que los bafios de inmersién
agudos y continuos disminuyeron el porcentaje de eclosion del oncomiracidio de Z. seriolae. Este efecto
fue proporcional al tiempo de exposicidn y a la concentracion utilizada. La exposicién aguda a 16 mL/L de
EA (0.16 mg/L de alicina) y 0.01 mg DSA/mL redujeron la eclosién de los oncomiracidios con una eficacia
de 44.5 % y 52 %, respectivamente. Mientras que en las concentraciones mayores no hubo eclosién. Militz
et al. (2014) obtuvieron resultados similares, la exposicién aguda de los huevos de Neobenedenia sp. a 20

mL/L de EA redujo el éxito de la eclosién a 4.1 %.

En contraste, la exposicion continua de los huevos de Z. seriolae a 4 mL/L de EA (0.03 mg/L de alicina)
ocasiond una disminucion en la eclosion del oncomiracidio, con una eficacia del 92.9 %, mientras que con
16, 32, 64 y 128 mL/L de EA y en todos los tratamientos con DSA no hubo eclosién. De manera similar,
Militz et al. (2014) documentaron en huevos de Neobenedenia sp., que la exposicidon continua a 10 y 20
mL/L de EA redujo la eclosién a 18.7 y 4.8 %, respectivamente; mientras que con el extracto alcohdlico de
ajo en una concentracion 1:100 no hubo eclosién de la larva (Trasvifia-Moreno et al., 2019). Es posible que
los efectos del ajo en la eclosidon de estos monogéneos sea el resultado de la accion de las saponinas
(Melzig et al., 2000; Rao and Gurfinkel, 2000) sobre los componentes de la cubierta del huevo (Brazenor
et al., 2017), lo que podria ocasionar que los embriones estén expuestos a cambios en la permeabilidad
de la cubierta (Gilbert and Avenant-Oldewage, 2016) o a la accién de los componentes del ajo. También

hay que destacar que el DSA tuvo un efecto perjudicial en el desarrollo embrionario de Z. seriolae, por lo
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qgue no se detectd eclosidon. EI DSA también se encuentra en el extracto de ajo, como metabolito

secundario de la alicina.

Eluso del EAy DSA en el tratamiento contra los diferentes estadios del parasito Z. seriolae en sus diferentes
estadios disminuye el éxito de la eclosidn de los oncomiracidios vy, la supervivencia de los oncomiracidios
y adultos, ademas de reducir la intensidad parasitaria media en Seriola dorsalis, por lo que su uso podria

ser una opcidn a los tratamientos quimicos que se utilizan actualmente para el tratamiento de Z. seriolae.

Por otro lado, en este trabajo se administré de forma preventiva y correctiva el polvo de ajo con el
propdsito de evaluar su efecto en la carga parasitaria del jurel. Al administrarlo de forma preventiva, no
se registré un efecto en la intensidad parasitaria media. Armuelles Bernal (2016) observé que la adicion
de polvo de ajo al 4 % en el alimento, utilizando un proceso de recubrimiento externo, no fue suficiente
para disminuir la carga de Z seriolae en S. lalandi. En cambio Militz et al. (2013) reportaron una
disminucién de la carga parasitaria de N. girellae al adicionar 50 y 150 mL/kg de EA e Ingelbrecht et al.
(2020) observaron una disminucidon de la carga de Z seriolae luego de suplementar la dieta con

recubrimiento externo de 10 g de polvo de ajo/kg.

En relacidn con la administracidn correctiva, en este bioensayo se registré una disminucién en la carga de
Z. seriolae en todos los tratamientos (incluido el control), en comparacidn con el valor inicial obtenido 30
dias antes de la administracion con ajo. Por esta razdn no es posible atribuirle el efecto al consumo de ajo,
sino a la respuesta inmune de los peces. Martins et al. (2002) reportaron un efecto similar con
administracién oral correctiva de DSA, donde observaron una disminucién de la carga de Anacanthorus
penilabiatus en el grupo control, por lo que concluye que se debe a la propia respuesta inmune del pacu
(Piaractus mesopotamicus). Mientras que, Ingelbrecht et al. (2020) reportaron una disminucion de la
presencia de Z. seriolae después de 20 dias de administracidn correctiva de 10 g de polvo de ajo/kg de

alimento mediante recubrimiento externo.

La administracion oral de polvo de ajo en forma preventiva y correctiva no disminuyd la intensidad
parasitaria media de Z. seriolae. El efecto antihelmintico que se ha registrado en otros trabajos podria
estar relacionado con las diferencias en los genotipos de la planta y manipulacion del producto antes,
durante y después de su cosecha, lo que modifica el contenido de los compuestos del ajo (Baghalian et al.,
2005; Prati et al.,, 2014; Zhang et al., 2016). Adicionalmente, Doan et al. (2020) mencionan que la
sensibilidad a los componentes del ajo puede variar entre las diferentes especies de parasitos y peces, y

gue las condiciones ambientales también podrian tener un efecto potenciador o retardador.
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Capitulo 3. Efecto de la administracion oral de ajo en las variables
productivas de Seriola dorsalis antes y después de la infestacion con

Z. seriolae

En este capitulo se describen las variables productivas en jureles sin parasitos (dia 32) y con parasitos

evaluados a los 60 dias en el experimento oral preventivo y 30 dias en el experimento oral correctivo.

3.1 Hipétesis

1. La administraciéon de dietas suplementadas con 4 y 10 % de polvo de ajo, disminuyen la

supervivencia del jurel.

2. Laadministracion de dietas suplementadas con 4 y 10 % de ajo mejoran las variables productivas
mediante el incremento de la ganancia de peso, la tasa de crecimiento especifico y el consumo de
alimento sin afectar la tasa de conversidn alimenticia, el indice de condicién de Fulton y el indice

hepatosomatico.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto en la supervivencia de los jureles expuestos a la administracién oral de polvo de

ajo (4, 10y 25 %).

2. Analizar el efecto de la administracidén preventiva y correctiva del polvo de ajo suministrado a
través de la dieta sobre las variables productivas de S. dorsalis: ganancia de peso, tasa de
crecimiento especifica, tasa de conversién alimenticia, consumo de alimento, indice de condicidn

de Fulton e indice hepatosomatico.



36

3.3 Metodologia

3.3.1 Tratamiento oral preventivo

Las condiciones de cultivo de los peces que se emplearon en el experimento oral preventivo, con un peso
promedio de 167.9 + 5.46 g se describe en la seccién 2.3.4.4.1. Durante un periodo de 60 dias los peces
recibieron la racién diaria correspondiente a su peso promedio segun Orellana et al. (2014). La racién diaria

se dividid en dos y cada fraccion se suministré a las 8:00 y 15:00 h.

Para estudiar el efecto de la administracidn preventiva de ajo, el disefio experimental consistio en cuatro
tratamientos, cada uno con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo por triplicado. En cada tanque de 460 L (12 en
total) se colocaron 20 jureles y durante 60 dias los peces fueron alimentados con las dietas experimentales
correspondientes a cada tratamiento. A los 33 dias de iniciado el bioensayo, se introdujeron hilos con
huevos de Z. seriolae (aproximadamente 500 huevos) en cada unidad de cultivo. Para evaluar las variables
productivas (seccion 3.3.4) a los 0, 32 y 60 dias de iniciado el experimento, se tomd una muestra de 5

peces de cada tanque.

3.3.2 Tratamiento oral correctivo

Las condiciones de cultivo de los peces que se emplearon en el experimento oral correctivo, con un peso
promedio de 210.8 + 8.26 g se detalla en la seccion 2.3.4.5.1. La racidén diaria de alimento se calculd de
acuerdo con el peso promedio de los peces utilizando la tabla de alimentacion propuesta por Orellana et
al. (2014). Durante 30 dias que durd el experimento, la racién diaria se dividié en dos y cada fraccién se

suministré a las 8:00 y 15:00 h.

El disefio experimental consistié en cuatro tratamientos, cada uno con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo por
triplicado. En cada tanque o unidad de cultivo (12 en total) se colocaron 20 jureles parasitados con Z
seriolae. Durante 30 dias los peces fueron alimentados con las dietas experimentales correspondientes a
cada tratamiento. Para evaluar las variables productivas (seccién 3.3.4), se tomaron muestras de 5 peces

de cada unidad de cultivo.

3.3.3 Manejo de los peces
Para manipular a los peces de forma segura y obtener el resultado de las variables productivas, se
procedid a colocar individualmente a cada organismo en un tanque con una solucion anestésica de

tricaina (100 mg/L) hasta observar la pérdida del equilibrio y sin el reflejo de huida.
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3.3.4 Variables productivas

3.3.4.1 Peso

Para cuantificar el peso himedo (g) de los peces, se coloco individualmente a cada jurel anestesiado en el
plato de una balanza digital (Ohaus Adventurer-Pro) y se registré con una precision de 0.01 g. Este
procedimiento se realizd alos 0, 32 y 60 dias del experimento preventivo y a los 0y 30 dias del experimento

correctivo.

3.3.4.2 Ganancia de peso (GP)

La ganancia de peso se cuantificd a los 32 y 60 dias en la administracién preventiva y a los 30 dias en el
bioensayo correctivo, la cual se determind con el valor del peso promedio inicial y el peso final de cada

uno de los individuos muestreados.

o Peso final (g) — Peso inicial (g)

5
Peso final (g) x 100 ©)

3.3.4.3 indice de Condicién de Fulton (ICF)

El indice de condicién de Fulton (ICF) se calculd los dias 0, 32 y 60 en el experimento oral preventivo y a
los 0y 30 dias en el experimento oral correctivo. Se utilizaron las medidas del peso himedo (g) y la longitud
estandar (cm), medida con un ictidmetro graduado en milimetros. En cada dia de muestreo se
consideraron cinco peces de cada unidad de cultivo. Para el calculo de este indice se utilizd la siguiente
ecuacion (Ricker, 1975):

__peso hiimedo (g)

ICF x100 (6)

~ Longitud3 ( cm)

3.3.4.4 Iindice hepatosomatico (IHS)

El indice hepatosomatico de los peces se calculd los dias 0, 32 y 60 del experimento preventivoy alos0y

30 dias en la administracion correctiva. Para realizar el cdlculo se cuantifico el peso total humedo (g) y el
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peso humedo del higado (g) de cinco peces de cada unidad de cultivo, y se utilizé la siguiente ecuacion
(Sadekarpawar y Parikh, 2013):

_ Peso del higado (g)

[HS = 100 7
Peso total (g) X 7)

3.3.4.5 Consumo de alimento

El consumo de alimento se calculé a los 32 y 60 dias en el bioensayo preventivo y a los 30 dias en el
experimento correctivo, considerando la cantidad de alimento entregada (g) y el nimero de peces,
mediante la siguiente ecuaciéon (Mzengereza et al., 2021):

cantidad de alimento consumido diariamente (g)

C de ali to = ’
onsumo de alimento cantidad de peces ®

3.3.4.6 Tasa de crecimiento especifico (TCE)

La tasa de crecimiento especifico (TCE) se calculd a los 32 y 60 dias en la administracion preventiva y a los
30 dias en el bioensayo correctivo. Para esto, se considerd el valor del peso final e inicial, ademas del

tiempo de evaluacion (Mzengereza et al., 2021):

Ln Peso final (g) — Ln Peso inicial
TCE = - - x 100 (9)
Tiempo (dias)

3.3.4.7 Factor de conversion alimenticia (FCA)

El factor de conversién alimenticia (FCA) bioldgico (b) y econémico (e) se calculd a los 32 y 60 dias en el
experimento preventivo y a los 30 dias en el bioensayo correctivo. Para realizar el calculo se midio la
biomasa total, correspondiente al peso humedo total (g) de los peces de cada unidad experimental para
calcular la biomasa total, segun el tipo de valor requerido, a saber: la biomasa ganada analiza la diferencia
de la biomasa final con respecto a la biomasa inicial, la biomasa cosechada cuantifica la biomasa total que

se extrae y la biomasa muerta considera la sumatoria total del peso de organismos que murieron antes de
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finalizar el periodo de cultivo. Estos datos se relacionaron con la cantidad de alimento consumido en cada

periodo, mediante la siguiente ecuacion (Toledo Valenzuela, 2005):

FCAD = alimento consumido (kg) (10)
~ Biomasa ganada (kg) + Biomasa cosechada (kg) + Biomasa muerta (kg)

alimento consumido (kg)
FCAe = — , (11)
Biomasa ganada (kg) + Biomasa cosechada (kg)

3.3.5 Analisis estadistico

La normalidad de los datos se analizé con la prueba de Shapiro-Wilks y la homogeneidad de varianzas se
evalud con la prueba de Levene. Con estas pruebas se demostré que los valores no cumplieron con la
normalidad ni homogeneidad de varianzas. Para evaluar las diferencias entre tratamientos en las variables:
peso, ganancia de peso, indice de condicion de Fulton, indice hepatosomatico, consumo de alimento, tasa
de crecimiento especifico, factor de conversién alimenticia y supervivencia, se aplicaron pruebas de
Kruskal-Wallis, seguidas de pruebas de Dunn. Para analizar las diferencias entre los dias de muestreo
correspondiente a cada variable, se aplico la prueba de Wilcoxon. Todos los andlisis se hicieron con un

nivel de significancia de 0.05 con el programa estadistico NCSS 2019.

3.4 Resultados

3.4.1 Efecto de la administracion oral preventiva con ajo (dia 0 y 32) en peces no

parasitados

En el bioensayo preventivo, el peso total inicial de los peces fue 167.98 + 5.46 g y al dia 32 se observé un
incremento significativo del peso en todos los tratamientos, incluido el control (p < 0.05, Tabla 6). Sin
embargo, cuando se analizo el efecto en el peso entre tratamientos, al dia 32 no se encontraron diferencias

significativas (p > 0.05, Tabla 6).

El valor del indice hepatosomatico se incrementd de forma significativa al dia 32 con los tratamientos de
4, 10 y 25 % con respecto al valor observado antes de iniciar el experimento oral preventivo (p < 0.05,
Tabla 6), pero el indice de los peces que no consumieron ajo (control), no fue diferente. El IHS de los peces

analizado entre tratamientos, no mostro diferencias significativas (p > 0.05).



40
El consumo de alimento suplementado preventivamente con 10 y 25 % de ajo, fue significativamente

mayor que con las dietas sin ajo (control) y con 4 % de ajo (p < 0.05, Tabla 6).

Tabla 6. Variables productivas del jurel (Seriola dorsalis) no parasitados y alimentados preventivamente con dietas
suplementadas con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo.

. Dias de muestreo
Tratamiento
0 32
Control 263.46+13.34°8
4% 261.68+16.87 8
Peso (g) 167.98+5.46 *
10 % 307.26+16.06 B
25% 258.47+16.35 8
Control -- 56.84+7.94
Ganancia de peso 4% -- 55.78+10.04
(8) 10 % - 82.91+9.56
25% - 53.87+9.73
Control 1.1040.05
4% 1.04+0.03
ICF 1.01+0.03
10 % 1.06+0.03
25% 0.98+0.03
Control -- 1.45+0.17
; 4% - 1.40+0.22
TCE ( %/dia)
10 % - 1.96+0.17
25% - 1.36+0.21
Control 1.13+0.07 #
4% 1.27+0.07 8
IHS 1.04+0.05*
10 % 1.25+0.08 B
25% 1.26+0.07 8
C d Control -- 4.64+0.07 ®
onsumo de 4% - 4.69+0.12 °
alimento (g
. ; 10 % - 5.06+0.14 °
alimento/pez/dia)
25% - 4.99+0.15°
. Dias de muestreo
Tratamiento
0 32
Control -- 0.3610.04
FCAb 4% - 0.37£0.02
10 % - 0.32+0.04
25% - 0.3610.04
Control -- 0.5940.03
FCA 4% - 0.59+0.04
e
10 % - 0.57+0.01
25% - 0.66+0.08

-- No aplica Media + error estandar. Se utilizaron letras mayusculas para la comparacion entre los dias de evaluacion
de cada tratamiento y letras minusculas para la comparacién entre tratamientos. Letras diferentes del mismo tipo
(mayusculas o minusculas) indican diferencias significativas (p < 0.05). ICF=indice de condicién de Fulton, TCE=tasa
de crecimiento especifica, IHS=indice hepatosomatico, FCAb=factor de conversién alimenticia biolégico, FCAe= factor
de conversién alimenticia econémico.
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En las variables de crecimiento, ganancia de peso, tasa de crecimiento especifica, indice de condicion de
Fulton, indice hepatosomatico y el factor de conversion biolégico y econdmico (p > 0.05, Tabla 6), ademas

de la supervivencia (Figura 9) no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos al dia 32 (p

> 0.05).

100 o
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Figura 9. Supervivencia del jurel (Seriola dorsalis) no parasitados y alimentados preventivamente con dietas
suplementadas con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo. Media + error estandar.

3.4.2 Efecto de la administracidn oral preventiva (dia 60) y correctiva (dia 0 y 30)
con ajo en peces parasitados

La administraciéon preventiva de peces parasitados, evaluado a los 60 dias de haber iniciado el

experimento, ocasiond un incremento en el peso total de los grupos control y 4 % PA, comparado con el

peso de los tratamientos 10 % y 25 % PA (p < 0.05, Tabla 7). Mientras que con la administracion correctiva

no se registraron diferencias significativas (p > 0.05, Tabla 7). En la administracion oral correctiva, los

resultados del tratamiento con 10 % PA aparecen con el acronimo “ND” que indica que no hay datos,

debido a que este grupo experimental no sobrevivio hasta el final del bioensayo.

Con respecto a la ganancia de peso de los jureles parasitados que recibieron la dieta preventiva, en los
grupos control y 4 % PA fue significativamente mayor que con el 10 % y 25 % PA (p < 0.05, Tabla 7). En la

administracién correctiva no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05, Tabla 7).

El indice de condicidn de Fulton (ICF) de los peces parasitados (dia 60) no fue afectado significativamente
por la administracidn preventiva de las dietas suplementadas con ajo (p > 0.05, Tabla 7). En relacion con
el tratamiento correctivo de los peces parasitados, se observé que al contrastar el valor promedio entre

el inicio del experimento y los 30 dias, no se observaron diferencias en los tratamientos control y 25 %. Sin
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embargo, el tratamiento con 4 % PA fue diferente (p < 0.05, Tabla 7). Para esta misma forma de
administracién del ajo, a los 30 dias no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p

> 0.05, Tabla 7).

Tabla 7. Variables productivas del jurel (S. dorsalis) parasitado con Z. seriolae y alimentados de forma preventiva y
correctiva con dietas suplementadas con polvo de ajo y control sin ajo.

Tratamiento Preventivo Correctivo
60 0 30
Control 439.70+36.83 ° 291.6449.21
Peso (g) 4% 420.30+21.10° 210.7748.26 308.17+13.02
10 % 313.28+20.86 ° ND
25% 286.32+17.95° 294.75+11.61
Control 161.76+21.93 2 - 38.36%4.37
Ganancia de peso 4% 150.21+12.56 2 - 46.21+6.18
(g) 10 % 86.49+12.42° - ND
25% 70.44+10.69 © - 39.8445.51
Control 1.51+0.19 1.07+0.02
4% 1.5040.09 1.13+0.02 ®
ICF 10 % 0.9940.12 1.04£0.02" ND
25% 0.85+0.11 1.08+0.02
Control 1.51+0.19 2 - 1.0620.11
4% 1.5040.09 2 - 1.2240.15
TCE 10 % 0.990.12° - ND
25% 0.85+0.11° - 1.09+0.14
Control 1.19+0.06 1.47+0.08 ®
4% 1.27+0.06 1.42+0.04 ®
IHS 10 % 1.13+0.05 0.98+0.04 ND
25% 1.25+0.10 1.43+0.04 ®
Control 6.88+0.192 - 5.33+0.182
Consumo de 4% 7.5440.07° - 5.7940.22°
alimento (g 10 % 7.33+0.21° - ND
alimento/pez/dia)
25% 6.050.19 - 5.45%0.27 b
Control 0.29+0.05 ° - 0.27+0.02
4% 0.30+0.04 ° - 0.27+0.04
FCAD 10 % 0.26+0.05 ° - ND
25% 0.23+0.03° - 0.22+0.01
Control 0.65+0.08 - 0.67+0.02
4% 0.68+0.06 - 0.62+0.03
FCAe 10 % 0.65+0.03 - ND
25% 0.72+0.05 - 0.45+0.07

-- No aplica Media + error estandar. Se utilizaron letras mayusculas para la comparacion entre los dias de

evaluacion de cada tratamiento y letras minusculas para la comparacidn entre tratamientos. Letras diferentes del
mismo tipo (mayusculas o minusculas) indican diferencias significativas (p < 0.05). *ND=no hay datos, debido a que
este grupo experimental no sobrevivid hasta el final del bioensayo. ICF=indice de condicién de Fulton, TCE=tasa de
crecimiento especifica, IHS=indice hepatosomatico, FCAb=factor de conversién alimenticia biolégico, FCAe= factor
de conversién alimenticia econémico.
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La tasa de crecimiento especifico (TCE) en el bioensayo preventivo fue significativamente mayor en el
control y 4 % PA, comparado con 10y 25 % PA (p < 0.05, Tabla 7). Con la administracion oral correctiva no

se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0.05, Tabla 7).

La administracion preventiva de las dietas suplementadas con polvo de ajo en peces parasitados (dia 60),
no tuvo efectos significativos en el indice hepatosomatico (IHS) (p > 0.05, Tabla 7). En el experimento oral
correctivo, se encontraron diferencias significativas entre el valor del IHS de los peces analizados antes de
que recibieran las dietas suplementadas con ajo (inicial) y los grupos control, 4 % y 25 % PA al dia 30 (p <
0.05, Tabla 7); sin embargo, cuando se realizdé la comparacién entre tratamientos, no se registraron

diferencias significativas (p > 0.05, Tabla 7).

La administracion preventiva de ajo provocd un incremento del consumo de alimento en los tratamientos
con 4 % y 10 %, con respecto al grupo control, en contraste con 25 % PA el consumo de alimento fue
significativamente menor (p < 0.05, Tabla 7). En la administracidn correctiva, solo los peces que recibieron
la suplementacién con 4 % de PA incrementaron el consumo de alimento en los peces con respecto al

control y 25 % PA (p < 0.05, Tabla 7).

El factor de conversion bioldgico y econdmico del alimento (FCAb y FCAe) no fue afectado por la

suplementacién de dietas con ajo en ambas formas de administracion, preventiva y correctiva (p > 0.05,

Tabla 7).
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Figura 10. Supervivencia del jurel (S. dorsalis) parasitado con Z. seriolae y alimentados preventivamente con dietas
suplementadas con 0, 4 y 25 % de polvo de ajo a partir del dia 31. Media * error estandar. Letras diferentes
representan las diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
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Figura 11. Supervivencia del jurel (S. dorsalis) parasitados con Z. seriolae y alimentados correctivamente con dietas
suplementadas con 0, 4, 10 y 25 % de polvo de ajo. Media * error estdndar. Letras diferentes representan las
diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05).

La suplementacion de las dietas con polvo de ajo tuvo efectos en la supervivencia de los peces parasitados
en el experimento oral preventivo, comprendida desde el dia 31 al dia 60. La mayor supervivencia (86 %)
fue registrada en los peces que recibieron 4 %, seguido por 83 % en los peces alimentados con dietas sin

ajo (control), 72 % con 25 % de PAy 37 % con 10 % de PA (p < 0.05, Figura 10).

En el experimento oral correctivo, se registrd una mayor supervivencia en los peces que recibieron dietas
con 25 %, 4 % y 0 % (control) de polvo de ajo con respecto al grupo que recibié 10 % de PA, ya que ningun

individuo sobrevivié en este grupo experimental (p < 0.05, Figura 11).

3.5 Discusion

La rentabilidad de la produccidn acuicola recae, en gran medida, en la cantidad y calidad de los alimentos
que sean utilizados (Baki y Yissel, 2017). Es por ello que aprovechar al maximo las dietas, resulta

imperante y mas si existen productos, como el ajo, que tienen probabilidades de mejorar el desempefio

productivo.

En el presente bioensayo, la administracion oral de polvo de ajo en las dietas se realizé de dos maneras,
preventivay correctiva. Esto con el propdsito de evaluar el efecto que tienen ambas formas de tratamiento

terapéutico en el desempefio productivo de los peces, en ausencia o presencia de desafios con parasitos,
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en este caso la presencia de Z seriolae. En general, fueron pocos los hallazgos relacionados con una

alteracion, positiva o negativa, de las variables productivas.

Uno de los objetivos productivos de un cultivo acuicola es el incremento de la biomasa a partir de la
ganancia de peso, sin que esto incurra en un incremento en los costos de produccion. En este estudio se
analizo el efecto de la administracidén preventiva y correctiva de dietas suplementadas con polvo de ajo en
el peso de los peces. En ausencia de parasitos, después de un periodo de 32 dias de alimentacidn, con y
sin suplementacion con ajo, se observo un incremento en el peso, pero que no fue afectado por el nivel
de inclusién del ajo en el alimento. Resultados similares se obtuvieron en un estudio previo con S. lalandi,
alimentado con una dieta con diferentes niveles de inclusién de ajo (Armuelles Bernal, 2016). La diferencia
en los métodos utilizados en ambos bioensayos, ademas de la especie de jurel, es el uso de diferentes
fuentes de polvo de ajo y el procedimiento utilizado para su inclusidn en la particula de alimento. En el
presente trabajo se utilizd polvo de ajo comercial y fue adicionado en la premezcla, mientras que
Armuelles Bernal (2016) obtuvo polvo de ajo a partir de ajo fresco y lo incluyd en la particula de alimento
mediante recubrimiento externo. Sin embargo, estos cambios en el método no fueron suficientes para
ocasionar una diferencia en el peso de los peces al comparar diferentes niveles de inclusién. Sin embargo,
estos cambios en la metodologia no fueron suficientes para ocasionar un efecto en el peso de los peces.
Esto podria estar relacionado con una baja concentracion de metabolitos secundarios que pudiesen estar
involucrados en el incremento del peso de los peces, ya que la calidad de la planta depende de las
condiciones ambientales en las que se produce, del manejo antes, durante y después de la cosecha
(Baghalian et al., 2005; Prati et al., 2014; Zhang et al., 2016). La concentracidon de los componentes
guimicos del ajo puede ser diferentes dependiendo de la calidad genética de la planta, métodos de cultivo

y el procedimiento empleado para su extracciéon (Martins et al., 2016; Doan et al., 2020).

El presente estudio, destacd que en jureles parasitados alimentados preventivamente el peso fue mayor
en el control y en la dieta con 4 % de PA. Este resultado indica que no hay una influencia directa del ajo
sobre estas variables de crecimiento en los peces. En contraste, en S. lalandi parasitado con Z. seriolae
(Armuelles Bernal, 2016) y en O. mykiss infectado con Aeromonas hydrophila (Nya et al., 2010),
alimentados con dietas conteniendo diferentes porcentajes de ajo, no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento. En el presente estudio, la administracidn correctiva del ajo en el alimento
no produjo cambios significativos en el peso entre los dias de muestreo ni entre tratamientos. Este efecto
coincide con lo observado por Martins et al. (2002) con P. mesopotamicus, infestado con A. penilabiatus,

cuando fue alimentado con dietas suplementadas con disulfuro de alilo, un metabolito secundario de la
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alicina. Por tanto, el ajo no tiene efectos en el peso en presencia o ausencia de desafios, como la presencia

de patogenos.

De igual forma, se registrd que el suministro oral de ajo en forma preventiva con peces no parasitados ni
en la correctiva con peces parasitados no tuvo efecto en la ganancia de peso ni en la tasa de crecimiento.
El tratamiento oral preventivo en peces parasitado registré un mayor valor de la tasa de crecimiento y la
ganancia de peso en los individuos que recibieron la dieta control y la suplementada con 4 % de polvo de
ajo. Hassaan y Soltan (2016) encontraron que el uso de ajo en la dieta de O. niloticus incremento la

ganancia de peso.

De igual forma, Lee et al. (2014) reportaron el incremento de la ganancia de peso de Acipenser ruthenus a
medida que incrementaba la inclusién de ajo en la dieta. En cuanto a la tasa de crecimiento especifico,
Sahu et al. (2007) reportaron que no hubo diferencias entre los diferentes niveles de inclusidon de ajo en
las dietas de L. rohita infectada con Aeromonas hydrophila y por el contrario, Hassaan y Soltan (2016)
encontraron un mejor desempefio productivo en esta variable cuando se utilizd ajo, en comparacién con
otros fitobidticos. En contraste, Zare et al. (2021) no reportaron ventajas en estas variables productivas en
juveniles de Perca fluviatilis alimentados con dietas suplementadas con ajo (10, 20 y 30 g de ajo/kg de

dieta) por 87 dias.

En los estudios mencionados anteriormente, se observa que no hay una tendencia del efecto del ajo en
algunas de las variables relacionadas con el crecimiento de los peces, lo que podria estar relacionado con
la calidad de la planta y la composicion quimica del ajo (Baghalian et al., 2005; Prati et al., 2014; Martins
et al., 2016; Zhang et al., 2016; Doan et al., 2020). Esta ultima no solo esta regida por la concentracién de
compuesto organosulfurados, sino por la composicion nutricional, la cual estad relacionada con las
condiciones de cultivo (Martins et al., 2016). En el presente estudio no se observaron diferencias en la
concentracién de proteinas totales en la dieta, pero el aporte de esta macromolécula en el polvo de ajo

fue mucho menor, por lo que se puede inferir que no es suficiente como fuente proteica.

En relaciéon con los lipidos, fue evidente que a medida que incrementaba la suplementacién de ajo en la
dieta la concentracidn disminuia, con excepcion de 4 % de polvo de ajo. Tanto los aminoacidos como los
acidos grasos forman parte del metabolismo de los peces asociado al crecimiento (Li et al., 2009; Mejri et
al., 2021), por lo que en futuras investigaciones seria importante el andlisis de estas dos variables a partir
de la suplementacién de las dietas con ajo y asi evaluar el efecto que podrian tener en el crecimiento de

los peces. La inclusion de polvo de ajo en las dietas no debe alterar la composicidn nutricional del alimento
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de los peces, ya que se propician desbalances fisiolégicos que aumentan la probabilidad de que los

organismos sean vulnerables a patdgenos y al estrés por alteraciones en las condiciones ambientales.

En peces no parasitados, se observo que las dietas con ajo no tuvieron un efecto sobre el ICF. En peces
parasitados, que recibieron dietas de forma preventiva tampoco se observd un efecto que estuviese
relacionado con la suplementacidn con ajo. En la forma de administracion correctiva, con el tratamiento
con 4 % de ajo se registré un incremento del valor del ICF al dia 30 con respecto al valor inicial, pero no se
observaron diferencias entre los tratamientos. En S. lalandi (Armuelles Bernal, 2016) y O. mykiss (Nya et
al., 2010) no se reportaron cambios en el ICF por alguna de las dietas suplementadas con ajo y alicina,

respectivamente.

En contraste, en Ascipenser ruthenus se registré un mayor indice en los peces alimentados con una dieta
suplementada con 2 % de polvo de ajo (Lee et al., 2014). En Perca fluviatilis se encontré un mayor indice
de condicidn en ausencia o bajas dosis con ajo (Zare et al., 2021). Adicionalmente, se ha documentado en
Lutjanus guttatus parasitado con dactilogiridos (del Rio-Zaragoza et al., 2010) y en S. dumerili con Z.
seriolae (Montero et al., 2004) la ausencia de efectos en el indice de condicién debido a la intensidad
parasitaria. En el presente trabajo, el incremento en el ICF con la dieta con 4 % de polvo de ajo podria
relacionarse con el consumo de alimento que presentd el grupo que recibié esta dieta de forma correctiva,
ya que destacd un mayor consumo de alimento en comparacién con el resto de los tratamientos. Al
contrastar la informacion reportada por diversos autores, esta variable tampoco sigue una tendencia, lo
gue puede estar relacionado a la especie, las condiciones de cultivo, la presencia o ausencia de factores

estresantes y la calidad de la planta utilizada.

En los mamiferos se ha registrado la presencia de receptores que han sido identificados como TRPA1 y
TRPV1, que estan involucrados en procesos de termosensacion, pero también se ha identificado su
actividad ante la presencia de ciertos quimicos, entre esos los de olores pungentes, que generalmente
estan relacionados a compuestos organosulfurados como la alicina (Macpherson et al., 2005). El ajo es
utilizado en gastronomia como un potenciador del sabor, debido a la razén quimica vy fisioldgica que

estimula la ingesta del alimento suplementado con ajo.

En los peces, también se han encontrado estos receptores (Oda et al., 2017; Nisembaum et al., 2022),
razon por la cual se sugiere considerar que el ajo podria tener un efecto positivo en el incremento de su
consumo de alimento. En el presente bioensayo, la adicidn del ajo en las dietas incrementd el consumo de

alimento en los jureles. Esto fue registrado en peces antes de realizar la infestacidn parasitaria, con un
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mayor consumo de alimento a medida que aumentaba la cantidad de ajo en las dietas; este efecto se
mantuvo en los peces parasitados, con excepcién del grupo que consumid 25 % de PA en la dieta.
Armuelles Bernal (2016), observé el mismo efecto antes y después de la infestacion parasitaria con la
suplementacién de las dietas por recubrimiento con 2 y 4 % de polvo de ajo. De manera similar, Militz et
al. (2013) y Zare et al. (2021) observaron en L. calcarifer y en P. fluviatilis que la adicion de ajo al alimento
no disminuyé la palatabilidad, pero tampoco incrementd el consumo. Mientras que Hassaan y Soltan
(2016) también encontraron que O. niloticus consumié una mayor cantidad de alimento con ajo, en
comparacion con otros extractos vegetales, sin que se incrementara el FCA. Blumenthal (2014) observo el
aumento de la palatabilidad de las dietas suplementadas con prazicuantel cuando se adicionaba ajo, a

pesar del efecto negativo que tiene este agente antihelmintico tiene sobre la palatabilidad del alimento.

El aumento del consumo de alimento se debe correlacionar en forma positiva con el crecimiento de los
peces, ya que de otra forma habria un aprovechamiento ineficiente del alimento, que afectaria el
rendimiento productivo (e.g. FCA). El factor de conversidn alimenticia analiza el rendimiento del alimento
con respecto al crecimiento de los peces (Fry et al., 2018). En este trabajo, se analizd el efecto de las dietas
sobre el factor bioldgico y econdmico de conversidn, donde la primera ademas de la biomasa neta

considera la mortalidad (Flores y Vergara, 2012).

Estas dos variables no fueron afectadas por las dietas experimentales, en ninguno de los escenarios
evaluados, es decir, peces sin parasitar alimentados de forma preventiva y peces parasitados alimentados
de forma preventiva y correctiva. Esto indica que el ajo no afecté el factor de conversién alimenticia en las
condiciones experimentales descritas previamente. Armuelles Bernal (2016) reporté la ausencia de efecto
de la inclusién del ajo en el alimento en el FCA después de un periodo de alimentacion de 32 dias, y Sahu
et al. (2007) tampoco encontraron diferencias entre los tratamientos que consistian en la administracion
de dietas con ajo a Labeo rohita infectado con Aeromonas hydrophila. De igual forma, Zare et al. (2021)
no observaron cambios en el FCA en juveniles de Perca fluviatilis alimentados con dietas suplementadas
con ajo por 87 dias. Por el contrario, Adineh et al. (2020) registraron un mejor aprovechamiento de las

dietas con 0.5, 1y 2 % de ajo en la dieta de O. mykiss por 40 dias.

En relacién con el indice hepatosomatico, que explica la proporcién que corresponde al higado con
respecto al peso total de los peces (Sadekarpawar y Parikh, 2013), en este experimento se observé un
incremento del valor del IHS entre los dias 0 y 32 en el tratamiento oral preventivo y entre los dias 0 y 30
en el tratamiento oral correctivo. Shalaby et al. (2006), Adineh et al. (2020) y Zare et al. (2021) no

encontraron cambios significativos en el IHS cuando O. niloticus, O. mykiss y P. fluviatilis, respectivamente,
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consumieron dietas suplementadas con ajo. Mientras que, Metwally (2009) reportaron la disminucién del
IHS de O. niloticus cuando se suplementd la dieta con diferentes presentaciones de ajo, esta tendencia
también fue reportada en Ascipenser ruthenus por Lee et al. (2014), al observar la disminucion del IHS a
medida que aumentaba la cantidad de ajo en la dieta. Para evidenciar la causa del incremento de la
proporcién del higado con respecto al peso corporal, es necesario la cuantificacién en sangre o tejidos de
sustancias involucradas en la integridad del tejido hepatico como las aminotransferasas, ademas del

analisis histopatoldgico del higado.

La supervivencia de los organismos es otra variable que se toma en cuenta cuando se prueban dietas que
han sido suplementadas con otros ingredientes. En este estudio, la supervivencia de los peces no se vio
afectada por el consumo de ajo en el experimento oral preventivo (etapa sin parasitos), asi como se
reportd también en O. mykiss que recibieron dietas suplementadas con ajo por 40 dias (Adineh et al.,
2020) y en P. fluviatilis durante 87 dias (Zare et al., 2021). Sin embargo, con la administracion oral
preventiva (fase de infestacidn parasitaria) y correctiva (peces parasitados), fue evidente una disminucion
de la supervivencia, en particular en el grupo experimental que recibid dietas con 10 % de ajo. En este
sentido, Amorin et al. (2019) no detectaron que la adicion de ajo en las dietas produjera mejoras directas

en la supervivencia de Rhamdia quelen infestada con I. multifilis.

El método para la preparacién de las dietas utilizadas en el presente estudio fue el mismo en todos los
tratamientos, asi como la ubicacion de las unidades experimentales de forma aleatoria. La preparacion de
las dietas con las diferentes concentraciones de ajo se hacia el mismo dia, comenzando por la dieta control
y finalizando con la de 25 %. La supervivencia observada en el tratamiento con 10 % de inclusion de ajo
podria ser una consecuencia de los compuestos del ajo, sin embargo, en el tratamiento con una mayor
cantidad de ajo (25 %) no se observd esta repuesta. Es posible que la mortalidad esté asociada a algun
factor estresante relacionado con el ambiente, la ubicacidn de los tanques y la presencia de parasitos. En
este experimento se detectd un incremento subito del flujo de entrada de agua y aire a todas las unidades
de cultivo (control, 4, 10 y 25 %), que produjo ruido y turbulencia, lo que pudo ocasionar una reduccion
en el consumo de alimento y un disturbio suficiente para que los peces se alteraran y chocaran contra las

paredes del tanque.

A partir de este disturbio ambiental, se registré la muerte paulatina de todos los individuos del grupo
experimental que recibié 10 % PA. En un estudio en el que se expuso a Carassius auratus a una fuente de
ruido controlado, se observé nado erratico y reflejo de huida, ademas, se registré un incremento en la

concentracién de cortisol y glucosa durante los primeros 60 min de exposicién a este agente estresor, y
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posteriormente los niveles se mantenian normales. Esta reduccién de los niveles de cortisol a pesar de la
persistencia del estimulo estresor puede ser el resultado del agotamiento del sistema endocrino, de que
el pez se habitud a la condicién o que el estimulo ocasiona una lesion en el oido interno, que disminuye el
grado de percepcion del ruido (Hontela et al., 1992; Smith, 2004; Martinez-Porchas et al., 2009). Es posible
que la dieta con 10 % PA tenga diferencias en la composicion de metabolitos secundarios de ajo,
aminodcidos o acidos grasos, entre otros, que causen alteraciones fisioldgicas en los peces y los hagan

vulnerables a patégenos o situaciones de estrés.

Adicionalmente hay que considerar que este incremento en la mortalidad se deba a un tema ambiental,
ya que en dos experimentos diferentes se observd la disminucién de la supervivencia en individuos
pertenecientes al mismo grupo experimental que fueron colocados en las mismas unidades de cultivo,
pero en tiempos diferentes. La mortalidad fue total en el bioensayo oral correctivo porque a diferencia del

preventivo, recibié un estrés ambiental adicional, el incremento del flujo de agua y aire.



51

Capitulo 4. Efecto de la administracidn oral de ajo en los indices
sanguineos de Seriola dorsalis antes y después de la infestacidon con

Z. seriolae

En este apartado se analiza el efecto del ajo en las variables sanguineas: hematocrito, recuento total de
eritrocitos y leucocitos, proteinas totales, albumina, globulinas y enzimas aminotransferasas. Se evalud su
efecto al suministrarlo por via oral, de forma preventiva (sin presencia de parasitos), y correctiva (con

presencia de parasitos), para lo cual se siguieron dos aproximaciones experimentales:

1. Preventiva, con evaluacion a los 32 dias de alimentacidon con las dietas suplementadas con ajo, sin
exposicién al parasito, seguido de la evaluacion después de treinta dias adicionales de

alimentacidn con ajo y con exposicion al parasito.

2. Correctiva, con evaluacién a los 30 dias de alimentacion con ajo utilizando peces parasitados.

4.1 Hipotesis

1. Las dietas suplementadas con 4 y 10 % de ajo disminuyen el hematocrito, el recuento total de
eritrocitos y la actividad de las enzimas aminotransferasas, mientras que aumenta el valor de

leucocitos totales y globulinas.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la adicidn de polvo de ajo en las dietas de S. dorsalis, administrado de forma
preventiva y correctiva en las variables sanguineas: recuento de eritrocitos y leucocitos totales,

proteinas totales, albumina, globulinas y enzimas aminotransferasas (aspartato y alanina).
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4.3 Metodologia

4.3.1 Obtencidn y manejo de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron de jureles que fueron parte de los experimentos de suplementacién
de las dietas con 0, 4, 10 y 25 % de PA, administradas de forma preventiva y correctiva. La metodologia de
cultivo y desarrollo de ambos bioensayos fue descrita en las secciones 2.3.4.4 para administracion

preventiva y 2.3.4.5 para la administracion correctiva.

En el bioensayo preventivo se realizaron muestreos a los 0, 32 y 60 dias y se tomaron cinco peces de cada
unidad de cultivo, mientras que en el experimento correctivo los muestreos se llevaron a caboalos 0y 30

dias, de donde se extrajeron cinco peces de cada unidad de cultivo.

Para realizar la extraccion de sangre de los peces fue necesario inducirlos previamente a anestesia general,
mediante la inmersion en una solucion de 100 mg/L (0. 38 mmol/L) de Tricaine-S® (Leary et al., 2013). La
sangre de los peces se obtuvo mediante la puncidn de la vena caudal con una jeringa de 3 mLy se coloco
una parte en un tubo con anticoagulante EDTA y otra fraccion en un tubo de 1.5 mL sin anticoagulante. El
tubo con anticoagulante se conservé en refrigeracion a 8°C hasta su uso, no mayor de 24 h. La sangre en
los tubos sin anticoagulante se dejo reposar durante una hora en refrigeracidon para permitir que se
formara el codgulo (Stockham y Scott, 2013) y posteriormente se centrifugd por 10 min a 7,000 RPM (5,040
X-g) en una centrifuga refrigerada Megafuge 16R (Thermo Scientific) para obtener el suero, el cual se

conservo en ultracongelacion (-80°C) hasta el momento de su analisis.

4.3.2 Hematocrito

La muestra de sangre con anticoagulante se utilizé para llenar % partes de la capacidad de los tubos
capilares de microhematocrito (Corning), se sellé uno de sus extremos con plastilina y se colocaron en la
centrifuga de microhematocrito (Clay Adams) por 10 minutos a 7,000 RPM (5117.1 X-g). Posteriormente,
los capilares se colocaron en el lector de microhematocrito (Clay Adams) para evaluar la proporcion de los

componentes celulares en el plasma. Los resultados se expresaron como porcentaje del volumen total.

4.3.3 Recuento total de eritrocitos y leucocitos

La sangre con anticoagulante se mezcld con la solucion de Natt-Herrick en una proporcién 1:200 (Natt y

Herrick, 1952) por 30 minutos para tefiir las células sanguineas del jurel. Posteriormente, se colocaron



53
alicuotas de la sangre tefiida en cada camara de un hematocitémetro (Hausser Scientific®) y se dejo
reposar por 10 minutos. Para el recuento total de eritrocitos y leucocitos (RTE y RTL, respectivamente) se
utilizé el microscopio Axio Scope Al (Zeiss®) con un aumento de 400X. En cada camara del
hematocitémetro se identificaron los cuadrantes correspondientes, para eritrocitos los 5 cuadrantes
resaltados en color rojo en el cuadro central de la cdmara y para los leucocitos los 4 cuadrantes externos
resaltados en color azul (Figura 12). Se utilizaron las siguientes ecuaciones para calcular los resultados de

cada variable (Roman Vega, 2013):

numero total de eritrocitos x 4000
RTE = ( ) % 200 (12)
80
numero total de leucocitos contados x 10
RTL =< 3 )xzoo (13)
L L
L L

Figura 12. Cdmara del hematocitémetro: cuadrantes para el recuento de eritrocitos (cuadro central) y leucocitos
(cuadrantes externos identificados con “L”).

4.3.4 Quimica sérica

El suero previamente ultracongelado (-80 °C) se descongeld a temperaturas de refrigeracion (4 °C) para

posteriormente realizar el andlisis de proteinas totales, albimina, globulinas y enzimas aminotransferasas.
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4.3.4.1 Proteinas totales

El andlisis de la concentracion de proteinas totales se realizé por la técnica de Biuret estandarizada para
microplaca por Yen-Ortega y Campos-Espinoza (Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Acuaticos,
2017) a partir del kit Randox TP245. Para preparar la curva de calibracion se utilizé el estandar de
calibracion del kit de 58.56 g/L y se calculé un decremento geométrico de base 2 para preparar las
diluciones. Las concentraciones preparadas en tubos para microcentrifuga de 0.5 mL fueron: 58.56, 29.28,
14.64, 7.32 y 3.66 g/L. En una microplaca de 96 pocillos se colocd por triplicado 250 pL de reactivo de
biuret y 5 uL de las diluciones para la curva de calibraciéon o de suero. La microplaca se introdujo en el
espectrofotdmetro Varioskan Flash 4.00.53 (Thermo Scientific) para la incubacidn a 25 °C por 30 min y
posterior registro de la absorbancia a una longitud de onda de 546 nm. Para obtener la concentracién de
proteinas totales de cada muestra se utilizd la ecuacidn de la regresion lineal de la curva de calibracion

con un coeficiente de determinacion > 0.98.

4.3.4.2 Albumina

El andlisis de la concentracidn de albumina se realizd por la técnica estandarizada para microplaca por Yen-
Ortega y Campos-Espinoza (Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Acuaticos, 2017) a partir del kit
Randox AB362. Para preparar la curva de calibracion se utilizé el estandar de calibracién del kit de 46 g/L
y se calculé un decremento geométrico de base 2 para preparar las diluciones. Las concentraciones
preparadas en tubos para microcentrifuga de 0.5 mL fueron 46, 23, 11.5,5.75y 2.88 g/L. En una microplaca
de 96 pocillos se colocé por triplicado 300 pL de reactivo de BCG y 1 ul de las diluciones para la curva de
calibraciéon o de suero. La microplaca se introdujo en el espectrofotometro Varioskan Flash 4.00.53
(Thermo Scientific) para la incubacidn a 25 °C por 10 min y posterior registro de la absorbancia a una
longitud de onda de 578 nm. Para obtener la concentracién de albumina de cada muestra se utilizé la

ecuacion de la regresion lineal de la curva de calibracion con un coeficiente de determinacion > 0.98.

4.3.4.3 Globulinas

La concentracidn de globulinas se calculd por la diferencia entre proteinas totales y albimina (Crivelenti

etal., 2011).
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4.3.4.4 Aspartato y Alanina aminotransferasa (AST y ALT)

La cuantificacién de estas enzimas se realizd6 mediante la técnica estandarizada para microplaca por Yen-
Ortega y Campos-Espinoza (Laboratorio de Ecofisiologia de Organismos Acuaticos, 2017) a partir del kit
Randox AS1202 y AL1200. En una microplaca de 96 pocillos se colocaron por triplicado 200 pL de reactivo
y 20 uL de suero. La microplaca se introdujo en el espectrofotometro Varioskan Flash 4.00.53 (Thermo
Scientific) para la incubacion a 37 °C por 1, 2 y 3 min, posteriormente se registrd la absorbancia a una
longitud de onda de 340 nm. Para obtener la concentracion de AST y ALT, se calculd la diferencia de las

absorbancias al minuto 2 y 3. Este valor fue multiplicado por 1746 como indica el fabricante.

4.3.5 Analisis estadistico

La normalidad de los datos se analizé con la prueba de Shapiro-Wilks y la homogeneidad de varianzas se
evalud con la prueba de Levene. Con estas pruebas se demostré que los valores no cumplieron con la
normalidad ni homogeneidad de varianzas. Para evaluar las diferencias entre tratamientos en las variables:
hematocrito, concentracion total de eritrocitos y leucocitos, proteinas totales, albumina, globulinas y
enzimas aminotransferasas, se aplicaron pruebas de Kruskal-Wallis, seguidas de pruebas de Dunn. Para
analizar las diferencias entre los dias de muestreo correspondiente a cada variable, se aplico la prueba de

Wilcoxon. El analisis se realizd con un nivel de significancia de 0.05 con el programa estadistico NCSS 2019.

4.4 Resultados

4.4.1 Hematocrito y recuento total de eritrocitos y leucocitos

a. Peces sin parasitos

El valor del hematocrito, al ser contrastado entre el dia 0 y 32 de la administracién preventiva registré
diferencias significativas entre el valor inicial (52.06 £ 0.87 %) y los evaluados al dia 32 con 4, 10y 25 % (p
< 0.05, Tabla 8). Mientras que en el andlisis entre tratamientos al dia 32, se observé que la adicién de 4,
10y 25 % de polvo de ajo a la dieta causé la disminucidn del hematocrito de 55.46 + 1.48 % en el control

a42.92+0.87%,38.33+1.16 %y 29.25+1.66 % con 4, 10y 25 %, respectivamente (p < 0.05, Tabla 8).
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En el experimento preventivo, se observd que antes de la administracion de las dietas suplementadas con
ajo (dia 0) la cantidad de eritrocitos circulantes era de 5.05 + 1.48 x 10° cel/mm? (Tabla 8). Este valor fue
significativamente mayor al control (3.98 + 0.47 x 10° cel/mm3), pero menor que los registrados en los
peces expuestos a 4 % (8.18 + 1.23 x 10° cel/mm3), 10 % (1.15 + 0.12 x 10° cel/mm?3) y 25 % (1.52 + 0.19 x
108 cel/mm?3) de PA al dia 32 (p < 0.05, Tabla 8). En esta misma forma de administracién al dia 32, fue
evidente un incremento de la concentracidn de eritrocitos a medida que aumentaba el contenido de PA

en la dieta (p < 0.05, Tabla 8).

La concentracion de leucocitos registrada antes de que los peces recibieran preventivamente las dietas
suplementadas con ajo (dia 0), fue de 517.19 + 57.72 cel/mm?®. Este valor fue significativamente menor
que los registrados en los individuos del grupo control con 1129.17 + 120.28 cel/mm?3, 4 % con 722.92 +
94.77 cel/mm?3y 10 % con 772.92 + 177.94 cel/mm? (p < 0.05, Tabla 8). En la evaluacién a los 32 dias, se
observé que el valor del grupo control (1129.17 + 120.28 cel/mm?3) fue significativamente mayor con los

tratamientos con 4, 10y 25 % de PA (p < 0.05, Tabla 8).

Tabla 8. Parametros hematolégicos de jureles (S. dorsalis) no parasitados y alimentados preventivamente con dietas
suplementadas con polvo de ajo y control sin ajo.

Tratamiento Dia 0 Dia 32
Control 55.46+1.48 A
4% 42.92+0.87 °B
Hematocrito ( %) 52.06+0.87 #
10% 38.33+1.16 b8
25% 29.25+1.66 8
Control 3.98+0.47x10°28
4% 8.18+1.23x10° "8
Eritrocitos (cel/mm?3) 5.05+1.48 x10°4
10% 1.15+0.12x10° beB
25% 1.52+0.19x106¢8
Control 1129.17+120.28 28
4% 517.19457.72 A 722.92+94.77 B
Leucocitos (cel/mm?3)
10% 772.92+177.94 b8
25% 714.58+87.93 bA

*Media + error estandar.

*Se utilizaron letras mayusculas para la comparacién entre los dias de evaluacién de cada tratamiento y letras
minusculas para la comparacién entre tratamientos. Letras diferentes del mismo tipo (mayusculas o minudsculas)
indican diferencias significativas (p < 0.05).
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a. Peces parasitados

Con el tratamiento preventivo, las dietas experimentales ocasionaron una disminucién significativa de los
valores de hematocrito a medida que aumentaba la suplementacion con ajo, en el grupo control con 49.54
+1.38%,4 % de PA con 46.08 +1.12 %, 10 % de PA con 42.92 +1.39 % y 25 % de PA con 37.29 + 1.34 % al
dia 60 (p < 0.05, Tabla 9).

Con el tratamiento oral correctivo se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
registradas al dia 0 (43.27 + 1.20 %) y las observadas en todos los tratamientos (0, 4, 25 % PA) al dia 30 (p
< 0.05, Tabla 9). Al comparar las concentraciones observadas entre los tratamientos a los 30 dias, se
observé la disminucion del valor del hematocrito a medida que aumentaba la cantidad de ajo en las dietas
(p < 0.05, Tabla 9). En este analisis no se consideraron los valores del tratamiento del 10 % de PA, debido

a que los individuos no sobrevivieron hasta el final del bioensayo (30 dias).

Tabla 9. Parametros hematolégicos de jureles (S. dorsalis) parasitados y alimentados de forma preventiva y correctiva
con dietas suplementadas con polvo de ajo y control sin ajo.

Preventivo Correctivo
Tratamiento
Dia 60 Dia 0 Dia 30
Control 49.54+1.38 2 49.04+1.99%8
4% 46.08+1.12 38.97+0.92 b8
Hematocrito ( %) 43.27+1.20"7
10 % 42.92+1.39° ND
25% 37.29+1.34¢ 24.63+0.65 8
Control 5.68+0.36x10°? 2.45+0.54x10° A
. . 4% 5.87+0.35 x1062 0.94+0.21x10° "8
Eritrocitos 5A
3.35+1.01x10
(cel/mm3) 10 % 6.05+0.42x10°? ND
25% 4.54+0.22x10°" 0.6+0.10x10°8
Control 968.75+124.13 2 6811.54+547.35 28
. 4% 610.42+113.42 b¢ 5680.36+222.84 28
Leucocitos 1937.50+276.29
(cel/mm3) 10 % 489.58+63.47 ¢ ND
25% 743.75+113.32 % 701.79+120.65 P8

*Media + error estandar.

*Se utilizaron letras mayusculas para la comparacién entre los dias de evaluacién de cada tratamiento y letras
minusculas para la comparacién entre tratamientos. Letras diferentes del mismo tipo (mayusculas o minusculas)
indican diferencias significativas (p < 0.05).

*ND=no hay datos, debido a que este grupo experimental no sobrevivié hasta el final del bioensayo.
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Con el tratamiento preventivo, al dia 60, la concentracion de eritrocitos fue significativamente menor con
la suplementacidn del 25 % de PA (4.54 + 0.22 x10° cel/mm?) que con la observada en los grupos control
(5.68 +0.36 x10° cel/mm?3), 4 % (5.87 + 0.35 x10° cel/mm?3) y 10 % (6.05 * 0.42 x10° cel/mm?3) (p < 0.05,
Tabla 9). Con el tratamiento correctivo, el valor inicial de eritrocitos no fue significativamente diferente
después de 30 dias en el grupo control. En contraste, las concentraciones observadas con los niveles de
inclusion de 4 y 25 % de PA (0.94 = 0.21 x10° cel/mm3® y 0.6 + 0.10 x10° cel/mm?, respectivamente),
resultaron significativamente menores (p < 0.05, Tabla 9). Ademds, se observd una disminuciéon
significativa, de mas del 100 %, en la concentracion de eritrocitos a medida que se incrementaba la

inclusién de ajo en la dieta (p < 0.05, Tabla 9).

La administracion preventiva de alimento suplementado con 4 y 10 % PA a peces parasitados causé una
disminucién en la concentraciéon de leucocitos circulantes (610.42 + 113.42 y 489.58 + 63.47 cel/mm?)
comparado con el control y 25 % PA (968.75 + 124.13 y 743.75 + 113.32 cel/mm?3, respectivamente) (p <
0.05, Tabla 9). Mientras que en el experimento oral correctivo, se encontrd que el valor inicial (1937.50 +
276.29 cel/mm?3) fue menor que el control (6811.54 + 547.35 cel/mm?3) y 4 % PA (5680.36 + 222.84
cel/mm?3) al dia 30, pero mayor que 25 % al dia 30 (701.79 * 120.65 cel/mm?3) (p < 0.05, Tabla 9). La
comparacién entre tratamientos al dia 30, indico que en los peces que recibieron una dieta suplementada
con 25 % de polvo de ajo, la concentracién de leucocitos disminuyd en forma significativa (701.79 + 120.65
cel/mm?3), comparado con el controly 4 % (6811.54 + 547.35 y 5680.36 + 222.84 cel/mm?3 respectivamente)
(p <0.05, Tabla 9).

4.4.2 Quimica sérica

a. Peces sin parasitos

En el experimento preventivo, el valor inicial (40.54 + 1.30 g/L) de la concentracion de proteinas totales
fue significativamente mayor que los obtenidos con 10 y 25 % de PA (35.41 = 0.8 y 35.33 + 1.35 g/L
respectivamente) a los 32 dias (p < 0.05, Tabla 10). En los peces de los tratamientos con 4, 10y 25 % de
PA (37.29+1.37,35.41 £0.89y 35.33 + 1.35 g/L, respectivamente) se redujo la concentracion de proteinas
totales con respecto al control (44.42 + 1.42 g/L) (p < 0.05, Tabla 10).

Al contrastar el valor inicial (19.41+0.51 g/L) de la concentracion de albumina con el observado a los 32
dias, solo se encontraron diferencias significativas con los tratamientos de 4, 10 y 25 % de PA (p < 0.05,

Tabla 10). Los peces sin presencia de parasitos, que fueron alimentados de forma preventiva por 32 dias
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con las dietas que contenian 4, 10y 25 % de polvo de ajo, registraron valores de albumina de 17.66 + 0.61,
18.05+0.64 y 16.37 £ 0.64 g/L, respectivamente, los cuales fueron menores con respecto al grupo control

con 21.24 +0.74 g/L (p < 0.05, Tabla 10).

Tabla 10. Quimica sanguinea de jureles (S. dorsalis) sin pardsitos, alimentados preventivamente con dietas
suplementadas con polvo de ajo y control sin ajo, evaluados a los 0 y 32 dias.

Tratamiento Dia0 Dia 32
Control 44.42+1.42 %A
4% 37.29+1.37 b4
Proteinas totales (g/L) 40.54+1.30*
10% 35.41+0.89 b8
25 % 35.33+1.35 b8
Control 21.24+0.74 3"
Albmina (g/L) 4% 10415051 A 17.66+0.61 b8
umina 4140.
& 10% 18.05+0.64 b8
25 % 16.37+0.64 b8
Control 23.18+0.91 3"
4% 19.63+1.02 24
Globulinas (g/L) 21.13+0.914
10% 17.36+0.60°8
25 % 18.97+1.17 %8
Control 4.59+2.4138
ALT (2/L) 4% 8.7142.04 A 2.40+0.45 8
J1x2,
& 10% 8.11+0.66 A
25 % 27.33+1.84 8
Control 8.73+1.7138
4% 2.4040.45 8
AST (g/L) 20.69+2.57 A
10% 12.41+1.66 2®
25 % 11.53+3.44 38

*Media % error estandar.

*Se utilizaron letras mayusculas para la comparacién entre los dias de evaluacién de cada tratamiento y letras
minusculas para la comparacion entre tratamientos. Letras diferentes del mismo tipo (mayusculas y minusculas)
indican diferencias significativas (p < 0.05).

La concentracién de globulinas, antes de que los peces fueran alimentados con las dietas que contenian
ajo, fue de 21.13 + 0.91 g/L. Al contrastar este resultado con los obtenidos 32 dias después de consumir
ajo en la dieta, se observd la disminucidn de los valores de globulina con 10y 25 % de PA (17.36 £ 0.60 y
18.97 £ 1.17 g/L) (p < 0.05, Tabla 10). Al realizar las comparaciones estadisticas entre los tratamientos al
dia 32, fue evidente que con la adicién de 10y 25 % de polvo de ajo en la dieta, se observé una disminucion

de las globulinas con respecto al control (23.18 + 0.91 g/L) (p < 0.05, Tabla 10).
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En cuanto a las enzimas aminotransferasas, entre los dias 0 y 32 se encontraron diferencias significativas
en la concentracién de ALT, debido a que el valor inicial (8.71 £ 2.04 g/L) fue significativamente mayor que
el control (4.59 £2.41g/L)y 4 % (2.40 £ 0.45 g/L), pero menor que 25 % (27.33 £ 1.84 g/L) (p < 0.05, Tabla
10). Al comparar los tratamientos al dia 32, se registré un incremento significativo de la ALT en los grupos
que recibieron dietas con 10y 25 % de PA (8.11 + 0.66 y 27.33 * 1.84 g/L) con respecto al control y 4 %
(4.59 £2.41vy2.40 + 0.45 g/L) (p < 0.05, Tabla 10). Por otro lado, la concentracién inicial de AST (20.69 +
2.57 g/L), fue significativamente mayor que la observada en todos los grupos experimentales evaluados a
los 32 dias. La comparacién entre los tratamientos para el dia 32, indicé que 4 % fue significativamente

menor que el control, 10y 25 % (p < 0.05, Tabla 10).

b. Peces parasitados

En los peces que fueron alimentados de forma preventiva, al dia 60 se observé una disminucién
significativa de la concentracion de proteinas totales con 10 y 25 % de suplementacion de ajo en la dieta
(35.43 +1.05y 31.58 + 1.69 g/L, respectivamente) en comparacién con el control (39.59 + 1.14 g/L) (p <
0.05, Tabla 11). Con la terapia correctiva, el valor inicial de 38.42 + 1.01 g/L fue significativamente diferente
del control y 25 % de PA (50.49 + 1.91 y 32.30 + 1.72 g/L, respectivamente) evaluados al dia 30 (p < 0.05,
Tabla 11). La comparacion de los tratamientos al dia 30, indicé que a medida que se incrementd la cantidad
de ajo en la dieta se registré una disminucion de la concentracion de proteinas totales (40.84 + 1.50 y
32.30+1.72 g/L para 4y 25 % de ajo, respectivamente), en contraste con el control (50.49 + 1.91 g/L) (p <
0.05, Tabla 11).

Después de que los peces consumieron las dietas con ajo por 60 dias, la concentracién de albumina
disminuyé en los tratamientos con mayor concentracion de ajo (17.08 + 0.63 y 14.15 + 0.63 g/L para 10y
25 %, respectivamente) con respecto al control (30.79 + 2.59) y 4 % (30.73 £ 1.02 g/L) (p < 0.05, Tabla 11).
Mientras que con la administracion correctiva, el valor inicial (12.39 + 0.42 g/L) fue significativamente
menor que el control y 4 % el dia 30 (p < 0.05, Tabla 11). Asimismo, la comparacion entre tratamientos al
dia 30, indicd que la suplementacién de la dieta con 25 % de PA (12.24 + 0.34 g/L) ocasiona la reduccion
de la concentracidn de albimina circulante, con respecto al control (13.86 £ 0.49 g/L) y 4 % (14.62 + 0.41

g/L) (p < 0.05, Tabla 11).

La concentracidn de globulinas de los peces que recibieron de manera preventiva las dietas suplementadas
con 10 y 25 % de ajo, se incrementd significativamente a 18.35 + 0.67 g/L y 17.43 = 1.18 g/L,

respectivamente, en comparacion con los grupos control (9.68 £ 2.31 g/L) y 4 % (7.74 £ 1.02 g/L) (p < 0.05,
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Tabla 11). Por otro lado, con la administracién correctiva, la concentracidn inicial de globulinas (26.02 +
0.79 g/L) fue significativamente menor que en el control (36.63 + 1.72 g/L) y mayor con 25 % (20.06 + 1.87
g/L) al dia 30 (p < 0.05, Tabla 11). Con esta terapia, la comparacion estadistica entre tratamientos indicé
que a los 30 dias, la suplementacién con 4y 25 % de polvo de ajo produjo una disminuciéon de las globulinas
circulantes (26.22 + 1.43 y 20.06 * 1.87 g/L, respectivamente) en contraste con el control (36.63 + 1.72
g/L) (p < 0.05, Tabla 11).

Tabla 11. Quimica sanguinea de jureles (S. dorsalis) parasitados, alimentados preventivamente (dia 60) y
correctivamente (dias 0 y 30) con dietas suplementadas con polvo de ajo y control sin ajo.

Preventivo Correctivo
Tratamiento
Dia 60 Dia 0 Dia 30
Control 39.59+1.14° 50.49+1.91 %8
, 4% 38.47+0.75 40.84+1.50 A
Proteinas totales 38.42+1.01 A
(g/L) 10 % 35.43+1.05 ¢ ND
25% 31.58+1.69 ¢ 32.30+1.72 8
Control 30.79+2.59° 13.86+0.49 %8
4% 30.73+1.02° 14.62+0.41 38
12.3940.42 A
Albumina (g/L) 10 % 17.08+0.63 ° ND
25% 14.15+0.63 ° 12.24+0.34 A
Control 9.68+2.31° 36.63+1.72 %
4% 7.74+1.02° 26.22+1.43 A
Globulinas (g/L)
10% 18.35+0.67 ° 26.02+0.79 4 ND
25% 17.43+1.18° 20.06+1.87 ¢
Control 3.51+0.99° 8.13+1.13 %8
4% 4,11+2.06° 13.69+1.82 8
ALT (g/L) 3.7240.98 A
10 % 6.57+1.09 ° ND
25% 2.90+0.60° 2.57+0.53 A
Control 15.14+2.60 10.15+1.82 B
4% 15.09+3.65 10.724+2.59 B
AST (g/L) 17.22+41.33 A
10 % 24.84+5.88 ND
25% 13.35+3.12 11.94+2.00 8

*Media % error estandar.

*Se utilizaron letras mayusculas para la comparacién entre los dias de evaluacién de cada tratamiento y letras
minusculas para la comparacién entre tratamientos. Letras diferentes del mismo tipo (mayusculas y minudsculas)
indican diferencias significativas (p < 0.05).

*ND=no hay datos, debido a que este grupo experimental no sobrevivié hasta el final del bioensayo.
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La concentracién de ALT, en los peces que recibieron la dieta preventiva con 10 % de ajo, se incrementd a
6.57 + 1.09 g/L al dia 60, a diferencia de 4 % (4.11 + 2.06 g/L) y 25 % (2.90 + 0.60 g/L), los cuales fueron
similares al control (3.51 £ 0.99g/L) (p < 0.05, Tabla 11). Con la administraciéon correctiva, la concentracion
inicial (3.72 £ 0.98 g/L) fue significativamente menor al valor registrado en los peces que recibieron las
dietas control (8.13 +1.13 g/L) y 4 % PA (13.69 + 1.82 g/L) (p < 0.05, Tabla 11). A los 30 dias se encontraron
diferencias significativas en la concentracidn de ALT entre los tratamientos control (8.13 £ 1.13 g/L), 4 %

(13.69+1.82g/L)y 25 % (2.57 £ 0.53 g/L) (p < 0.05, Tabla 11).

La administracidn preventiva no produjo diferencias significativas en las concentraciones de la enzima AST
entre los tratamientos (p > 0.05, Tabla 11). Con la administracion correctiva, el valor observado al dia 0
(17.22 £ 1.33 g/L) fue significativamente mayor que en el control (10.15 + 1.82 g/L), 4 % (10.72 + 2.59 g/L)
v 25 % (11.94 +2.00 g/L) al dia 30 (p < 0.05, Tabla 11). No se registraron diferencias significativas entre los
tratamientos al dia 30 (p > 0.05, Tabla 11).

4.5 Discusion

En el presente bioensayo, antes de la suplementacion de las dietas con ajo o la infestacién con parasitos,
se registrd que el valor basal del hematocrito se encontraba dentro del intervalo de referencia para Seriola
sp.y S. lalandi, entre 48.6 y 66.4 % (Filho et al., 1992; Armuelles Bernal, 2016). Posteriormente, se registro
el efecto que tuvo la inclusién de ajo en el alimento de los jureles, de 4 a 25 %, donde se registro la
disminucién del hematocrito a medida que incrementaba la proporcidn de ajo en la dieta. En O. niloticus
se suministré una dieta suplementada con polvo de ajo al 1y 2 % por 90 dias y se registré una disminucion
del 16 % en el valor del hematocrito (Shalaby et al., 2006). Por el contrario, en O. niloticus alimentadas
durante 60 dias con una dieta enriquecida con el 1 % de polvo de ajo, el incremento fue del 55 % (Mehrim
et al., 2014). En la tilapia O. mossambicus, se observé un incremento cuando se alimenté durante 60 dias
con una dieta que contenia el 3 % de polvo de ajo (Felicitta et al., 2013). En peces parasitados, en el
tratamiento oral preventivo y correctivo, también se observd un efecto negativo en el valor del
hematocrito a medida que incrementaba la suplementacion de ajo en la dieta. En S. dumerili parasitado
con Z seriolae se registrd la disminucion del porcentaje del hematocrito solo como consecuencia de la
presencia de este parasito hematéfago (Montero et al., 2004). En otras especies, como O. mykiss infectado
con A. hydrophila, que recibié alimento con polvo de ajo a razdon de 0.05 a 1 g/100 g de la dieta, la
concentracidn de hematocrito fue mayor (de 29 % a 26 %, respectivamente) con respecto al control (Nya

y Austin, 2009). Sin embargo, también se han reportado casos donde la adicidon de ajo a la dieta de
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Rhamdia quelen infestado con el protozoario de piel y branquias I. multifiliis, a razén de 0.5 a 5 % por 77

dias, no tuvo efectos en el hematocrito (de Amorin et al., 2020).

En los estudios mencionados anteriormente, se observa con mayor frecuencia la tendencia a incrementar
el valor del hematocrito, también se reportan casos donde en presencia de ajo, en diferentes
presentaciones y métodos de manejo, ha habido una tendencia a disminuir el valor del hematocrito. Sin
embargo, muy pocos estudios cuantifican la concentraciéon de alguno de los compuestos quimicos
presentes en la fuente vegetal. En este trabajo se analizé la composicién proximal (como proteinas, lipidos
y cenizas) y se cuantificd la concentracidén de alicina del ajo, ya que por ser un producto natural, su
composicion puede ser muy variable. A partir de los resultados de este estudio se recomienda que en este
tipo de investigaciones se realice un analisis mas profundo que incluya aminoacidos, acidos grasos y
compuestos del ajo como saponinas y metabolitos secundarios de la alicina como el dialil sulfuro, disulfuro
y trisulfuro, por mencionar algunos, con el propdsito de tener mas informacion que permita explicar los
resultados tan diversos relacionados a la biologia de los peces, las condiciones de cultivo y la calidad de la

fuente vegetal.

Los eritrocitos o gldbulos rojos son los elementos encargados del transporte de oxigeno y participan de
manera importante en el transporte del didxido de carbono de la sangre (Randall et al., 1998; Nunez y
Bouda, 2007). En S. dorsalis el valor basal de la concentracion de eritrocitos en peces sin parasitos y sin
exposicién al polvo de ajo fue de 0.50 cel x 108/mm?3, el cual estuvo por debajo a lo reportado por Filho et
al. (1992) y Armuelles Bernal (2016) donde el intervalo de referencia para Seriola sp. va de 3.96 a 11.4 x
106 cel/mm?3. En la administracidn oral preventiva se observé una mayor concentracién de eritrocitos a los
32 dias de recibir dietas suplementadas con 4, 10 y 25 % de PA e incrementaba a medida que aumentaba
la presencia de ajo en las dietas. En P. fluviatilis se registré el incremento de esta variable en los organismos
que recibieron dietas con 10y 30 g de ajo/kg de dieta (Zare et al., 2021). Esto se contrasta con lo reportado
por Armuelles Bernal (2016), ya que en S. lalandi al dia 32 se observé una disminucidn de la concentraciéon
de eritrocitos con 4 % de ajo (8.50 x 10° cel/mm?3) en la dieta, sin embargo, este valor es superior al

reportado en el presente bioensayo.

En los peces parasitados que fueron alimentados preventivamente, la concentracidn de eritrocitos no fue
afectada por las dietas con PA, excepto con 25 % (4.54 x 10° cel/mm?) donde se registrd una disminucion,
sin embargo, dicha concentracion fue mayor que el valor inicial. En contraste, en el tratamiento oral
correctivo, si se registré una disminucion significativa del recuento de eritrocitos a medida que aumentaba

la suplementacién con ajo (control 2.45 x 10° cel/mm3®y 4 % PA 0.94 x 10° cel/mm3y 25 % PA 0.6 x 10°
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cel/mm3). En el caso de jureles parasitados con Z. seriolae, Armuelles Bernal (2016) tampoco encontré que
el recubrimiento externo de las particulas de alimento con 2 y 4 % de PA durante 60 dias tenga efectos en
la concentracion de eritrocitos. Por el contrario, en juveniles de R. quelen parasitado con I. multifilis se
observod una mayor concentracién de glébulos rojos cuando fueron alimentados con 0.5, 2.5y 5 % de ajo
durante 77 dias (de Amorin et al., 2020). Estos resultados indican que en las condiciones experimentales
anteriormente descritas para este trabajo, la administracién preventiva de dietas suplementadas con
polvo de ajo confiere a los peces una ventaja fisioldgica y de alguna forma les permite prepararse para
enfrentar factores estresantes como la presencia de un parasito que se alimenta de su sangre. En bovinos,
equinos y caninos se ha reportado que el consumo de ajo causa la destruccion de los eritrocitos, lo que
también es conocido como anemia hemolitica en los individuos debido al dafio oxidativo de los gldbulos
rojos (Rae, 1999; Pearson et al., 2005; Yamato et al., 2005; Weiss y Wardrop, 2011). Aunque habria que
comprobar anomalias en la morfologia de los eritrocitos, la razén de la disminucion en el experimento oral
correctivo podria estar mas relacionado con su incapacidad de estimular drganos hematopoyéticos como
el bazo y el rifidn anterior, ya que no hay una preparacidn previa, como si ocurrié con el tratamiento oral

preventivo. Sin embargo, esto solo es una hipdtesis que debe ser analizada en trabajos futuros.

El valor basal de la concentracidn de leucocitos en peces sin parasitos y sin exposicidn al polvo de ajo fue
de 517.19 cel/mm?3, un valor muy por debajo al reportado por Armuelles Bernal (2016) de 5.1 a 12.3 cel x
103/mm3. En la administracion oral preventiva en ausencia de parasitos el valor de leucocitos se
incrementd cuando se comparé el control y los tratamientos con el valor inicial, excepto con 25 % de PA,
por lo que se puede inferir que no es un efecto exclusivo de la administracion de ajo; sin embargo, la
comparacion entre tratamientos al dia 32 demostré que todos los tratamientos con ajo tuvieron menor
concentracién de leucocitos. En S. lalandi, también se registré disminucion de la concentracion de
leucocitos en los grupos que recibieron las dietas suplementadas con ajo por 32 dias (Armuelles Bernal,
2016). En contraste, Isroni et al. (2020) reportaron el incremento de la concentracidn de leucocitos en la
carpa (Cyprinus carpio) que recibieron dietas suplementadas con ajo. Zare et al. (2021) encontraron que
solamente la dieta con 10 g/kg tuvo un efecto en incrementar la concentracion de glébulos blancos de P.
fluviatilis. En la tilapia (O. niloticus) se registro un incremento en los leucocitos cuando fueron alimentadas
con el 1 % de polvo de ajo durante 60 dias (Mehrim et al., 2014). La diferencia en las respuestas en una
parte del sistema inmune innato de los peces atiende a lo reportado anteriormente, relacionado con la
calidad de la procedencia de la fuente vegetal y la especie animal que es la base de la investigacion, asi

como las condiciones de cultivo.
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El resultado de los valores de leucocitos totales en peces parasitados varié con respecto a la forma de
administracién de las dietas suplementadas con ajo. En el bioensayo preventivo (60 dias), se registré la
disminucién de esta variable, excepto en el tratamiento de 25 % de PA. Mientras que en el experimento
correctivo se observd la disminucion de la concentracidén de leucocitos con 25 % de PA. Por tanto, estos
resultados dan indicios a que no es un efecto de la administracidén de ajo, mas bien podria estar asociado
a factores estresores como la presencia de parasitos o algin evento en el ambiente. En S. lalandi, también
se registrd disminucion de la concentracidn de leucocitos en los grupos parasitados con Z. seriolae que
recibieron las dietas suplementadas con ajo por 60 dias (Armuelles Bernal, 2016). En la trucha O. mykiss
alimentada con dietas suplementadas con 0.5 y 1 mL de alicina pura por cada 100 g de alimento durante
14 dias, y posterior infeccion con A. hydrophila, fue notable la disminucion en la concentracion de
leucocitos a medida que aumentaba la dosis de alicina (Nya et al., 2010). En resultados diferentes, O.
mykiss alimentado con 1 g/100 g de polvo de ajo durante 14 dias y posteriormente infectada con A.
hydrophila, se registré un incremento en la concentracion de los leucocitos totales (Nya and Austin, 2009).
Talpur e Ikhwanuddin (2012), reportaron el incremento en los valores de glébulos blancos totales en L.
calcarifer con la dieta suplementada con 15 g PA/kg de alimento antes y después de la infeccion
experimental con V. harveyi. Por su parte, la alimentacién durante 45 dias con disulfuro de alilo a razén de
1 a 2 g/kg de la dieta de P. mesopotamicus infestado naturalmente con A. penilabiatus, no registré un
efecto sobre la concentracién de leucocitos entre los tratamientos, sin embargo, fue evidente un
incremento a medida que aumentaba la duracién del tratamiento (Martins et al., 2002). En C. gariepinus
se observé una mayor concentracion de leucocitos en los peces que recibieron dietas con 0.5 % de ajo por
12 semanas, pero con 1y 3 % este efecto fue el contrario. Mientras que Amorin et al. (2019) no
encontraron efectos en esta variable por la adicion de ajo de 0.5 a 5 % en la dieta de Rhamdia quelen

parasitado con I. multifiliis.

El intervalo de referencia para globulinas reportado para S. lalandi, en ausencia de parasitos y sin haber
sido expuestos a dietas con ajo, es de 46.6 a 66.8 g/L (Armuelles Bernal, 2016). En el presente estudio, el
valor basal de globulinas para S. dorsalis fue 21.13 g/L. La concentracién de globulinas en el tratamiento
preventivo (32 dias) en ausencia de parasitos fue disminuyendo con concentraciones elevadas de PA (10
y 25 %). En contraste en S. lalandi, también se registré disminucion de las globulinas con los tratamientos
con polvo de ajo (2 y 4 %) (Armuelles Bernal, 2016). Esto parece indicar que en ambas especies de
carangidos, en las condiciones de cultivo descritas, no hay un efecto inmunoestimulante en los peces. Sin
embargo, en presencia de parasitos se observaron dos efectos: en el tratamiento preventivo, un
incremento de los valores de globulinas con 10y 25 % de PA, y en el tratamiento correctivo, la disminucion

de la concentraciéon de globulinas en los peces que recibieron dietas con polvo de ajo. Armuelles Bernal
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(2016), reporta que en S. lalandi no se obsevaron efectos del polvo de ajo sobre las globulinas de peces
parasitados y alimentados con ajo. En estudios con diferentes especies de peces y diferentes tiempos de
administracion (14 a 60 dias) de dietas con 1y 2 % de ajo, en O. niloticus, O. mykiss y L. calcarifer se registro
el incremento del valor de las globulinas (Nya y Austin, 2009; Nya et al., 2010; Talpur e Ikhwanuddin, 2012;
Mehrim et al., 2014). Se recomienda que en futuros ensayos relacionados al tema, se considere la
integracidn de resultados obtenidos de otros pardmetros de la respuesta inmune innata de los peces, tales
como la actividad de la lisozima y proteasa, el estallido respiratorio, factores del complemento,
inmunoglobulinas y eicosanoides, entre otros, que permita comprender mejor los efectos del ajo en el

sistema inmune de los peces (Van Muiswinkel and Vervoorn-Van Der Wal, 2006; Rubio-Godoy, 2010).

Si se consideran algunos de los resultados del presente bioensayo, tal parece que el ajo administrado por
via oral no tiene un efecto inmunoestimulante en los peces, por lo que posiblemente la respuesta
antihelmintica (discutida en el capitulo 2) esté asociada al efecto de uno o varios metabolitos del ajo
directamente sobre el parasito. Esta idea se respalda con el trabajo de Leef y Lee (2009) que consistié en
la exposicion de Z. seriolae a los fluidos (suero y mucus) de organismos parasitados y no parasitados bajo
condiciones in vitro y no registraron mortalidad. En contraste, los fluidos tuvieron un efecto letal en B.
seriolae. Por lo que se concluye que la supervivencia de Z. seriolae no estd o estd minimamente
influenciada por la respuesta inmune innata de los peces. Esto se puede asociar al efecto que se discutio
en el capitulo 2, el efecto de la administracidn de ajo en bafios y a través del alimento, donde fue evidente
qgue el ajo tiene un efecto directo sobre la supervivencia del pardsito y no asi mediante la ingesta y
metabolismo digestivo. De este efecto diferencial se presume que este parasito branquial es posiblemente
resistente a la respuesta inmunoldgica del hospedero y que, por lo tanto, la respuesta inmune puede que
no sea directamente responsable del efecto antiparasitario y que posiblemente se deba a la accién directa

del extracto de ajo (4 mL EA/L) o alguno de sus metabolitos secundarios (0.01 mg DSA/mL).

En S. dorsalis el valor basal de proteinas totales fue de 40.54 g/L, en cambio en S. lalandi el intervalo de
referencia reportado por Armuelles Bernal (2016) fue de 57.1 a 76.1 g/L. En el experimento oral preventivo
antes de la infestacion experimental con Z. seriolae se observé una disminucion en los valores de proteinas
totales en los peces que recibieron las dietas suplementadas con polvo de ajo. Esta tendencia se mantuvo
en organismos parasitados, ya que en los tratamientos preventivo y correctivo se registré hipoproteinemia
en los jureles que recibieron dietas con polvo de ajo. En S. lalandi antes de la infestacidn experimental se
encontrd disminucién con 2 % de PA y posteriormente un incremento con 4 %, lo cual no fue igual a lo
observado en el presente bioensayo. Esto puede deberse a que en el experimento de Armuelles Bernal

(2016) se haya perdido en la lixiviacion parte de las sustancias que tienen este efecto en la disminucion



67
del valor de proteinas totales, ya que realizd recubrimiento externo de la particula de alimento, que a
diferencia del presente estudio se incluyd el polvo de ajo en la premezcla. Segun lo reportado por Zare et
al. (2021), en P. fluviatilis no fueron evidentes los cambios en esta variable asociada a la suplementacion
de las dietas con ajo por 87 dias. En O. niloticus se observé que la adicidon de 2 y 3 % de polvo de ajo durante
60 dias disminuye la concentracidon de proteinas totales (Mehrim et al., 2014). Este comportamiento
también fue documentado en L. calcarifer alimentado con dietas suplementadas con ajo de 5 a 20 g/kg
por dos semanas, al registrar la disminucion en los valores de proteinas totales y posteriormente una
disminucién en presencia de V. harveyi en los peces que recibieron 10 y 20 g/kg de ajo en la dieta (Talpur
e Ikhwanuddin, 2012). Sin embargo, Onomu (2018) reporté el incremento de esta variable sérica en Clarias
gariepinus al final la administracién oral de 0.5, 1y 3 % de ajo por 12 semanas, y Adineh et al. (2020) con

0.5y 1 % de ajo en O. mykiss después de 40 dias.

La albumina es la principal proteina en el plasma de los vertebrados, lo que corresponde a mas de 50 % de
las proteinas totales. La albiumina cumple con funciones en el mantenimiento de la presidon osmética de la
sangre, ayuda en el transporte de metabolitos y filtrado de fluidos en los tejidos corporales (de Smet et
al., 1998; Baker, 2002; Silva et al., 2015). Actualmente, la albimina proveniente de fuentes acuaticas ha
tomado gran importancia debido a que estd siendo utilizada como suplemento nutricional en condiciones
de hipoalbuminemia en el humano (Fatma et al., 2020). En el presente experimento, la concentracion
basal de albumina (en ausencia de parasitos y ajo) fue de 19.41 g/L, cercana al limite maximo del intervalo
de referencia reportado en S. lalandi por Armuelles Bernal (2016) de 7.1 a 16.4 g/L. Después de 32 dias de
alimentacién suplementada con polvo de ajo, en S. dorsalis (en ausencia de parasitos) se registrd la
disminucién de los valores de albumina. La concentracion de albumina en peces parasitados
correspondientes al bioensayo preventivo y correctivo fue mayor en organismos que recibieron dietas
control y 4 % de PA. En S. lalandi se observaron cambios en los organismos que consumieron dietas
suplementadas con 4 % de PA, antes de la infestacion experimental con Z. seriolae, se registro
hipoalbuminemia y posteriormente se observé el incremento de esta variable (Armuelles Bernal, 2016).
Talpur lkhwanuddin (2012) encontraron que antes y después de un desafio sanitario, en este caso con
Vibrio harveyi, la concentracidén de albumina fue menor en los peces (L. calcarifer) que recibieron la dieta
suplementada con 10 g de ajo/kg de dieta. En O. mykiss la alimentacion con dietas adicionadas con polvo
de ajo o alicina, no causaron cambios en la concentracién de albimina, en presencia o ausencia de A.
hydrophila (Nya and Austin, 2009; Nya et al., 2010). El bioensayo desarrollado por Adineh et al. (2020) con
0.5y 1 % de ajo resultd en el incremento de la concentracion de albdmina en O. mykiss después de 40 dias
de suplementacidn. La adicion de 1y 2 % de ajo en la dieta de P. fluviatilis por 87 dias aumenté el valor de

proteinas totales circulantes (Zare et al., 2021).
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En relacién con las enzimas aminotransferasas, alanino (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), su
importancia radica en que se utilizan como indicadoras de lesiones en tejidos como musculo esquelético
y cardiaco, rifién y principalmente el higado (Anderson et al., 2000; Sedensky y Dufour, 2011). El estudio
de las concentraciones séricas de las enzimas ALT y AST ha indicado que el consumo de ajo produce un
efecto protector en el higado de ratas con cuadros de hepatitis aguda (Nakagawa et al., 1989). En jureles
(S. dorsalis) no parasitados, se registré que después de 32 dias de alimentacién suplementada con 10y 25
% de PA, la concentraciéon de ALT fue mayor en comparacion con los diferentes tratamientos. En presencia
de parasitos, en el experimento preventivo la concentracién de ALT solo fue mayor con 10 % PA y en el
experimento oral correctivo fue mayor en el control y 4 % PA. La concentracién de AST en peces no
parasitados fue menor con 4 %, lo que parece indicar que la adicidn de ajo a bajas concentraciones no
altera la condicién de los tejidos. El valor de AST en peces parasitados correspondientes al bioensayo
preventivo y correctivo, no tuvo cambios en ninguno de los tratamientos. Adineh et al. (2020) observaron
en O. mykiss una disminucion en la concentracidén de ALT y AST circulante en los peces que consumieron
dietas suplementadas con ajo. Por el contrario, Zare et al. (2021) no encontraron cambios en el contenido
de ALT y AST circulante con la adicién de ajo en las dietas de P. fluviatilis, lo que también coincide con lo
reportado por Fazlolahzadeh et al. (2011) en O. mykiss. Es necesario destacar que al haber dafo hepatico,
la presencia de concentraciones elevadas de ALT se mantiene sobre las de AST, debido a que la primera
cuenta con un mayor tiempo de vida plasmatica/sérica (Kim et al., 2008), por lo que posiblemente este
sea el caso del resultado en el bioensayo preventivo con 25 % de PA en peces sin parasitos. Sin embargo,
en Chrysichthys auratus se han reportado lesiones en los hepatocitos, pero que no han afectado las
concentraciones de ALT y AST (Al-Salahy y Mahmoud, 2003), por lo que lo mas recomendable es
complementar el resultado de estas enzimas con analisis histopatolégicos para determinar el grado de

severidad de las lesiones.
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Capitulo 5. Conclusiones

En diferentes investigaciones, el ajo y sus metabolitos secundarios han demostrado tener efectos positivos
para el tratamiento de parasitos monogéneos , el desempefio productivo y fisiolégico. En el presente
trabajo, fue evidente que la exposicidn de adultos Z. seriolae al extracto de ajo y el disulfuro de alilo propicid
el desprendimiento de las lamelas branquiales y supervivencia del parasito en el bioensayo in vitro y redujo
la carga parasitaria en el experimento in vivo, en concentraciones que demostraron que no afectaron la
supervivencia del hospedero (4 mL EA/L y 0.01 mg DSA/mL). El uso de concentraciones mayores a 4 mL
EA/Ly0.01 mg DSA/mL, en las condiciones experimentales antes descritas, ocasiona efectos adversos como
hemorragia branquial, lo que impidié que se pudiese completar este bioensayo. Aunque pocos estudios
incluyen el analisis de la concentracion de compuestos organosulfurados y saponinas, es importante que
se realice para conocer los compuestos involucrados tanto en los efectos positivos, como en los
perjudiciales. Por su parte, en los huevos también fue evidente el efecto en la disminucidn de la eclosiéon
de los oncomiracidios cuando fueron expuestos al extracto de ajo y disulfuro de alilo, pero solamente este

ultimo demostro su efectividad en concentraciones que no afectan la supervivencia de los jureles.

En cuanto a la administracion oral de dietas suplementadas con polvo de ajo, la administracion preventiva
y correctiva no redujeron la intensidad parasitaria media y prevalencia de Z seriolae en S. dorsalis. En
ausencia de parasitos, la adicion de ajo en las dietas de S. dorsalis tuvo pocos efectos en el desempefio
productivo, por lo que su adicion no representd ventajas en este sentido, a excepcién del indice
hepatosomatico y el consumo de alimentos. En presencia de parasitos, estas mismas dietas tuvieron
efectos diversos cuando se administraban de forma preventiva y correctiva, destacandose el incremento
en el consumo de alimento. En cuanto a la hematologia de peces sin parasitos, las dietas con ajo
incrementaron el valor de eritrocitos totales a medida que aumentaba la concentracion de ajo en la dieta,
mientras que disminuyo el hematocrito y la concentracidn de leucocitos totales. En presencia de parasitos,
se observa un mejor efecto en los peces que recibieron dietas preventivas, ya que el consumo de sangre
de estos peces no alterd la concentracion de eritrocitos. La quimica sanguinea presentd disminucién en la
concentracién de proteinas totales, alboimina, e incremento en la concentracién de globulinas circulantes
y ALT, principalmente en peces alimentados de forma preventiva. Por lo tanto, cobra mucha importancia
que la administracidn preventiva tiene un efecto de preparacidn fisioldgica en los peces, que les permite

sobrellevar mejor los desafios sanitarios.
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En posteriores investigaciones, seria importante considerar periodos preventivos de 15, 45 y 60 dias, por
ejemplo, con el objetivo de evaluar si hay cambios en los resultados. Adicionalmente, se debe seguir
considerando el analizar el contenido nutricional de las dietas suplementadas con ajo o sus metabolitos
secundarios, ya que alteraciones en su composicion podrian causar alteraciones en el desarrollo y
susceptibilidad a eventos perjudiciales. El alcance de este tipo de investigaciones permite ampliar las
opciones terapéuticas en peces de cultivo y encontrar cudles pueden ser los riesgos en su aplicacion. A
futuro, seria interesante y necesario realizar una evaluacidén amplia de la concentracion de los metabolitos

secundarios y su relacion con variables fisioldgicas y efectos terapéuticos en los peces.
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