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Resumen de la tesis que presenta Sara Isabel Enciso Contreras como requisito
necesarios para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto de la suplementacién en dieta de la inulina, el B-glucano y el quitosano
sobre la capacidad digestiva y lainmunidad no especifica de la totoaba (Totoaba
macdonaldi)

Resumen aprobado por:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera Dr. Oscar Basilio del Rio Zaragoza
Co Director de tesis Co Director de tesis

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es una especie marina endémica del Golfo de
California, México en peligro de extincion y considerada actualmente con potencial en la
acuicultura, debido a que se ha logrado exitosamente la reproduccion en cautiverio,
mediante la manipulacién de varios factores ambientales y el uso de hormonas. En los
altimos afios en la acuicultura se han dedicado grandes esfuerzos para mejorar la
eficiencia del crecimiento de los organismos mediante la formulacion y la optimizacion de
las dietas, incorporando ademas de sus componentes principales, como las proteinas y
los lipidos, aditivos como los prebidticos, los cuales han tomado gran importancia en el
cultivo de organismos acuaticos, debido a que se ha demostrado que mejoran el equilibrio
de la flora intestinal y la capacidad de la respuesta inmune; lo que sé refleja en un mejor
desarrollo y crecimiento de los organismos. Es por esto que el objetivo del presente
estudio fue avaluar el efecto de tres prebidticos: la inulina, el (-glucano y el quitosano
sobre el crecimiento, la capacidad digestiva y la actividad inmune no especifica de la
totoaba. Con este fin se elaboraron cuatro dietas isoproteicas e isolipidicas a tres de las
cuales se les adiciono un prebidtico (inulina 1%, B-glucano 0.1% y quitosano 0.5%) y una
sin prebiodtico. Cada tratamiento se evalué por triplicado y para ello se colocaronl5
juveniles en cada tanque con un peso promedio de 58.8+3.5 g. Los peces fueron
alimentados dos veces al dia, a saciedad aparente durante un periodo de 56 dias. Al final
del bioensayo, el crecimiento, el indice hepatosomatico y la eficiencia alimenticia no
resultaron en diferencias significativas (P >0.05) entre los tratamientos. En la composicion
proximal del musculo se obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de cenizas,
las cuales tuvieron un aumento en el tratamiento con 3-glucano. En la digestibilidad de la
dieta se observo un aumento significativo en la dieta con inclusion de inulina al 1%. En
cuanto a la actividad de las enzimas digestivas se observo un efecto significativo en la
actividad especifica (U ug P) de la lipasa y en la actividad total (UA) de tripsina donde se
cuantific6 un mayor aumento en los alimentados con inulina lo que ayuda a explicar en
parte la mayor digestibilidad de la dieta que contenia este prebiotico. Sin embargo, para
la amilasa no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos. De los
parametros del sistema inmune no especifico evaluados se registraron diferencias
significativas en las proteinas totales a través del tiempo, se un aumento de estas a los
15 dias, en todos los tratamientos. El nimero de leucocitos aumento significativamente a
través del tiempo con valores mas altos en el tratamiento que incluia B-glucano. En el
estallido respiratorio se obtuvieron diferencias significativas, observandose un aumento
a los 35 y 45 dias en los tratamientos con quitosano e inulina. Para el porcentaje de
fagocitosis no se obtuvieron diferencias significativas. Con base en los resultados se



il
concluye que al incluir inulina al 1% en la dieta de la totoaba, se mejora la digestibilidad
de la dieta, debido en parte al incremento de las enzimas tripsina y lipasa. Sin embargo,
aunque la inclusion de los tres prebidticos puede mejorar ciertos parametros de la
respuesta inmune no especifica en esta especie, se recomienda hacer mas estudios que

incluyan aspectos morfofuncionales del tracto digestivo para relacionar y comprender
mejor estos resultados.

Palabras clave: Totoaba, capacidad digestiva, sistema inmune.
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Abstract of the thesis presented by Sara Isabel Enciso Contreras as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree in Aquaculture

Effect of supplementation in diet inulin, B-glucan and chitosan on the digestive
capacity and non-specific immunity totoaba (Totoaba macdonaldi)

Abstract approved by

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera Dr. Oscar Basilio del Rio Zaragoza
Co Director de tesis Co Director de tesis

Totoaba (Totoaba macdonaldi) is an endemic marine species from the Gulf of California,
Mexico endangered and currently considered potential in aquaculture, because it has
successfully captive breeding, by manipulating various environmental factors and the use
of hormones. In recent years in aquaculture have made efforts to improve the efficiency
of the growth of organisms through the development and optimization of diets, also
incorporating its major components, such as proteins and lipids, additives like prebiotics,
which have become very important in the cultivation of aquatic organisms, because it has
been shown to improve the balance of the intestinal flora and the ability of the immune
response; this is reflected in a better development and growth of organisms. That is why
the objective of this study was to assess the effect of three Prebiotics: inulin, B-glucan and
chitosan on growth, digestive capacity and non-specific immune activity totoaba. For this
purpose four diets isolipidicas isoproteic and three of which were added a prebiotic (inulin
1%, 0.1% B-glucan and chitosan 0.5%) and no prebiotic was prepared. Each treatment
was evaluated in triplicate and placed in each tank 15 juveniles of an average weight of
58.8 £ 3.5 g. The fish were fed twice daily to satiation apparent for a period of 56 days. At
the end of the bioassay growth, hepatosomatic rate and feed efficiency no statistical
difference (P> 0.05) between treatments were obtained. In the proximal composition of
muscle significant differences (P <0.05) they were obtained in the percentage of ash,
which had an increase in treatment with B-glucan. In a significant increase digestibility it
was obtained only in the inclusion of inulin. In the enzymatic activity was a significant effect
on the specific activity (U mg P) lipase and total activity (UA) trypsin where a further
increase in fed inulin was reported, whereas amylase no differences were obtained
significant between treatments. For non-specific immune system were reported significant
differences in total protein over time, an increase in these 15 days, in all treatments it was
obtained. The number of leukocytes increased significantly over time and the interaction
between time and diet, which perform better in treatment with B-glucan was obtained. In
the respiratory burst significant differences were obtained, with an increase to 35 and 45
days treatment with chitosan and inulin. For phagocytosis no statistically significant
differences were obtained. Based on the results it is concluded that by including inulin 1%
in the diet of the totoaba, this will have a higher digestibility due to increased enzymes
trypsin and lipase. Moreover, the inclusion of the three prebiotics can improve certain
parameters of non-specific immune response, so it is recommended to morphofunctional
studies of the digestive tract to relate and understand these results.

Keywords: Totoaba, digestive capacity, immune system.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Generalidades de la especie

La totoaba (Totoaba macdonaldi) (Figura 1) es una especie que pertenece a la familia
Sciaenidae, en el orden de los Perciformes. Esta especie alcanza las mayores tallas de
la familia Sciaenidae (Flanagan & Hendrickson, 1976, tomado de Villarreal-Rodarte,
2011), llegando a medir 2 m de longitud y a pesar 100 kg. En cuanto a los habitos
alimenticios, es totalmente carnivora; en sus primeras etapas se alimenta de pequefios
crustdceos como anfipodos, misidaceos y camarones (Rosales-Judrez y Ramirez-
Gonzalez, 1987), y en su etapa adulta se alimenta de sardinas, cangrejos y pequefios

calamares (Roman-Rodriguez, 1990).

Figura 1. Ejemplar juvenil de totoaba (Totoaba macdonaldi).

La totoaba es una especie marina, endémica del Golfo de California, México (Cisneros-
Mata, Montemayor-Lopez, & Roman-Rodriguez, 1995) se distribuye desde el delta del rio
Colorado hasta bahia Concepcién en Baja California Sur y desde el delta del rio Colorado
hasta la desembocadura del rio Fuerte en el estado de Sonora (Arvizu y Chavez, 1972)
(Figura 2).
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FIGURA 2

Figura2. Zona de distribucién de la totoaba (Totoaba macdonaldi). Tomado de Arvizu y Chavez
(1972).

En las primeras décadas del siglo XX la totoaba era muy abundante en el Golfo de
California, lo que conllevo a varios asentamientos humanos en el alto Golfo de California
(lugar donde la totoaba se reproduce y desova naturalmente) con el propdsito de realizar
pesca comercial y deportiva de esta especie (Flanagan & Hendrickson, 1976). Aflos mas
tarde la sobrepesca para comercializar su “buche” (vejiga natatoria) en Asia, llevaria a un
fuerte decremento de la poblacion (Flanagan & Hendrickson, 1976), por lo que, en 1975
se declar6 veda para la captura de esta especie (Diario Oficial de la Federacion, 1975).
En 1976, fue declarada especie en peligro de extincién por la Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES)
(True, 2012), y en 1991 por el gobierno de México (SEMARNAT, 2010). Actualmente es

una de las especies reportadas en CITES como especies en peligro critico (CITES, 2014).
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Debido a esto, diferentes instituciones académicas y gubernamentales comenzaron a
realizar estudios sobre la reproduccion de la especie en cautiverio con el objetivo principal
de conservar y repoblar la especie (SEMARNAT, 2008).

Una de estas instituciones académicas pionera en el estudio de esta especie fue la
Universidad Autonoma de Baja California, la cual en 1993 inicié un proyecto que consistia
en desarrollar la biotecnia para el cultivo de la totoaba, lo cual se logra 15 afios después
(True, 2012). Debido a este logro biotecnoldgico y a sus altas tasas de crecimiento, la
totoaba es considerada como una especie con gran potencial para la acuicultura nacional
(Rueda-Lo6pez, Lazo, Reyes, & Viana, 2011) y (Minjarez-Osorio, Gonzalez-Félix, & Perez-
Velazquez, 2012).

1.2 Acuicultura

La acuicultura es la técnica que permite aumentar la produccién de animales y plantas
acuaticas para consumo humano, por medio de cierto control de los organismos, de su
ambiente y la alimentacion (Idyll, 1974). Actualmente es el sector de produccién de
alimentos con un crecimiento mas acelerado y representa ya, casi el 50% de los
productos pesqueros mundiales destinados a consumo humano (SOFIA, 2014).

En el afio 2012, la produccién mundial de especies acuaticas comestibles cultivadas fue
de 66.6 millones de toneladas con un valor econdmico de 137,700 millones de délares,
lo que represento el 41.9% de la produccion mundial de especies comestibles (SOFIA,
2014). Por lo tanto se considera a la acuicultura como uno de los sectores alimentarios

con mayor importancia en la actualidad.

El principal objetivo de la acuicultura es obtener un buen desarrollo y crecimiento de los
organismos bajo condiciones de cultivo, para cumplir con este objetivo intervienen una
serie de factores dentro de los cuales uno de los mas importantes es la buena nutricion

y alimentacion (Tacon, 1989).
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La dieta debe satisfacer los requerimientos nutricionales especificos para cada especie,
proporcionando un balance adecuado de proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y
minerales (Tacon, 1989).

1.3 Requerimientos nutricionales

El estudio de los requerimientos nutricionales principales en la dieta de los peces, se ha
basado en estudios conducidos originalmente en animales terrestres. Por lo que, la
mayoria de la informacion disponible sobre los requerimientos nutricionales de las
especies acuaticas, se obtiene de ensayos de alimentacién realizados en laboratorio, en

donde los animales son mantenidos en condiciones controladas (Tacon, 1989).

Uno de los nutrientes principales para todos los organismos son las proteinas, estas son
moléculas orgénicas complejas, compuestas por carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno
y en algunas esta presente el azufre y el fosforo y en menor medida el hierro y el cobre.
Estos elementos quimicos que constituyen a las proteinas se encuentran distribuidos en

unidades estructurales llamados aminoacidos (Hortola, 1998).

Los aminoé&cidos son de gran importancia en el desarrollo de los organismos, debido a
que se requieren para la sintesis de proteinas, ya que estas a su vez conformaran los
tejidos durante el crecimiento, son componentes esenciales en muchas moléculas
bioactivas y supliran ademas parte de la energia requerida para el metabolismo
(Rgnnestad, Thorsen, & Finn, 1999). Las proteinas son consideradas como el
constituyente mas importante de cualquier célula y representan el grupo quimico mas
abundante en el cuerpo de los animales, con excepcion del agua. En promedio, el cuerpo
del pez contiene 75% de agua, 16% de proteina, 6% de lipidos y 3% de cenizas (Tacon,
1989). Debido a la importancia mencionada con anterioridad, y a que son esenciales para

la sintesis de musculo, las proteinas representan el mayor porcentaje en las dietas.
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El segundo nutriente principal en una dieta son los lipidos, estos pueden ser divididos en
dos grandes grupos: los fosfolipidos y los triglicéridos. La importancia de ambos grupos
de lipidos radica en que los fosfolipidos constituyen la estructura de las membranas
celulares y los triglicéridos son los lipidos empleados como fuente de energia (Huss,
1999) que sera utilizada en los procesos metabodlicos para cumplir con el buen
funcionamiento fisioloégico del pez. Los lipidos son los compuestos mas energéticos
dentro de una dieta, con un valor energético, igual a 9.5 Kcal/g, mientras que el de las
proteinas es 5.6 Kcal/g y los carbohidratos 4.1 Kcal/g (Tacon, 1989). Debido a este alto
valor energético los nutridlogos incluyen a los lipidos en la dietas con la intencién de que
sean utilizados como energia metabdlica, y que las proteinas sean utilizadas

principalmente para la sintesis de musculo y otros 6rganos (Tacon, 1989).

1.4 Requerimientos nutricionales de la totoaba

En el caso de la totoaba se han realizado estudios para determinar sus requerimientos
nutricionales. Por ejemplo, Lopez, et al., (2006) compararon la composicién proximal y el
perfil de &cidos grasos en el tejido muscular y visceras de juveniles silvestres y cultivados
de la totoaba, y obtuvieron como resultado que el acido graso 20:4n-6 y la razon n-3/n-6
en el masculo de las totoabas silvestres eran mayores que los encontrados en las
totoabas cultivadas. También observaron que el nivel del acido graso 18:2n-6 en el tejido
muscular y visceras de los peces cultivados fue significativamente mayor que el
encontrado en organismos silvestres o en el alimento balanceado utilizado, por lo que los
autores sugieren una posible acumulaciéon de este acido graso de la fuente alimenticia,
debido probablemente a la incapacidad de alargar y desaturar los PUFAs C18 a HUFAs
C20/22, por lo que concluyen que la dieta natural de la totoaba parece contener una gran
cantidad de HUFAs tipo n-3 y n-6.

Por otra parte Rueda-LoOpez et al., (2011) evaluaron el efecto de la relacion Energia:
Proteina en la dieta para juveniles de totoaba, utilizando seis dietas, con tres niveles de
proteina (43, 48 y 52%) y dos niveles de lipidos (8.5 y 18%). Estos autores observaron

gue se obtuvo un mayor crecimiento en peso en los peces alimentados con la dieta que
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contenia una alto contenido proteico (52%) y un bajo nivel de lipidos (8.5%) y
recomiendan estos niveles de nutrientes. Asi mismo observaron que los organismos no
obtuvieron un buen desempefio con la dieta que contenia un alto nivel de lipidos (18%),

por lo que recomiendan no utilizar niveles altos de lipidos en la dieta para la totoaba.

Llegar a conocer el requerimiento de los principales nutrientes para las especies de
interés se facilita el éxito del cultivo comercial ya que un organismo alimentado con una
dieta que satisfaga sus requerimientos nutricionales produce un buen desarrollo, estado
de salud y crecimiento del pez. No obstante es importante tomar en cuenta factores

externos a la alimentacién como el ambiente y espacio donde se cultivan los organismos.

En el cultivo de peces a densidades altas, los organismos tienden a estresarse mucho y
pueden volverse mas susceptibles a enfermedades y a ser infectados por parasitos. A
través de la profilaxis, en los Ultimos afios se ha trabajado con el uso de aditivos en el
alimento, los cuales tienen como finalidad promover la salud y el bienestar de los

organismos (Tuohy, Rouzaud, Bruck & Gibson, 2005).

Un grupo de suplementos o aditivos a las dietas con gran potencial son los probiéticos,
prebiodticos y simbioticos. Estos, tienen la capacidad de promover el equilibrio de la
microbiota intestinal y estimulan la inmunidad no especifica, lo que resulta en una
reduccion de la carga bacteriana patégena y en general una mejora de la salud del
organismos (Williams, Verstegen, & Tamminga, 2001).

El buen funcionamiento de la respuesta inmune previene o disminuye el posible uso de
antibioticos en los cultivos de peces. Con la finalidad de contrarrestar las enfermedades
generadas por la vulnerabilidad de estos organismos bajo las condiciones de cultivo, es
gue actualmente se utilizan los suplementos o aditivos que estimulan el sistema inmune
innato y la microbiota intestinal benéfica previniendo asi la necesidad de utilizar

antibiéticos.



1.5 Probidticos, prebidticos y simbidticos

Los probidticos han tenido diferentes definiciones a lo largo de los afios y estas varian de
acuerdo a cada autor y area en que son utilizadas. Por ejemplo, Merrifield et. al., (2010)
define a los probiéticos empleados en la Acuicutura como; “cualquier célula microbiana
incorporada a través de la dieta o a través del agua de cultivo, que posteriormente

beneficia al organismo o consumidor”.

Es importante tomar en cuenta una serie de requisitos para que un microorganismo sea
considerado un probidtico: este no debe ser toxico o patdégeno, con identificacion
taxonomica exacta, producir sustancias antimicrobianas, modular respuestas inmunes,
entre otras, pero es importante mencionar que no es necesario cumplir con todos los

requisitos para ser utilizado como probiético (Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010)

Los microorganismos mas utilizados en la alimentacion animal son: Aspergyllus orizae,
A. ninger, Bacillus cereus, B. Licheniformis, B. subtilis, Lactobacillus acidophilus, L.
amylovorus, L. brevis, Bifidobacterium lactis, entre otros. Importante mencionar que en
la alimentaciéon de organismos terrestres el uso de probiéticos ha sido ampliamente
estudiado y utilizado, sin embargo en la acuicultura aun esta en desarrollo (Gaggia et al.,
2010).

Lamentablemente los probidticos al ser organismos vivos presentan algunas limitaciones
para ser incorporados en la dieta, ya que en el proceso de fabricacién se aplica calor y
debido a que son organismos vivos que no toleran bien el proceso de la elaboracion del
alimento. Ademas son organismos vivos que pueden representar problemas en ciertos

paises relacionados con la introduccion de especies exoticas.

En cuanto a los prebidticos, son sustancias o ingredientes no digeribles que afectan
beneficiosamente al organismo estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad

de ciertas especies bacterianas benéficas (Manning & Gibson, 2004).

Al igual que los probidticos, los prebidticos, deben contar con algunas caracteristicas para

ser considerados como tal: por ejemplo el no ser hidrolizado ni absorbido en el intestino,
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ser un sustrato selectivo para una o un namero ilimitado de bacterias beneficiosas, ser
capaces de aumentar la actividad de la microflora intestinal, entre otras (Manning &
Gibson, 2004). Asi mismo, para considerarse funcionales como aditivos en la dieta, estos
beben ser no digeribles, presentar estabilidad quimica, no requerir refrigeracion para su
conservacion y deben ser de facil y rapida incorporacion en los alimentos (Cerezuela-
Cabrera, 2012).

Estos compuestos provocan diferentes reacciones en el tracto gastrointestinal, tales
como: hiperplasia del epitelio en el intestino delgado, estimulacion de la secrecién de
hormonas peptidicas intestinales, actian como sustrato para la microflora intestinal, entre

otras (Gaggia et al., 2010).

Los prebidticos mas utilizados en la acuicultura son los carbohidratos no digeribles
(Cerezuela, Cuesta, Meseguer, & Esteban, 2008) principalmente los fructanos, la inulina
y la oligofructosa, sustancias derivadas de las raices de la achicoria (Bosscher, Van Loo,
& Franck, 2006).

1.5.1 Lainulina

La inulina ha sido uno de los prebidticos mas estudiados, debido a que afecta
positivamente el crecimiento, la conversion alimenticia, la microbiota intestinal y la
resistencia contra las bacterias patdogenas de los organismos que la consumen. Por
ejemplo; Ortiz et al. (2013), incorporaron a la dieta de la trucha arcoiris (Oncorhyncus
mykis) 5y 10 g de inulina por kg de dieta y observaron a las 4 y 8 semanas un aumento
en la ganancia en peso y en la absorcion intestinal. Por otra parte Ibrahem et al. (2012)
utilizaron este mismo prebiotico a una concentracion de 5 g de inulina por kg en la dieta
para tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) y observaron un aumento en la tasa de
crecimiento, la ganancia en peso, Yy algunos pardmetros de la respuesta inmune no
especifica de los peces como el estallido respiratorio y la actividad de la lisozima. El
estallido respiratorio es un proceso que se lleva en algunas células blancas (células de

defensa) que tiene como finalidad desintegrar cualquier particula extrafia o posible
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patogeno que entre al cuerpo de los organismos, estas particulas o posibles patégenos
son destruidos por medio de sustancias oxidativas o lisozimas. La lisozima es una enzima
con funcion antimicrobicida, que ademéas de ser producida por algunas células de
defensa, es producida en el mucus de los peces, en este caso actla cuando un parasito

se adhiere a la piel de los peces.

Existe una gran variedad de especies acuicolas de importancia comercial con las cuales
se ha evaluado la incorporacion de la inulina en su dieta y en la mayoria se han obtenido
resultados favorables, pero hay otros carbohidratos en los cuales también se han

obtenido resultados positivos, uno de estos es el B-glucano.

1.5.2. B-Glucano

El B-glucano, es un polimero de glucosas (un polisacéarido) que se localiza en la pared
celular de algunas plantas como la avena, la cebada, las algas marinas y en la pared
celular de bacterias, hongos y levaduras (Caruffo et al., 2013). El p-glucano derivado de
la levadura Saccharomyces cerevisiae es el mas utilizado como prebiotico en las dietas
de peces (Caruffo et al., 2013). En México, el primer estudio publicado en peces marinos
fue el realizado por Del Rio Zaragoza et al. (2011). Los autores evaluaron en la dieta del
pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) diferentes concentraciones de p-glucano y observaron
a las dos semanas que una suplementacion en la dieta de 0.5 g de B-glucano por kg
genero un aumento en las respuestas del sistema inmune no especifico como: el nimero
de células fagociticas (monocitos y neutrofilos), en el estallido respiratorio y en la
actividad del 6xido nitrico. Al final del experimento a las seis semanas observaron que se
vio favorecido el crecimiento del pargo lunarejo con esta misma concentracion. Tres afios
mas tarde Guzman-Villanueva et al. (2014) hicieron evaluaron este prebidtico en la dieta
de la dorada (Spaurus aurata) a una concentracion de 1y 2 g de B-glucano por Kg de
dieta y observaron a las cuatro y seis semanas un aumento en crecimiento y en algunas

enzimas digestivas como la tripsina y la aminopeptidasa.
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1.5.3. Quitosano

Otro prebidtico utilizado en los ultimos afios como aditivo en dietas, es el quitosano. Este
compuesto es un producto des-acetilado de la quitina (Shanthi Mari et al., 2014). La
quitina es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa, es un polisacarido insoluble, no toxico, biodegradable y se encuentra en el

exoesqueleto de los crustaceos y los insectos (Lourthu et al., 2014).

Hay pocos estudios sobre este compuesto incorporado a dietas de organismos acuaticos
(Esteban et al., 2000; Esteban et al., 2001). Sin embargo, en los ultimos afios han
aumentado las investigaciones evaluando este prebidtico como aditivo en las dietas de
peces. Por ejemplo, Gen et al. (2011) y Lin et al. (2012) afiadieron 6 y 2 g de quitosano
por kg de dieta en cobia (Rachycentron canadum) y carpa (Cyprinus carpio koi)
respectivamente y observaron un aumento en parametros del sistema inmune innato; la
actividad de la lisozima, la actividad fagocitica, y el estallido respiratorio. a las ocho

semanas de haber iniciado su alimentacién en ambas especies.

Por otro lado, los simbidticos son una combinacion de probiéticos y prebiéticos que afecta
beneficiosamente al organismo, ya que mejoran la supervivencia de los microorganismos
vivos (probidticos) en el tracto gastrointestinal de los organismos (Collins & Gibson,
1999). Los probiéticos y prebidticos al combinarse como simbi6ticos pueden tener un
efecto sinérgico, mejorando el efecto que tienen al administrarse por separado
(Cerezuela, Guardiola, Meseguer, & Esteban, 2012). Cabe mencionar que en acuicultura

el uso de simbi6ticos es escaso.

La relevancia del uso de estos aditivos, en particular de los prebioticos, es para promover
el bienestar animal, a través de la estimulacion de dos actividades importantes para el
buen desarrollo y crecimiento de los organismos en cultivo; la modulacion de la microflora
intestinal (actividad digestiva y bacterias benéficas) y la actividad inmune (Tuohy et al.,
2005).
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1.6 Actividad digestiva en peces

El tracto digestivo de los peces presenta una estructura tubular que comienza en la boca
y termina en el ano. Se caracteriza por presentar cuatro zonas diferenciadas: cavidad
oral, que se encuentra asociada a la cavidad faringea o branquial; digestivo anterior,
compuesto por el eséfago, estdbmago y piloro; digestivo medio, presenta los ciegos

piléricos; y el digestivo posterior, que finaliza en el ano (Figura 3) (Sanz, 2009).
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Figura 3. Tracto digestivo de un pez provisto de estémago. Tomado de Sanz (2009).

Las cuatro zonas diferenciadas en el tracto digestivo cumplen con funciones importantes,
pero en el estbmago e intestino es donde se lleva a cabo la mayor parte de la digestion

y la absorcién de los nutrientes una vez digeridos solo en el intestino (Sanz, 2009).

En la mayoria de las especies el estbmago esta recubierto de células que secretan
acidos, como el acido clorhidrico (HCI), este acido puede realizar la hidrolisis de los
alimentos, ademas de contribuir a la digestion enzimatica ajustando el pH para que actué

la pepsina (Sanz, 2009).
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El proceso de digestion del alimento se lleva a cabo en diferentes pasos, en donde
intervienen un conjunto de enzimas digestivas las cuales son producidas principalmente
en el estbmago y pancreas, incluso en las paredes celulares del intestino. Las enzimas
se encuentran presentes en distintas partes del tubo digestivo para llevar a cabo su
funcidbn especifica como la hidrolisis de las biomoléculas; proteinas, lipidos y
carbohidratos a nutrientes esenciales; aminoacidos, acidos grasos y maltosa, para su

posterior absorcion.

Las enzimas digestivas se encargan de la degradacion del alimento, reducen este a sus
moléculas mas simples (i.e., amino acidos y acidos grasos) para su mejor absorcion y
posterior utilizacidbn como sustratos en los procesos metabdlicos (Zambonino-Infante &
Cahu, 2001).

Las enzimas mas importantes en la digestion alcalina son las que participan en el
intestino; las proteasas (tripsina, quimiotripsina, colagenasa y elastasa). Estas enzimas
son secretadas por el pancreas en forma de zimogenos, es decir en su forma inactiva y
son activadas en el interior del intestino mediante la accion de la enteroquinasa (enzima
secretada por la pared intestinal) y tripsina (Sanz, 2009). La tripsina es un enzima de
suma importancia debido a que es la encargada de la hidrdlisis de las proteinas
(componente principal de la dieta en los peces carnivoros), participa también en la
activacion de proenzimas y pre hormonas y son encargadas junto con otras enzimas de
romper los enlaces peptidicos, liberando asi los aminoéacidos libres, dipéptidos y

tripéptidos para su posterior absorcion (Rust et al, 2003).

Otra enzima que acttan en la digestion dentro del intestino son las lipasas, estas enzimas
son secretadas por el pancreas y activadas por las sales biliares. Digieren lipidos neutros
catalizando la hidrdlisis de las uniones éster-carboxilo, pero también hidroliza otras
grasas como los ésteres de colesterol (Sanz, 2009). La digestion de los lipidos es de
suma importancia ya que constituyen la principal fuente de energia y los acidos grasos
productos de la digestion y absorcion de los lipidos son utilizados para formar parte de

las membranas celulares y el tejido nervioso (Sargent, McEvoy, & Bell, 1997).
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Al igual que las lipasas y proteasas, las amilasas, son enzimas presentes en el intestino
que participa en la digestion de los alimentos. Las amilasas son producidas
principalmente por el pancreas y son estas las encargadas de digerir los carbohidratos

presentes en la dieta, como el almidén (Sanz, 2009).

Generalmente los peces carnivoros no son capaces de digerir bien los polisacaridos,
aungue en todas las especies de peces hasta ahora estudiadas se ha observado una
actividad tipo amilasa que tiene origen pancreético (Sabapathy & Teo, 1993). Esta
amilasa es la a-amilasa que hidroliza enlaces a-glucoisidicos a lo largo de la cadena del

polimero hidrocarbonado.

La concentracién de todas estas enzimas varia dependiendo de los hébitos alimenticios
de los peces, por ejemplo; en los herbivoros y omnivoros los niveles de amilasas tienden
a ser mayores que en los carnivoros, y en estos la concentracion de pepsina es mayor,
pero la concentracion de proteasas alcalinas menor; por otra parte los herbivoros y

detritivoros presentan concentraciones mayores de tripsina (Sanz, 2009).

1.7 Sistema inmune

La funcion esencial del sistema inmune en todos los vertebrados es la defensa contra las
infecciones (Olabuenaga, 2000). El sistema inmunitario de los peces es similar al de
vertebrados superiores, aunque presenta algunas diferencias. En todos los vertebrados,
incluidos los peces, la respuesta inmunitaria puede ser de dos tipos: innata (también
conocida como natural o inespecifica) y adaptativa (también conocida como adquirida o
especifica) (Abbas, Lichman & Pober, 2002). La primer respuesta es la que poseen todos
los seres vivos desde el nacimiento, formado por componentes celulares y humorales, y
la segunda respuesta involucra la produccion de anticuerpos a través de un
reconocimiento especifico del antigeno, donde también participan elementos celulares
(Olabuenaga, 2000).
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La actividad relativa de estos tipos de respuestas depende de su adaptacion evolutiva.
La importancia de la respuesta adaptativa se va haciendo mayor en organismos mas
complejos, por lo tanto en peces la respuesta inmune innata estd mas desarrollada que
la adaptativa, en contraste con lo que ocurre en vertebrados superiores que es menos
desarrollada (Tort, Balasch, & Mackenzie, 2003). Es por esto que el enfoque que se le

dio en el presente estudio esta dirigido hacia el sistema inmune no especifico.

1.8 Sistema inmune no especifico

La respuesta inmune no especifica esta mediada en peces por una serie de factores que

constituyen la respuesta humoral y celular.

Las respuestas humorales del sistema inmune inician con la secrecién del mucus, que
tiene una funcién protectora previniendo la colonizacién de parasitos, bacterias y hongos,
a través de una continua perdida y reemplazo del mismo mucus (Ourth, 1980). EI mucus
esta presenta en la piel, intestino y branquias, y su compuesto principal es la mucina. En
la respuesta humoral, ademas del mucus hay diversos mecanismos de defensa que
incluye la participacion de componentes del suero, como la proteina C-reactiva, la
transferrina, la lisozima, las aglutininas, las citoquinas, el sistema del complemento,
péptidos antimicrobianos, carbohidratos, entre otros (Olabuenaga, 2000; Magnadottir,
2006)

En cuanto a la respuesta celular del sistema inmune innato en peces, participan los
leucocitos como: los monocitos-macrofagos, los linfocitos, los granulocitos, los

trombocitos y las células citotoxicas naturales (Manning, 1998).

Las células citotoxicas en peces cumplen con una papel funcional similar que las células
“natural killer” (NK) presentes en vertebrados superiores. Su funcion es ejercer una
toxicidad inespecifica de diferentes células blanco sin un previo reconocimiento (Evans,
Graves, Cobb & Dawe, 1984).
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En cuanto al resto de las células que participan en la respuesta inmune inespecifica se
clasifican cémo; granulocitos y agranulocitos (fagocitos mononucleares) y a su vez estos
se dividen en dos categorias: la primera que incluye a los neutréfilos, los eosinofilos y los
basdfilos y en la segunda los monocitos-macrofagos (Ellis, 1977). El principal mecanismo
de defensa que presentan, es un proceso de ingestion y digestion de material extrafio

particulado, a este proceso se le llama fagocitosis (Mac Arthur & Fletcher 1985).

Otro proceso importante que involucra a las células fagociticas es el estallido respiratorio,
proceso seguido de la fagocitosis. El estallido respiratorio es un mecanismo que consiste
en la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS); peroxido de hidrogeno, aniones
superoxido y radicales hidroxilo, todas estas con la capacidad de degradar a las particulas
fagocitadas por los macrofagos y neutrofilos (fagocitos) (Abbas et al., 2012, tomado de
Carbone & Faggio, 2016).

Este proceso implica la reduccion de oxigeno (O2) a su radical anion (O2’). Esta reaccion
es catalizada por una enzima (oxidasa NADPH) y genera la produccion de anion
superoxido (O2) el cual genera una matriz de ROS, la cual produce peroxido de hidrogeno
(H202), radical hidroxilo (OH") y &cido hipocloroso (HCIO"). Todos estos radicales de

oxigeno presentan efectos antimicrobianos potentes (Carbone & Faggio, 2016).


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-65382000000200010&script=sci_arttext#MacArthur1985
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Capitulo 2. Justificaciéon

El fortalecimiento de los mecanismos de defensa de los peces a través de la
administracion de prebidticos, puede conferir proteccién frente a diferentes patdégenos, lo
gue conlleva a disminuir el posible uso de antibioticos. El suministro de estos aditivos en
la dieta puede activar el sistema inmune innato y mejora el equilibrio de la flora intestinal
lo que favorece la digestion y/o absorcion de nutrientes. La suma de estos factores resulta
en un mejor desarrollo y crecimiento de los organismos, especialmente en aquellos
organismos con potencial de cultivo, como la totoaba (Totoaba macdonaldi). Este tipo de
estudios constituyen un punto de partida para futuras investigaciones en esta especie,

debido a que hay poca informacién en relacion a la fisiologia de esta especie.

Es por ello que en este proyecto se evaluo el efecto de tres prebidticos (inulina, B-glucano
y quitosano) sobre el crecimiento, la actividad digestiva y la actividad inmune no

especifica de la totoaba (Totoaba macdonaldi).
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Capitulo 3. Hipo6tesis

1. La inulina, el B-glucano o el quitosano incorporados en la dieta, aumentan el

crecimiento de la Totoaba macdonaldi.

2. La inulina, el B-glucano o el quitosano incorporados en la dieta, mejoran la capacidad

digestiva de la Totoaba macdonaldi.

3. Lainulina, el B-glucano o el quitosano incorporados en la dieta, aumentan la inmunidad

no especifica de la Totoaba macdonaldi.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inulina, el B-glucano o el quitosano sobre el crecimiento, la

capacidad digestiva y la inmunidad no especifica en la totoaba (Totoaba macdonaldi).

4.1 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la inulina, el B-glucano o el quitosano en supervivencia y eficiencia

de la utilizacién del alimento (crecimiento y digestibilidad) en la Totoaba macdonaldi.

2. Evaluar el efecto de lainulina, el B-glucano o el quitosano en la actividad de las enzimas

digestivas (lipasa, tripsina y amilasa) en la Totoaba macdonaldi.

3. Evaluar el efecto de la Inulina, el B-glucano o el quitosano en lainmunidad no especifica
(leucocitos, proteinas totales, estallido respiratorio y actividad fagocitica) en la Totoaba

macdonaldi.
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Capitulo 5. Materiales y métodos

5.1 Formulacién y elaboracion de la dieta

Se formularon cuatro dietas (Tabla 1) isoproteicas (48%) e isolipidicas (11%) que lograran
satisfacer los requerimientos nutricionales de la totoaba, con base en lo reportado por
Rueda-Lépez et al., (2011). Una de las dietas fue la basal y/o control y a las restantes se
les adiciono un prebiotico (0.1% B-glucano, 0.5% quitosano o 1% inulina). Las
concentraciones utilizadas de los prebidticos se basan en lo reportado para algunas
especies de peces; trucha arcoiris (Oncorhyncus mykis; Ortiz et al., 2013), pargo lunarejo
(Lutjanus guttatus; Del Rio-Zaragoza et al., 2011) y cobia (Rachycentron canadum, Geng
et al., 2011).

Las dietas se elaboraron en el Laboratorio de Investigaciones y Desarrollo de Alimentos
para la Acuacultura del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (IIO) de la
Universidad Autbnoma de Baja California (UABC). Los ingredientes (macroingredientes
y microingrendientes) secos se pesaron en una balanza (TOR REY, modelo EQ-10/20)
y se incorporaron en una mezcladora (Robot-coupe, USA, modelo R60) por al menos 8
minutos (intervalos de 2 minutos). Primero se mezclaron todos los ingredientes secos,
después se agrego el aceite de pescado, la grenetina previamente disuelta en agua 'y por
ultimo la cantidad de agua necesaria para obtener la consistencia adecuada (i.e., 30% de
la cantidad total de dieta). Posteriormente se hizo pasar la mezcla por un moledor de
carne con un diametro de orificio de 5 mm marca TOR-REY. Los “pellets” producidos se
secaron durante 24 horas a 65°C en un horno con flujo de aire (Hafo series 1600). Las
dietas secas se trituraron de forma manual hasta obtener un tamafio de particula
uniforme, se empaquetaron en bolsas de plastico y se almacenaron a -20° C hasta su

posterior utilizacion.



20

Tabla 1. Porcentaje de ingrediente por Dieta

INGREDIENTES TRATAMIENTO
Base Inulina Beta-glucano Quitosano

Harina de soya 5 4 4 4
Harina de ave 10 9.7 9.7 9.4
Harina de pescado 47 48 48 48
Harina de maiz 6.5 6.5 6.5 6.5
Aceite de pescado 4 4 4 4
Trigo entero 12.3 11.6 11.6 11.6
Almidén 4 4 4.9 4.8
Gelatina 5 5 5 5
Rovimix (mezcla vit. y min.) 5 5 5 5
Stay c 1 1 1 1
Benzoato de sodio 0.2 0.2 0.2 0.2
*Inulina 0 1 0 0
**B-glucano 0 0 0.1 0
***Quitosano 0 0 0 0.5
BHT 0.01 0.01 0.01 0.01
ANALISIS PROXIMAL (%)

Proteina 49.5 47.5 47.7 48.4
Lipidos 8.0 8.2 8.2 8.6
Humedad 3.3 4.1 2.7 4.1
Cenizas 13.1 12.8 12.9 12.5

*Inulina de agave 100% organica. Gyves organic food, corp. **Beta 1,3 glucan, extracto
de pared celular de levadura (Saccharomyces cerevisiae). *** Quitosano, Sigma-aldrich
CAS 9012-76-4.

5.2 Peces y condiciones

Los huevos de totoaba fueron donados por el Centro Reproductor de Especie Marinas
del Estado de Sonora (CREMES). Una vez eclosionados se cultivaron las larvas
utilizando el protocolo del Laboratorio de Peces de Marinos, del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE). Las larvas se alimentaron
con rotiferos (3-17 dias después de la eclosién DDE) y con Artemia (17-42 DDE)
enriquecidos con HUFAs n-3. Es importante mencionar que el destete (transicion de

alimento vivo a alimento formulado comercial) se realiz6 cuando los organismos
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alcanzaron un mes de edad. El primer alimento comercial que se utilizo fue Othoime Bl
(250-360um) y conforme los organismos aumentaron en talla, el diametro del alimento se
incrementd. Una vez alcanzado los 3g, los juveniles fueron alimentados con un alimento
comercial para peces marinos (Skreting). Una vez que los organismos alcanzaron una
talla de 50-65 g se trasladaron a un sistema de recirculacion para llevar a cabo el

bioensayo.

5.3 Disefo experimental

El bioensayo se llevé a cabo en un sistema de recirculacion de agua de mar filtrada,
compuesto por 12 tanques con una capacidad de 200 It, un biofiltro (Bubble bead filter, #
5232586), una lampara UV (Pentair aquatics, USA modelo QL-25), una bomba y 12

lamparas led de 3 watts (una en cada tanque) para simular el fotoperiodo 12:12.

El experimento se realiz6 bajo condiciones controladas; la temperatura se mantuvo entre
22 y 24 °C. Para mantener dicha temperatura el sistema de recirculacion se cubrié con
plastico negro y se coloc6 un calentador ambiental a 28° C y dos calentadores
sumergibles (28° C cada uno) en el tanque de compensacion. La concentracion de
oxigeno disuelto se mantuvo ~6 mg L'y la salinidad 33.5+0.5 UPS.

En cada tanque se colocaron 15 organismos con un peso entre los 53y 66 g y se utilizaron

tres tanques para el control y tres tanques para cada uno de los tratamientos:

o Control: organismos alimentados con dieta formulada, sin aditivo.

o Tratamiento 1: organismos alimentados con dieta formulada, inclusion de 1 g de
B-glucano por kg de dieta.

o Tratamiento 2: organismos alimentados con dieta formulada, inclusion de 5 g de
guitosano por kg de dieta.

o Tratamiento 3: organismos alimentados con dieta formulada, inclusion de 10 g de

inulina por kg de dieta.
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Los organismos se mantuvieron en un periodo de aclimatacion de 10 dias. En este tiempo
hubo un periodo de transicion de alimento comercial (AC) a alimento experimental (AE).

La transicion se realiz6é con la dieta basal, tanto en el control como en los tratamientos.

La transicion se dio de la siguiente manera; el primer dia se alimentaron con 75% AC —
25% AE, el tercer dia 50% AC - 50% AE, el quinto dia 25% AC — 75% AE y el sexto dia

100 % AE. El décimo dia inicio el bioensayo con las cuatro dietas.

En cuanto a protocolo de alimentacion, los organismos fueron alimentados dos veces al

dia a saciedad aparente y el experimento tuvo una duracion de 8 semanas (60 dias).

5.4 Muestreo

La toma de muestras se llevd a cabo a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de iniciado el

experimento. En cada muestreo se tomaron 3 organismos por tanque.

Previo a la toma de muestra los peces fueron anestesiados por inmersion en agua de
mar que contenia 100-250 mg de tricaina metano sulfonato (MS-222). Una vez
anestesiados los peces se midieron con un ictiometro y se pesaron en una balanza
(Rhino, modelo BAPO-10). Posteriormente se colocaron sobre una bandeja de plastico
con la cabeza orientada hacia la izquierda para extraer sangre de la vena caudal por
medio de jeringas plasticas de 1 ml. Una vez extraida la sangre se dividié en dos tubos;
un tubo Microtainer PST™ con Heparina-Litio como anticoagulante y en un tubo

eppendorf de 1 ml sin anticoagulante, ambos tubos se refrigeraron inmediatamente.

Posteriormente se sacrificaron los organismos con una puncion cerebral para dar inicio a
la diseccion. Para esto se realizO un corte con una tijera de punta recta en la region
abdominal; desde el ano hasta la interseccién branquial se abri6 la cavidad abdominal
del pez dejando los 6rganos expuestos y se retird cuidosamente el intestino, este se

limpid, se quitd el exceso de heces para colocarlo en una bolsa de plastico previamente
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etiquetada y se almacenaron en un ultracongelador ThermoScientific a -80°C para su

posterior analisis.

Finalmente se removio la piel de los organismos muestreados y se extrajo todo el
musculo, se colocé en una bolsa previamente etiquetada y se almaceno en un

ultracongelador a -80° C para su posterior analisis.

5.5 Crecimiento y eficiencia de la utilizacion del alimento

Para evaluar el crecimiento y la utilizacién del alimento se tomaron los datos de las
biometrias realizadas en cada muestreo, los datos de peso inicial, peso final, peso

ganado, alimento consumido, proteina consumida y proteina corporal de cada organismo.

5.5.1 Tasa de crecimiento especifico (TCE)

Para estimar el crecimiento de los organismos a través del tiempo se tomaron los datos

de peso de cada organismo y el tiempo de duracién del experimento.

TCE= InPf—InPi *100 (1)
Tiempo dias

Doénde:

In Pf=logaritmo de peso final

In Pi= logaritmo de peso inicial
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5.5.2 Tasa de conversion alimenticia (TCA)

La tasa de conversion alimenticia se calcul6 para cada organismo por medio de la

siguiente ecuacion.

TCA= Alimento consumido (q) (2)
Peso ganado (g)

5.5.3 Tasa de eficiencia proteica (TEP)

La tasa de eficiencia proteica se calculé para cada organismo por medio de la siguiente

formula.

TEP = _Peso ganado (q) ®3)
Proteina consumida (g)

5.5.4 Tasa de conversion proteica (TCP)

La tasa de conversion proteica se calcul6 para cada organismo por medio de la siguiente

formula.

TCP = (Peso final*0.4)*PCF — (Peso inicial*0.4)*PCI * 100 (4)
Proteina consumida (g)

Donde:

PCF= proteina corporal (musculo) final

PCI= proteina corporal (musculo) inicial
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0.4= 40% del total del peso del pez es musculo (en corvinas)

5.6 Analisis quimico proximal

Se analiz6 la composicion quimica proximal de las dietas y del musculo de los organismos
antes de iniciar el experimento y al finalizar. Los analisis quimicos realizados fueron para
determinar el porcentaje de proteinas, lipidos, humedad y cenizas. El analisis de
proteinas se llevé a cabo por medio del método micro-kjeldahl (Ma & Zuazago, 1942), el
cual es considerado un método indirecto debido a que el resultado que nos proporciona
es de los elementos nitrogenados de las muestras, es decir la cantidad de nitrdgeno y
con este resultado determinamos la cantidad de proteina al multiplicarlos por 6.25 (factor

de proteina).

La cuantificacién de lipidos se llevo a cabo por el método de Goldfish, donde los lipidos
se estiman por gravimetria después de ser extraidos con éter de petréleo. En cuanto a la
humedad se determind secando las muestras a 100° C durante 4 hr en una estufa
Lindeberg/Blue M, modelo BF51842PBFMC-1. Por ultimo las cenizas se estimaron
incinerando las muestras a 550° C durante 4 hr (A.O.A.C., 1990).

5.7 Coeficiente de digestibilidad aparente (% CDA)

Para este analisis, fue necesario recolectar heces del tanque, donde se tuvo especial

cuidado de no colectar heces que hubiesen iniciado el proceso de lixiviacion.

El coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) fue calculado para cada una de las dietas
experimentales y el control. Para esto se determiné tanto en dieta como en heces las
cenizas insolubles en acido clorhidrico basandose en el protocolo descrito por Montafio-
Vargas et al. (2002).
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El método consistid en hervir las cenizas de cada muestra en 10ml de &cido clorhidrico
2N, utilizando vasos de precipitado de 25ml cubiertos por una tapa de vidrio de reloj para
evitar la evaporacion. Luego de 5 minutos, la solucion fue filtrada por medio de papel filtro
(Whatman 43, diametro 110mm) previamente incinerado y pesado, con ayuda de una
bomba de vacio y el residuo del vaso se enjuago con agua hirviendo. Posteriormente el
papel filtro se secé en una estufa (Lindeberg/Blue M, modelo BF51842PBFMC-1) durante
1 hora a 100° C, se sacO y se dej6 enfriar para finalmente pesar y obtener la diferencia

del papel filtro sin cenizas y con cenizas.

Para determinar el porcentaje de las cenizas insolubles en &cido clorhidrico (CIA) se

utilizé la siguiente férmula:

CIA (%)= __Peso de ceniza insoluble (qg) x 100 (5)
Peso de la materia seca (g)

Para determinar el coeficiente de digestibilidad aparente de la materia seca (CDA), se

utiliza la siguiente ecuacion:

CDA (%)=[100 - (% cenizas insolubles en dieta)] x 100 (6)
% cenizas insolubles en heces

5.8 Actividad enzimatica

5.8.1 Extracto enzimatico

Para obtener el extracto enzimatico de las muestras (intestinos) se tomaron del
ultracongelador y se descongelaron en frio, posteriormente se pesaron en una balanza
analitica (Precisa 92SM-202A) y se colocaron rapidamente en un tubo falcon previamente
aclimatado en frio para homogenizarlos con una solucion Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, en una

relacion 1:10. El homogenizado se llevo a cabo con la ayuda de un homogeneizador de
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tejidos Polytron (Kinematica AG, System PT1200C). Posteriormente se centrifugaron a
16 000g durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga Eppendorf 5810 R. El sobrenadante
se repartio en alicuotas de 1000 yl y se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.

5.8.2 Tripsina

La actividad de la tripsina se cuantifico siguiendo la metodologia propuesta por Erlanger
et al.,, (1961). Esta metodologia emplea como sustrato BAPNA (Na-BENZOYL-DL-
ARGININE p-NITROANILIDE, Sigma-aldrich, lote 98H0682) y como buffer Tris-HCI 0.05

M conteniendo CaClz 0.02 M, pH 8.2 a una temperatura de reaccion de 25° C.

Buffer + Sustrato: para la preparacion del sustrato se pesaron 4.35 mg de BAPNA y se
disolvieron en 100 ul de DMSO. El dia del ensayo se llevo esta solucion a 10 ml de buffer
Tris-HCI 0.05 M con CaCl2 0.02 My un pH 8.2

El andlisis se llevd a cabo en celdas de 1 ml, por lo que fue necesario realizarlo en bafio
maria (BIO-RAD, cap. 6 litros), el cual se precalent6 a 25° C, se colocaron las celdas en
una gradilla dentro del bafio y se agregaron 714 pl de buffer + sustrato, 129 ul de agua
destilada y 100 pl de homogenizado, se dejé reaccionar durante 10 minutos y
posteriormente se agregaron 143 ul de acido acético para detener la reaccion y se dejé
reposar para que las proteinas se precipitaran. Debido a que las muestras estaban muy
turbias se pasaron a un tubo eppendorf de 1 ml y se centrifugaron (centrifuga eppendorf
5417 R) a 10,640 g durante 10 min, posteriormente se coloco el sobrenadante en una

celda en un espectrofotometro (HACH, DR 5000) y se registro la absorbancia a 410 nm.

Como blanco se utilizé cada muestra de homogenizado de intestino y previo a agregarlas

se coloco el acido acético para que no se llevara a cabo ninguna reaccion.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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5.8.3 Lipasa

Para cuantificar la actividad de la lipasa se utilizo la metodologia descrita por Gjellesvik
et al., (1991). Esta metodologia emplea como sustrato 4-nitrofenil-miristato (4NFM) 0.56
mM (Sigma-aldrich, lote # BCBP9506V), buffer Tris-HCI 0.15 mM, pH 8.5 y taurocolato

de sodio 15 mM, a una temperatura de reaccion de 37° C.

Buffer + sustrato: pesar 0.0039 g de 4NFM vy disolverlo en 1 ml de DMSO. El dia del
ensayo llevar esta solucion a 20 ml de buffer Tris-HCI 0.15 mM, pH 8.5 con taurocolato
de sodio 15 mM.

El analisis se realizé en un lector de microplacas (Varioskan LUX, modelo LL152103). En
cada poso de la microplaca se colocaron 10 pl de homogenizado y posteriormente 150 pl
de buffer + sustrato, rapidamente se coloco en el lector donde se incubo durante 3
minutos a 25° C, posterior a los 3 minutos se realizaron 10 lecturas cada 5 minutos a 405

nm.

Como blanco se utilizé agua destilada.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.8.4 Amilasa

Para cuantificar la actividad de la amilasa se siguio la metodologia descrita en el Manual
de Analisis Enzimaticos de Worthington Biochemical Corporation (Manual I.U. B.: 3.2.1.1
siguiendo la metodologia de Bernfeld, (1951). Esta metodologia emplea como sustrato
almidon 1% (Sigma-Aldrich, lote # SLBN6520V) y buffer fosfato 0.02 M, pH 6.9
conteniendo NaCl 0.006 M. Ademas de incluir en la reaccion acido dinitrosalicilico con
hidroxido de sodio 2N vy tartrato potasico sodico tetrahidratado.

Buffer + sustrato: el dia del ensayo disolver 1 g de almidén comercial en 100 ml de buffer
fosfato 0.02 M, pH 6.9 con NaCl 0.006M
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El andlisis se llevo a cabo en tubos de vidrio de 5 ml, los cuales se colocaron en un bafio
maria (BIO-RAD, cap. 6 litros) a 25° C, se agregaron 100 ul de homogenizado, se
incubaron durante 4 min y posteriormente se agregaron 100 pul del buffer + sustrato, se
incubo por 3 min y se agregaron 200 pl de acido dinitrosalicilico, se incubaron por 5
minutos en agua hirviendo, los tubos se sacaron del bafio maria y una vez que se
enfriaron se les agrego 2 ml de agua destilada. Finalmente se tomé 1 ml de esta solucion
y registré la absorbancia en un espectrofotometro (HACH, DR 5000) a 540 nm.

Como blanco se utilizé agua destilada como muestra y se siguié el mismo protocolo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, incluyendo los blancos.

5.8.5 Proteinas solubles

Con la finalidad de cuantificar la concentracion de proteinas solubles de los
homogenizados y determinar asi la actividad especifica, se utilizé el método de Bradford.
Este consistié en colocar en posos de microplaca 150 ul de homogenizado y 150 pl de
solucién Bradford (BIO RAD, Protein assay; Hercules, CA, U.S.). Se utiliz6 suero de
albumina bovina (BIO RAD, U.S.) como estandar. A temperatura ambiente se registro la

absorbancia en el lector de microplaca (Varioskan LUX, modelo LL152103) a 595 nm.

5.7.6 Calculo de la actividad total y especifica

La actividad enzimética se expresé como unidad actividad total (UA) y actividad
especifica (U/ug P), donde 1 U de actividad enzimatica se defini6 como el incremento de

0.1 unidades de absorbancia por minuto para tripsina, lipasa y amilasa.

La actividad total (UA) de tripsina, lipasa y amilasa se calcul6 son la siguiente formula

UA=AAbs*FD * FDH * 1 (7)
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min CE

Donde:
FD= Vol. total de la reaccion/vol. utilizado como muestra
FDH= Vol. total del homogenizado /vol. utilizado de la muestra

CE= coeficiente de extincién (0.1 unidades de absorbancia por minuto)

La actividad especifica (U ug Proteina) para las tres enzimas se calculé empleando la

siguiente formula;

UpgP = UA (8)
ug P/Pez

5.9 Analisis inmunolégicos

5.9.1 Obtencién de suero

Para la obtencion de suero se tomo el tubo de sangre sin anticoagulante y se dejé reposar
alrededor de dos horas, posteriormente se centrifugo (Centrifuga Eppendorf 5417 R) por
10 minutos a 5° Cy 5214 g, se tomé el sobrenadante (suero) y se coloco en otro tubo
eppendorf de 500 ul previamente marcado, se cubrid con parafilm y se almacen6 a -80°C

para su posterior analisis.
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5.9.2 Proteinas totales en suero

La determinacion cuantitativa de las proteinas totales en suero se realiz6 con un Kit

comercial de la marca RANDOX basado en el método de Biuret.

Previo al analisis las muestras de suero se retiraron del ultracongelador a -80° C y se

descongelaron en frio.

El andlisis se llevd a cabo en celdas de 1 ml, a las cuales se les agrego 20 pl de muestra
de suero y 1 ml de Reactivo Biuret (R1; hidroxido sédico, tartrato sodio-potasio, yoduro
potasico y sulfato cluprico), se mezclaron y se incubaron durante 30 minutos a 20-25° C,
posteriormente en un espectrofotdmetro (HACH, DR 5000) se registré la absorbancia a
546 nm. Para cada muestra se realiz6 un blanco y un patrén; para el blanco se utilizé

agua destilada y para el patron una proteina especifica para cada lote (para cada kit).

Todos los ensayos se realizaron por triplicado

5.9.3 Recuento total de leucocitos

El recuento total de leucocitos se llevé a cabo utilizando la solucion descrita por Natt-
Herrick (1952), citado por Del Rio-Zaragoza (2004) como medio de dilucién y tincion de
las células sanguineas. El conteo se realizé en una camara de Neubauer y para iniciar
se tomaron 20 ul de sangre del tubo con anticoagulante Heparina-Litio y se agregaron 4
ml de colorante Natt-Herrick para tener una relacién 1:200, se mezclaron y se dejaron
reposar en frio durante 15 horas aproximadamente. Posteriormente con una pipeta
Pasteur se agreg0 una gota a cada lado de la camara de Neubauer y se dejo reposar por
cinco minutos para que se sedimentara la muestra, finalmente se realizo el recuento con
un microscopio Leica DMSL. El recuento se realiz6 en ambos extremos de las camaras

y en los cuatro cuadros mas grandes utilizando una magnificacion de 40X.

El nimero de leucocitos se calculé con la siguiente férmula:
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No. De cel. Blancas pl* = Total de No. De cel. Blancas contadas x 200 9)
8

5.9.4 Estallido respiratorio

El estallido respiratorio se analizé siguiendo la metodologia propuesta por Ibrahem et al.,
(2010). La metodologia consistié en tomar 0.1 ml de sangre del tubo con anticoagulante
heparina-litio y colocarla en pocillos de placas de microtitulacion, se afadié la misma
cantidad de Nitroazul de tetrazolium, NBT (Sigma-Aldrich, CAS 298-83-9) al 0.2% y se
incubo durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se tomo6 una muestra
(50 pl) de la suspension de las células sanguineas con NBT y se colocaron en un tubo
eppendorf y se le agrego 1 ml de N, N-dimetil formamida, se centrifugo (Centrifuga
Eppendorf 5417 R) durante 5 minutos a 3000 rpm (958 @), el sobrenadante se paso6 a
una celda de cuarzo y se midio la absorbancia en un espectrofotémetro (HACH, DR 6000)
a 620 nm.

5.9.5 Fagocitosis

La actividad fagocitica se cuantificd utilizando del método propuesto por Quezada-
Rodriguez, (2012). Esta técnica consiste en contar el niumero de células que han
fagocitado particulas de latex, posterior a la incubacién y la tinciébn de dichas células

sanguineas.

Suspension de microesferas de latex: se agitaron vigorosamente las microesferas de 2um

(SIGMA, L9529-1ML) y se mezclaron 0.3 ml en 10 ml de PBS en un frasco de vidrio.

Primero se tomaron 100 ul de sangre del tubo con anticoagulante de heparina-litio y se
mezclaron con 50 pl de la suspension de microesferas en una microplaca y esta se coloco
en una incubadora (Presicion, # 699050594) durante 2 horas a 37 °C, se agito cada 20
minutos. Posteriormente se tomo y deposito 4 pl de sangre sobre un portaobjeto y se

realizd un frotis sanguineo el cual se dejé secar al aire. Se fij6 con metanol y se cubri6 la
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totalidad de la pelicula con colorante Giemsa y se dej0 reposar por 5 minutos, se
agregaron 10 gotas de tiosulfato de sodio dejando actuar por 5 minutos. El frotis se lavo
con unas gotas de agua destilada y se dej6 secar al aire. Para el montaje se coloc6 una
gota de resina sobre la tincidn y posteriormente un cubreobjetos (se dej6 solidificar la

resina por lo menos 24 horas).

Una vez que el frotis estuvo listo se llevd al microscopio compuesto y se observaron y
contaron las células de interés (leucocitos como; monocitos y neutréfilos) en el objetivo
de 100X con aceite de inmersion. Se observaron 100 campos de cada frotis o hasta

contar 100 leucocitos.

El porcentaje de fagocitosis se definid como el nUmero de células que fagocitaron o que
presentan fagosdémas con la microesferas de latex y adherencia de las mismas sobre el

numero total de células contadas.
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6. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se expresan como la media + la desviacidén estandar (DE). Previo a
iniciar los analisis estadisticos se aplicé a cada grupo de datos la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk’s W, en aquellos casos que no cumplieron, fueron transformados por

raiz cuadrada.

Para los datos de crecimiento, enzimaticos y digestibilidad se realiz6 un disefio
completamente aleatorizado (DCA), donde a los datos obtenidos se les aplicd un analisis

de varianza ANOVA de una via con nivel de significancia de P<0.05.

Para los andlisis de inmunologia se aplicé un analisis factorial de dos vias con una

significancias de P<0.05, donde los factores eran el tiempo y el prebiotico.

Para los datos obtenidos en porcentaje menores a 20% y mayores a 80% se realizé una
transformacién de arcoseno de raiz cuadrada de los datos de acuerdo a (Steel & Torrie,
1988).
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Capitulo 6. Resultados

6.1 Crecimiento y supervivencia

No se encontraron diferencias significativas en el alimento consumido, en el porcentaje
de peso ganado y en la tasa de crecimiento especifico (TCE) entre los juveniles de
totoaba alimentados con las cuatro dietas experimentales (Tabla 2).

En cuanto a la supervivencia de los organismos durante el experimento fue del 100% en

los cuatro tratamientos.

Tabla 2. Desempefio de los juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con cuatro dietas (basal,
inclusion de 0.1% de B-glucano, 0.5% de quitosano e 1% de inulina). Los valores representan la
media + D.E.

Tratamiento

Basal B-glucano Quitosano Inulina P ANOVA
Peso inicial (g) 59.2+6.5 55.7+2.8 60.0+1.90 58.8+1.0 0.5396
Peso final (g) 1242421  119.9+4.6  124.8+10.7 125625 0.6822
Alimento 63.352.4  64.9+4.1 63.8+1.7  65.3+1.0 0.7609
consumido (g)
Ganancia en 62.0+6.8 63.7+4.6 67.8+16.0  66.7+3.2  0.9400
peso (9)
TCE 1.3+0.19 1.3+0.09 1.2+0.18 1.3+0.05  0.9477
% Peso ganado  109.1#21.3 1155+11.8 113.4+11.8 113.4+7.0 0.9823
% Supervivencia 100% 100% 100% 100%

Tasa de crecimiento especifico (TCE)

6.2 Eficiencia alimenticia e indice hepatosomatico

No encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en la eficiencia de

utilizaciéon del alimento (TCA) y el indice hepatosomatico. Asi mismo no se encontraron
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diferencias significativas en los indices de la utilizacién de la proteina, TEP y el % TCP

(Tabla 3) entre los juveniles de totoaba alimentados con las cuatro dietas.

Tabla 3. Eficiencia alimenticia de juveniles de totoaba alimentados con las cuatro dietas
experimentales. Los valores representan la media + DE.

Tratamiento

Basal B-glucano Quitosano Inulina P ANOVA
TCA 1.0£0.13 1.0+£0.06 0.98+0.24 0.98+£0.05 0.9904
TEP 2.0+0.28 2.0+0.13 2.1+0.4 2.1£0.11  0.9904
IHS 2.4+0.29 2.3£0.20 2.3+0.17 2.2+0.46  0.7507

Tasa de conversion alimenticia (TCA), Tasa de eficiencia proteica (TEP), indice
hepatosomético (IHS).

6.3 Composicion proximal del musculo

En la tabla 4 se observa la composicién proximal del muasculo de juveniles de totoaba
previo a iniciar el bioensayo. Se encontraron diferencias significativas al final del
bioensayo en el contenido de cenizas del musculo en los peces alimentados con la dieta
adicionada con B-glucano (Tabla 5). Por otra parte no se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de proteinas, lipidos y humedad en el musculo de los

organismos bajo los diferentes tratamientos.

Tabla 4. Composicién proximal del misculo de juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) previo a
iniciar el experimento. Los valores son porcentaje y representan la media + DE.

Proteina Lipidos Humedad Cenizas

80.13+1.6 3.8+0.5 78.80%0.70 5.8+0.10
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Tabla 5. Composicion proximal del muasculo de juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi)

alimentados con cuatro diferentes dietas. Los valores y representan la media + DE.

Tratamiento

Basal B-glucano  Quitosano Inulina P ANOVA
Proteina (%) 84.2+2.2 82.8+1.7 83.1+1.4 82.4+0.9 0.5800
Lipidos (%) 3.6+0.3 4.3+0.6 3.41£0.6 3.210.6 0.2646
Humedad (%) 62.9+1.2 62.7+4.0 64.1+1.7 62.9+3.2 0.9331
Cenizas (%) 5.1+0.23%  543+0.0° 4.91+0.12 4.89+0.12 0.0219

6.4 Coeficiente de digestibilidad aparente (% CDA)

Se encontraron diferencias significativas en los coeficientes de digestibilidad aparente de

la materia seca entre las dietas (Figura 4). Los valores mas altos de digestibilidad de la

dieta se encontraron en los organismos alimentados con la dieta que incluia inulina. En

los tratamientos restantes los valores fueron mas bajos y no se encontraron diferencias

significativas entre ellos, pero cabe mencionar que la dieta que presento menor

digestibilidad fue la de los peces alimentados con la dieta que contenia B-glucano.
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Figura 4. Digestibilidad aparente de juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) alimentados con
cuatro dietas experimentales (Basal, inclusion del 0.1% de B-glucano, 0.5% de quitosano y 1% de
inulina). Las letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

6.5 Actividad enzimatica

6.5.1 Tripsina

Se encontraron diferencias significativas en actividad total de la tripsina. Se observo una
actividad significativamente mayor de la tripsina en los juveniles de totoaba alimentados
con la dieta que contenia inulina, seguida por la de los juveniles alimentados con B-
glucano y por ultimo las actividades mas bajas en los peces alimentados con quitosano
y la dieta basal (Tabla 6). En cuanto a la actividad especifica no se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos, aunque si se observd un ligero aumento en la
actividad de esta enzima en los juveniles alimentados con la dieta que incluia inulina en

comparacion con la dieta basal.
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6.5.2 Lipasa

Se observaron diferencias significativas en la actividad de la lipasa reportada como
actividad especifica. Se observa en la tabla 6 que los juveniles alimentados con la dieta
que incluia inulina presentaron una mayor actividad de esta enzima. Asi mismo se
encontré una actividad especifica de lipasa mas baja en los peces alimentados con la
dieta que contenia quitosano. Por otra parte en la actividad total de la lipasa no se
registraron diferencias significativas entre los tratamientos, aunque si observé un ligero

aumento en la dieta con inulina comparada con los otros tratamientos.
6.5.3 Amilasa

No se registraron diferencias significativas en la actividad total y en la actividad especifica
de la amilasa. Sin embargo, aunque no estadisticamente significativo, se observan en la
tabla 6 valores mas altos para los juveniles de totoaba alimentados con las dietas con la

inclusion de algun prebidtico.

Tabla 6. Actividad total (UA) y actividad especifica (ug P) de la actividad de tripsina, lipasay amilasa
en juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) alimentados con cuatro dietas diferentes (Basal,
inclusién de 0.1% de B-glucano, 0.5% de quitosano y 1% de inulina). Los valores muestran la media
+ DE. Las letras indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos.

Tratamiento

Basal B-glucano Quitosano Inulina P ANOVA

Tripsina (UA)  60.4%2.9°  88.616.2 66.4+15.92  103.1x4.4°  0.0000
Tripsina (ug P)  0.14+0.02  0.14+0.05 0.13+0.01 0.21+0.03  0.1468
Lipasa (UA) 366.1+29.8 391.7+163.2  218.6+54.8  539.7+145.7 0.0767
Lipasa (ug P)  0.98+0.09%  0.84+0.262>  0.46:0.11*  1.05x0.14°  0.0197
Amilasa (UA)  108.2+455  150.3+26.4  158.8#28.7  157.8+41.9  0.3415

Amilasa (ug P)  0.24+0.04 0.29+0.06 0.33+0.04 0.31+0.03 0.1638
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7.6 Respuestainmune innata

6.6.1 Proteinas totales en suero

No se registraron diferencias significativas en el nivel de las proteinas totales en suero a
través del tiempo (Tabla 9). Sin embargo se observa un aumento en las proteinas totales
del suero de los juveniles de totoaba de los cuatro tratamientos en el dia 14, todos
alrededor de 3.1 g/dl. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en los valores
de proteinas totales en suero entre tratamientos y no hubo interaccion de estos dos

factores.

Tabla 7. Proteinas totales en suero (g/dl) a través del tiempo (0-60 dias) de juveniles de totoaba
(Totoaba macdonaldi) alimentados con cuatro dietas diferentes (Basal, inclusién de 0.1% de -
glucano, 0.5% de quitosano y 1% de inulina). Los valores muestran la media = la DE. Las letras
indican diferencias significativas (P<0.05) a traves del tiempo.

Tratamiento

Tiempo (Dias) Basal B-glucano Quitosano Inulina

0 2.76+0.652 2.72+0.652 2.72+0.652  2.72+0.652
14 3.13+0.29P 3.04+0.40P 3.20+0.14°  3.17+0.60°
28 2.67+0.452 2.36+0.442 2.36+0.262  2.60+0.452
42 2.86+0.462 2.31+0.402 2.57+0.142  2.37+0.16%
54 2.51+0.432 2.40+0.502 2.36+0.302  2.18+0.212

P ANOVA

Tiempo 0.0001

Dieta 0.3375

Tiempo* Dieta 0.9775

6.6.2 Nimero de leucocitos

Se encontraron diferencias significativas en el recuento de células blancas (leucocitos)
entre los tratamientos para los factores dieta y tiempo, pero no hubo interaccién de estos
(Tabla 10). Se observo que a través del tiempo el nUmero de leucocitos en juveniles de

totoaba aumentaron del dia 0 al dia 15, 30, 45 y 60, pero entre los ultimos muestreos no
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se encontraron diferencias significativas. En cuanto a las dietas, los organismos
alimentados con dieta basal presentaron un menor nimero de leucocitos, mientras que
los alimentados con inclusion de B-glucano presentaron los valores mas altos, y para los
organismos alimentados con quitosano e inulina las células blancas se agruparon entre

el valor mas alto y el mas bajo.

Tabla 8. Niamero de leucocitos (x 103 celulas por mm?®) de juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi)
alimentados con cuatro dietas diferentes (Basal, inclusion de 0.1% de B-glucano, 0.5% de quitosano
y 1% de inulina). Los valores muestran la media + la DE. Los superindices a,b indican diferencias
significativas (P<0.05) entre el tiempo. Los superindices x,y indican diferencias (P<0.05) entre las
dietas.

Tratamiento

Tiempo (Dia) Basal B-glucano Quitosano Inulina

0 10,74£0.7 10.7+0.7 10.7+0.7% 10.7+0.7%
14 16.2+3.7° 16.2+4.3% 15.2+2.15y 15.1+1.20%
28 16.3+2.7° 16.3+£2.7% 16.5+2.52 17.242.9%Y
42 15.6+1.8 19.1+3.3% 19.0+3.3>Y 15.9+2.80%
54 15.0+1.95 19.3+3.3% 16.4+2.2°Y 16.0+1.3%Y

P ANOVA

Tiempo 0.0000

Dieta 0.0224

Tiempo*Dieta 0.1235

6.6.3 Estallido respiratorio

Se encontraron diferencias significativas en el estallido respiratorio entre los tratamientos
y ademas hubo una interaccion significativa entre los factores y en cada uno de éstos
(dieta y tiempo). Se observo en la figura 5 que los juveniles de totoaba alimentados con
la dieta que incluia quitosano e inulina a los 30 y 45 dias mostraron mayor actividad,

comparado con los organismos alimentados con las otras dietas a través del tiempo.
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Tabla 9. Estallido respiratorio de juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) alimentados con cuatro
dietas diferentes (Basal, inclusién de 0.1% de B-glucano, 0.5% de quitosano y 1% de inulina). Los
valores muestran la media + la DE. Los superindices a,b indican diferencias significativas (P<0.05)
entre el tiempo. Los superindices x,y indican diferencias (P<0.05) entre las dietas.

Tratamiento

Tiempo (Dias) Basal B-glucano Quitosano Inulina
0 0.31+0.05% 0.31+0.05% 0.31+0.05% 0.31+0.05%
15 0.46+0.07* 0.46+0.06" 0.48+0.05% 0.48+0.03>
30 0.40+0.04¢%* 0.50+0.02¢* 0.62+0.09% 0.64+0.02%%
45 0.56+0.01%* 0.44+0-01% 0.60+0.04% 0.55+0.04%
60 0.46+0.07* 0.45+0.09b* 0.45+0.06"Y 0.41+0.04>y
P ANOVA
Tiempo 0.0000
Dieta 0.0000
Tiempo*Dieta 0.0000
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Figura 5. Estallido respiratorio de juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) a través del tiempo
(0-60 dias) alimentados con cuatro dietas experimentales (Basal, inclusion de 0.1% de B-glucano,
0.5% de quitosano y 1% de inulina). Las letras a,b,c indican diferencias significativas (P<0.05) entre
el tiempo. Las letras x,y,z indican diferencias (P<0.05) entre las dietas.
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No se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en el porcentaje de fagocitosis entre

los juveniles de totoaba alimentados con las diferentes dietas experimentales a través del

tiempo (Figura 6), no se encontré una interaccion significativa de ambos factores. Sin

embargo se observa un aumento importante de este proceso en la dieta que contenia

inulina a los 30 y 60 dias.
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Figura 6. Porcentaje de fagocitosis en juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) a través del
tiempo (0-60 dias) alimentados con cuatro dietas experimentales (Basal, inclusion de 0.1% de B-

glucano, 0.5% de quitosano y 1% de inulina).
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Capitulo 7. Discusién

7.1 Crecimiento

Uno de los factores mas importantes para lograr un cultivo exitoso de peces es contar
con una dieta adecuada, que ademas de satisfacer sus requerimientos nutricionales
esenciales proporcione a los organismos el fortalecimiento de los mecanismos de
defensa y una mejora en el equilibrio de la flora intestinal, favoreciendo la digestion y/o
absorcion de nutrientes. En este sentido para obtener dietas con estas caracteristicas se
ha trabajado con aditivos en el alimento, tales como los prebiéticos, ya que, el uso de
estos confiere prevencion frente a diferentes patdgenos, lo que conlleva a disminuir el
posible uso de antibiéticos debido a que mantiene alerta el sistema inmune innato,
ademas de mejorar la flora intestinal benéfica mejorando la digestion y absorcion de
nutrientes. La suma de estos mecanismos resulta en un mejor desarrollo y crecimiento
de los organismos, especialmente en aquellos organismos con potencial de cultivo y con

importancia para la acuicultura nacional como la totoaba (Totoaba macdonaldi).

En el presente estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05) en el porcentaje de peso ganado entre los juveniles de totoaba al incluir
prebibticos en la dieta. Resultados similares fueron reportado por Buentello, Neill, &
Gatlin, (2010), quienes realizaron un estudio evaluando la inclusion de FOS en forma de
inulina al 1% en la dieta de la corvina (Sciaenops ocellatus) y observaron que a las 4
semanas el porcentaje de peso ganado no presento diferencias significativas respecto al
porcentaje de la dieta control. En contraste, Guzman-Villanueva, Ascencio-Valle, Macias-
Rodriguez, & Tovar-Ramirez, (2014) incluyeron (-glucano al 0.1 y 0.2% en la dieta de
pargo lunarejo (Lutjanus guttatus) donde se observd a las seis semanas un aumento
significativo en el porcentaje de peso ganado (56.79+7.64 y 46.09+9.61%) en las dietas
con el prebidtico comparado con el porcentaje obtenido en la dieta control (15.8314.24%).
Por otra parte Lin, Pan, Luo, & Luo, (2011) adicionaron quitosano al 2% en la dieta de
juveniles de carpa koi (Cyprinus carpio koi) y observaron después de 8 semanas un
aumento significativo en el porcentaje de peso ganado (149.7+1.54%) comparado con el
obtenido en la dieta control (129.4+1.58%).
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En el presente trabajo no se obtuvo un efecto significativo de los prebidticos en la tasa
de crecimiento especifico (TCE g/dia) sobre los juveniles de totoaba alimentados con
dietas adicionadas con prebioticos. Los valores de TCE en los organismos que
consumieron prebiodticos fue de ~1.26+0.10 g/dia, mientras que los alimentados con la
dieta control presentan un TCE de 1.3+0.19 g/dia. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Ta’ati et al. (2011) lo cuales evaluaron el uso de prebidticos en la dieta del
esturion beluga (Huso huso) y a las 8 semanas no encontraron diferencias significativas
en la TCE de los organismos alimentados con las dietas suplementadas con prebioticos.
Contrario a estos resultados, Geng et al., (2011) obtuvieron diferencias significativas en
la TCE de juveniles de cobia (Rachycentrum canadum) al ser alimentados con diferentes
concentraciones (0.3 y 0.6%) de quitosano, reportando un valor mas alto (2.13+0.05
g/dia) en los juveniles alimentados con la dieta que contenia 0.6% del prebidtico. Estos
resultados coinciden con Lin et al., (2011) quienes encontraron diferencias significativas
en la TCE de juveniles de carpa koi (Cyprinus carpio koi) al adicionar a la dieta de estos
organismos 0.5% de [-glucano, obteniendo una TCE significativamente mayor

comparada con la dieta control.

7.2 Eficiencia alimenticia e indice hepatosomatico (IHS)

En cuanto a la tasa de conversién alimenticia (TCA) de los juveniles de totoaba no se
observd un efecto significativo en los organismos alimentados con las dietas
experimentales que contenian prebibticos comparados con los de la dieta control. El valor
mas bajo se registré en los organismos alimentados con la dieta con inclusion de inulina.
Esto coincide con lo reportado por Ortiz et al., (2013) quienes adicionaron a la dieta de
trucha arcoiris (Oncorhymchus mykis) dos concentraciones de inulina (5y 10 g kg?) y
observaron a los 49 dias que la TCA no present0 diferencias entre los tratamientos, aun
asi, reportaron el valor mas bajo en los organismos alimentados con la dieta que contenia
0.5% de inulina. Igualmente, los datos reportados por Lin et al. (2011) coinciden con los
del presente trabajo debido a que no observaron un efecto significativo en la TCA de la
carpa koi (Cyprinus carpio koi) alimentadas durante 8 semanas con una dieta que

contenia 0.5% de B-glucano. Sin embargo, en otro estudio por Lin et al. 2012 trabajando
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con la misma especie pero adicionando 0.2% de quitosano a la dieta, reportaron una
disminucién significativa en la TCA (1.55) comparado con la dieta control, con la cual
obtuvieron un TCA de 1.82.

Es bien sabido que los prebidticos aumentan la altura de las microvellosidades del
intestino en especies con habitos alimenticios similares a la totoaba como la corvina
(Sciaenops ocellatus). Este aumento en las microvellosidades se correlaciona
positivamente con la absorcion de nutrientes lo que conduce a una mejor digestibilidad,
mejorando asi el rendimiento y la utilizacion del alimento (Zhou, Buentello, & Gatlin,
2010). Por lo tanto en este estudio se esperaba observar mejores tasas de conversion
alimenticia. Sin embargo, es importante reconocer que en este tipo de estudios el
“prebidtico” no es el unico factor involucrado. Por su parte, Ringg et al. (2010) sugieren
gue las variaciones entre estudios puede deberse a que solamente se considera como
Gnica variable el prebidtico y se deja a un lado otros factores externos a la dieta, tales
como la biologia de la especie, especialmente en la microbiota natural, factores como el
ciclo estacional y el entorno circundante de los organismos en experimentacion, entre
otras. Todos estos factores pueden contribuir a enmascarar cualquier efecto positivo que

pudiese tener el prebibtico y no observar resultados positivos de su uso.

En cuanto a la tasa de eficiencia proteica (TEP) no se encontré un efecto significativo de
los prebidticos en los juveniles de totoaba obteniendo practicamente los mismos valores
(entre 2.0y 2.1) en los cuatro tratamientos. Estos resultados coinciden con los reportado
por Zhou et al., (2010) quienes evaluaron diferentes prebidticos, uno de ellos FOS en
forma de inulina en la dieta de la corvina (Sciaenops ocellatus) y a las 8 semanas no
observan diferencias significativas en la TEP, con valores de 1.6 para la dieta control y
valores promedio de 1.5 para el resto de los tratamientos. Por otra parte, Ebrahimi et al.,
(2012) adicionaron a la dieta de la carpa comun (Cyprinus carpio) diferentes
concentraciones de un prebiotico comercial (Immunogen®) y reportan diferencias
significativas en la TEP en las dietas con 0.15 y 0.25% de inclusién del prebidtico

comparadas con una dieta control sin el prebidtico.

Al igual que la tasa conversion alimenticia, en la eficiencia proteica se esperaban mejores

resultados en los organismos que fueron alimentados con dietas que incluian prebiéticos
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ya que se ha reportado cambios en la flora intestinal que pudiesen ayudar a una mejor
digestion de la dieta y una mayor eficiencia proteica. Sin embargo no fue asi, y quiz sea
por las mismas razones que sugieren Ringg et al. (2010), quienes ademas de reconocer
gue en este tipo de estudios existes otros factores ademas de la dieta que pudieran
enmascarar los efectos positivos de los prebioticos. Al comparar varios los resultados de
varios estudios con diferentes prebibticos en diferentes especies, se observan que cada
especie responde de una manera diferente a los prebiodticos. Lo que lleva a sugerir que
el efecto de los prebioticos suele ser especie-especifico y es importante evaluar su efecto

en cada especie de interés.

En cuanto al indice hepatosomaético (IHS) no se encontraron diferencias significativas de
los juveniles de T. macdonaldi entre las dietas con adicién de prebiotico (~2.3+0.27)
comparado con el valor de los organismos alimentados con la dieta control (2.4+0.29).
De manera similar, Zhou, Buentello, & Gatlin, (2010) adicionaron a la dieta de juveniles
de la corvina roja (Sciaenops ocellatus) diferentes prebiéticos y a las 8 semanas no
observaron diferencias en el IHS de los peces alimentados con sus dietas. A diferencia
del presente estudio y el de Zhou et al., 2010, Ta’ati, Soltani, Bahmani, & Zamini, (2011)
obtuvieron un aumento en el IHS de juveniles de esturion beluga (Huso huso) al agregar
a su dieta dos prebiéticos comerciales; Immunoster® e Immunowall®, en dos
concentraciones diferentes cada uno (1 y 3%). En ambos prebidticos y en las dos
concentraciones el IHS presentaron un aumento significativo con respecto a la dieta
control. Las diferencias en los valores de IHS se deben a un cambio en el tamafio y/o
composicién del higado. Estos cambios pueden ser causados por la energia en dieta
sobre todo un relacién E:P muy alta y/o enfermedades asociadas al higado. Un alto
porcentaje de lipidos en la dieta puede provocar un IHS mas alto ya que si no son
utilizados como fuente de energia se pueden depositar en el higado, aumentando el
tamafo de este y convirtiéndolo en un higado graso con un aspecto blanquecino. Este
factor (higados grasos de color palido) se observo en el presente estudio sobre todo en
los organismos al inicio del experimento ya que previo al ensayo fueron alimentados con
una dieta comercial para peces marinos con un alto contenido lipidico (16%) con respecto
al requerimiento estimado para esta especie (8-9%) por Rueda Lopez et al, (2011). Al
inicio del experimento los organismos tenian un IHS de 2.7+0.56. Después de ocho

semanas de ingerir las dietas experimentales, con un porcentaje lipidico mas adecuado
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para la especie los valores de IHS disminuyeron, sugiriendo que las dietas
experimentales tenian una mejor relacion E/P que la dieta comercial para peces marinos.
Sin embargo, los prebidticos no tuvieron un efecto positivo en este parametros ya que el
IHS de los peces alimentados con la dieta control fue similar a los peces alimentados con

prebidticos.

Sin embargo, los valores del IHS de los juveniles de totoaba reportados en el presente
estudio coinciden con los valores obtenidos por Villarreal Rodarte, (2011) en la misma
especie, a pesar de que el tamafo de los organismos era muy diferente (50-66g vs 1.39).
No obstante Lopez, Maricela, Bafuelos-Vargas, Galaviz, & True, (2015) obtuvieron
valores de IHS ligeramente menores para la totoaba que los reportados por Villarreal
Rodarte, (2011).

7.3 Composicion proximal del musculo

No se encontraron diferencias significativas en la composicion proximal del musculo con
excepcion del contenido de cenizas. Se observd un aumento significativo en los juveniles
de totoaba alimentados con la dieta que contenia B-glucano. Es probable que este efecto
no sea atribuible a un factor del prebiético, si no al andlisis en si, donde alguna escama
0 huesos presentes en la muestra pudieran haber influenciado el resultado de este
analisis. Sin embargo, los valores de los otros nutrientes del musculo son similares a los
reportados por Rueda-Lépez et al. (2011) y por Lépez et al., Durazo, True & Viana (2006)
para la misma especie. Resultados similares fueron reportados por Reza, Abdolmajid,
Abbas & Abdolmohammad (2009) quienes no observaron diferencias significativas en la
composicién del musculo (proteinas, lipidos y humedad) de juveniles de esturion beluga
(Huso huso) después de ocho semanas de ser alimentados con dietas que incluian inulina
al 1, 2 y 3%. Estos resultados coincide con lo reportado por Ortiz et al. (2013) quienes
evaluaron el efecto de los fructooligosacaridos (FOS) y la inulina al 0.5y 1% en la dieta
de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) por un periodo de 49 dias y no
encontraron diferencias significativas entre tratamientos en la composicion del musculo

de esta especie. Por su parte, Rossi et al., (2015) evaluaron incluir el prebidtico comercial
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GroBiotic-A® al 2% en la dieta de la corvina (Sciaenops ocellatus) por un periodo de 15
semanas y no obtuvieron diferencias significativas en la composicion del musculo de los
organismos alimentados con y sin prebidtico. Estos resultados sugieren que por lo
general los prebidticos no tienen un efecto en la composicion proximal del musculo en

diferentes especies cuando son alimentadas con prebioticos.

7.4 Coeficiente de digestibilidad aparente (CDA%)

Uno de los efectos méas importantes atribuidos a los prebi6ticos, son la modulacion de la
flora intestinal del organismo que puede resultar en un aumento en la capacidad digestiva
de este. Para evaluar este efecto, en el presente estudio se estimé el coeficiente de
digestibilidad aparente (CDA) de las dietas y se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos observando un mayor CDA en los peces alimentados con la dieta
que contenia inulina (70.7+1.1%). No se encontraron diferencias significativas entre los
otros tratamientos y el control. Estos resultados concuerdan con los reportados por Burr,
Hume, Neill & Gatlin (2008) quienes obtuvieron diferencias significativas en la
digestibilidad de juveniles de la corvina (Sciaenops ocellatus) al ser alimentados con
dietas que contenian un prebiético comercial GroBiotic®-A, MOS, inulina y GOS. Estos
autores reportaron la mejor digestibilidad la dieta que incluia GroBiotic-A®, una
digestibilidad intermedia en las dietas que incluian MOS y GOS, mientras que la menor
digestibilidad se presentd en la dieta basal. Estos resultados difieren con lo reportado por
Grisdale-Helland, Helland & Gatlin (2008) quienes evaluaron incluir 1% de varios
prebidticos (MOS, GOS y FOS) en la dieta de juveniles de salmoén (Salmo salar) y
después de 4 meses no observaron ninguna diferencia significativa en la digestibilidad
de las dietas. Los autores proponen que el aumento de la digestibilidad se debe a que la
comunidad microbiana produjo un aumento en las enzimas digestivas, aunque no lo
evaluaron directamente. Sin embargo aun no se conoce el mecanismo preciso que
relacione los prebioticos con una mejor digestibilidad, y de acuerdo a Ringg et al. (2010)
se necesitan mas estudios para confirmar esta hipo6tesis. En el presente estudio, se

evaluo la actividad enzimatica de las principales enzimas digestivas para intentar elucidar
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uno de los mecanismos de accion del incremento en la digestibilidad de la dieta al usar

los prebidticos.

7.5 Actividad enzimatica

7.5.1 Tripsina

Se encontraron diferencias significativas en actividad total (UA) de la tripsina entre los
tratamientos. Se observé un aumento significativo de la actividad de esta enzima en los
juveniles de totoaba alimentados con la dieta que contenia inulina (103.1+4.4) y la menor
actividad en la dieta basal (60.4+2.9). La actividad especifica (U ug de proteina) de esta
enzima no presentd diferencias significativas entre tratamientos pero se observa
claramente un aumento en los organismos alimentados con inulina (0.21+0.03) respecto
a los peces alimentados con las otras dietas. El incremento en la actividad total de la
tripsina en los peces alimentados con dietas suplementadas con inulina ayuda a explicar
la mayor digestibilidad de la dieta obtenida en este tratamiento y respalda la hipétesis
propuesta por el laboratorio de Gatlin y sus colaboradores en varios de sus estudios (ver

seccion anterior).

Resultados similares fueron reportados por Xu & Lin (2009) quienes suplementaron una
dieta basal para la carpa plateada de Prusia (Carassius auratus gibelio) con tres niveles
de inclusion (0.15, 2.1 y 3.2%) de xilooligosacéaridos (XOS) obteniendo un aumento
significativo en la actividad especifica de las proteasas totales en la dieta suplementada
con 2.1% del prebiotico. Semejante a estos resultados, Guzman-Villanueva et al. (2014)
adicionaron a la dieta del huachinango del Pacifico (Lutjanus peru) dos niveles de B-
glucano (0.1 y 0.2%) y a las dos semanas observaron un aumento en la actividad
especifica de tripsina en los organismos alimentados con la dieta suplementada al 0.1%.
En otro estudio realizado por Refstie et al. (2006) en el que agregaron a la dieta para el
salmén (Salmo salar) inulina al 7.5% y algunos antibioticos. No observaron diferencias
significativas en la actividad total de las enzimas digestivas cuando estimaron su actividad

en todo el intestino, pero si encontraron un aumento significativo en la actividad de la
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tripsina en el intestino distal. Por otra parte, Anguiano, et al., (2012) realizaron un estudio
en la corvina dorada (Sciaenops ocellatus) y en el hibrido de la lobina rayada (Morone
chrysops x M. saxatilis) donde alimentaron a los juveniles de la corvina con una dieta
basal y con diferentes dietas que contenian MOS, FOS, TOS y GoBiotic®-A al 1%,
mientras que los juveniles del robalo rayado hibrido fueron alimentados con una dieta
basal y con dos niveles de inclusiones de GroBiotic®-A (1 'y 2%). A las ocho semanas no
obtuvieron diferencias significativas en cuanto a la actividad especifica de tripsina en

ambas especies.

7.5.2 Lipasa

Al cuantificar la actividad de la lipasa se encontraron diferencias significativas en la
actividad especifica (U ug-1 de proteina). La mayor activad especifica de esta enzima se
registr6 en los juveniles de totoaba alimentados con la dieta que incluia inulina
(1.05+0.14) y la menor actividad en los organismos alimentados con suplementacion de
quitosano (0.46+0.11). En cuanto a la actividad total (UA) no se registré un efecto
significativo, sin embargo se observé un aumento de esta enzima en los organismos
alimentados con inulina (539.7+145.7) comparando con la dieta basal (366.1+29.8). Estos
resultados difieren con lo reportado por Guerreiro et al. (2016) quienes suplementaron la
dieta de la dorada (Sparus aurata) con el prebiético FOS y después de ocho semanas no
observaron diferencias significativas en la actividad especifica de la lipasa entre los
organismos alimentados con y sin el prebiético. De manera similar, Anguiano et al. (2012)
reportan no haber encontrado diferencias significativa en la actividad especifica de la
lipasa en juveniles de corvina (Sciaenops ocellatus) y en juveniles de robalo rayado
hibrido (Morone chrysops x M. saxatilis) alimentados con los diferentes prebioticos (MOS
FOS, TOS y GoBiotic®-A). En contraste, Azari et al. (2011) obtuvieron diferencias
significativas en la actividad especifica de lipasa en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykis) a las 12 semanas de ser alimentados con prebiéticos GoBiotic®-
Ay Aqualase al 1y 2%, donde registraron un aumento en la actividad de lipasa en los

organismos alimentados con una dieta suplementada con GoBiotic®-A al 2%.
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7.5.3 Amilasa

Al cuantificar la actividad de la amilasa no se obtuvieron diferencias significativas en
actividad total (UA) ni en la actividad especifica (U pg-1 de proteina) de los juveniles de
totoaba alimentados con los prebiéticos (B-glucano, quitosano e inulina). Sin embargo es
importante mencionar que se observa un aumento notable en la actividad total de esta
enzima al usar prebiéticos (la actividad de los organismos alimentados con prebiético fue
~155+31 mientras que la de los organismos que no consumieron prebioticos fue de
108.2+45.5). En contraste con estos resultados, Refstie et al. (2006) obtuvieron
diferencias significativas en la actividad total de la amilasa en juveniles de salmén (Salmo
salar) alimentados con una dieta suplementada con inulina. Asi mismo, sus resultados
coinciden con los reportados por Xu et al. (2009) quienes encontraron un efecto
significativo en la actividad especifica de la amilasa de juveniles del carpa plateada de
Prusia (Carassius auratus gibelio) alimentados con tres niveles (0.15, 2.1 y 3.2%) de
xilooligosacaridos (XOS). Este efecto se vio reflejado en los organismos que consumieron
la dieta con 2.1% de XOS. Por otra parte Anguiano et al. (2012) realizaron un trabajo en
la corvina dorada (Sciaenops ocellatus) y en el hibrido de la lobina rayada (Morone
chrysops x M. saxatilis) donde suplementaron las dietas de los juveniles de corvina
dorada con MOS FOS, TOS y GoBiotic®-A al 1%, mientras que los juveniles de robalo
rayado hibrido fueron alimentados con dos inclusiones de GoBiotic®-A (1 'y 2%), después
de ocho semanas no observaron efecto significativos en la actividad especifica de la
amilasa en los juveniles de la corvina, mientras que en el robalo rayado hibrido si
encontraron un aumento significativo en ambas concentraciones evaluadas de
GoBiotic®-A. Esto coincide con los resultados de este trabajo y los obtenidos en el hibrido
de la lobina. Por su parte Azari et al. (2011) reportaron diferencias en la actividad
especifica de la amilasa en juveniles de trucha arcoiris al ser alimentados con una dieta

que tenia inclusion de GoBiotic®-A al 2%.

De manera general, el efecto positivo de los prebioticos sobre la actividad de las enzimas
digestivas puede deberse en parte al aumento de las microvellosidades provocado por
los prebibticos, esto es debido a que algunas bacterias reconocen sitios de unién en el
prebiotico en lugar de la mucosa intestinal, y actan como sustrato para las bacterias

benéficas, lo que provoca el aumento de estas y una reduccidon en la colonizacion de
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bacterias patdégenas intestinales. Por lo tanto, ademas de una incidencia de infeccion
menor, hay un aumento en la absorcion de nutrientes disponibles, este mecanismo afecta
directamente a la recuperacion de la mucosa intestinal y al aumento de longitud de las
vellosidades (Ganguly, Dora, Sarkar, & Chowdhury, 2013), lo que se correlaciona

positivamente con la absorcion de nutrientes (Zhou et al., 2010).

Li & Gatlin, (2005) contribuyen a sustentar esta hipotesis debido a que encuentran que
los polisacaridos empleados como prebi6ticos estimulan el crecimiento de la microbiota
del sistema digestivo benéfica en peces. Por otra parte y complementando esta
conclusién. Dimitroglou et al., (2011) sugieren que algunas poblaciones de bacterias
contribuyen a modificar la actividad de las enzimas digestivas del organismo a través de
la capacidad de producir y liberar enzimas digestivas exdgenas.

Por otra parte las diferencias en el efecto positivo de los prebioticos entre especies, se
pueden explicar debido a que es posible que el efecto de los prebibticos sobre las
enzimas digestivas este estrechamente relacionado con la fisiologia y morfologia del
tracto gastrointestinal (GIT) de cada especies. Por ejemplo las diferencias entre peces
carnivoros (corvina, hibrido de la lobina rayada, la dorada, entre otros) y peces
herbivoros/omnivoros como los ciprinidos, donde estos ultimos tienen una mayor longitud
intestinal y un mas lento paso del bolo alimenticio dentro de estos hacen que el paso de
los prebidtico a través del GIT se mas lento y pueda tener mayor efecto (Anguiano et
al., 2012).

Sin embargo esta hipétesis no concuerda con el efecto observado en el presente estudio
donde se observé un aumento en la actividad de la tripsina y la lipasa al incluir inulina en
la dieta de un pez carnivoro (totoaba). Estos resultados coinciden con lo reportado por
Guzman-Villanueva, Ascencio-Valle, Macias-Rodriguez & Tovar-Ramirez (2014) quienes
obtuvieron efectos positivos en la actividad enzimatica del pargo (Lutjannus peru) al
alimentarlo con dietas que incluyan B-glucano. Los autores sugieren que este efecto se
debe a la influencia del B-glucano que posiblemente altero la microbiota intestinal, sin
embargo proponen realizar un estudio detallado sobre la microbiota previo y posterior a
la alimentacion con este prebidtico para evaluar los cambios en la poblacion de bacterias

en el intestino.
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Dando que aun no hay conceso sobre los efectos de los prebioticos y lo mecanismos de
accion asi como las diferentes hipotesis que se presentan en la literatura, se propone
realizar mas estudios minuciosos en los efectos directos sobre microbiota del sistema

digestivo e intentar cuantificar los cambios de esta.

7.6 Actividad inmunne no especifica

7.6.1 Proteina totales en suero

No se encontraron diferencias significativas en la cuantificacion de las proteinas totales
en suero de juveniles de totoaba alimentados con los diferentes prebidticos. Sin embargo
si hubo un efecto significativo en todos los tratamientos a través del tiempo, independiente
de la dieta. En todos los tratamientos los valores totales de las proteinas en suero
registraron un aumento a valores cercanos a los 3.1+0.29 g dL ! a los 14 dias de haber
iniciado el bioensayo. Sin embargo para el dia 28, los valores de proteina total regresaron
a niveles cercanos a los iniciales de 2.49+0.40 g dL-1. En contraste, Reyes-Becerril et
al. (2014) evaluaron la suplementacién de un probidtico (Lactobacillus sakei), un
prebidtico (inulina al 1%) y un simbidtico (Lactobacillus sakei + 1% inulina) en la dieta de
la cabrilla sardinera (Mycteroperca rosacea) durante ocho semanas. Los autores reportan
no haber encontrado un efecto significativo a través del tiempo en las proteinas totales
del suero, pero si un efecto de los suplementos evaluados. Por su parte, Reza, et al.,
(2009) encontraron diferencias significativas a las ocho semanas de alimentar al esturion
beluga (Huso huso) con una dieta suplementada con inulina al 1, 2 y 3%. Los autores
reportan haber observado una disminucién de las proteinas totales en suero, encontrado
el menor valor en la dieta con una concentracién de 2% de inulina (0.93+0.11 g dL™1),
mientras que el valor mayor se present6 en la dieta basal (1.23+0.07 g dL'!). De manera
similar, Ebrahimi et al. (2012) suplementaron la dieta basal de la carpa comun (Cyprinus
carpio) con un prebidtico comercial Immunogen® al 0.05, 0.1, 0.15y 1.25% por un periodo
de ocho semanas. Los autores reportan haber encontrado un efecto significativo de los
prebiodticos sobre la cuantificacion de las proteinas totales en suero, donde observaron

un aumento en las proteinas de los organismos alimentados con 0.15 y 1.25%, mientras
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que con 0.05 y 0.1% los valores disminuyeron, en comparacion con el control. En
contraste, Mourifio et al. (2012) reportan no haber encontrado algun efecto significativo
en las proteinas totales en suero en un hibrido del genero Pseudoplatystoma alimentado

con dietas suplementadas con inulina al 0.5% después de 15 dias de experimentacion.

Las proteinas totales en el suero de los peces son generalmente de dos tipos; albuminas
y globulinas, las albuminas estan presentes en el suero en mayor proporcion que las
globulinas (Kumar et al., 2005) y tienen como funcién transportar proteinas, acido grasos,
hormonas, entre otras moléculas (Peters, 1995) mientras que las globulinas son proteinas
de defensa, como por ejemplo las inmunoglobulinas. La concentracion de proteinas
totales en suero puede proporcionar informacion relacionada con alguna deficiencia
nutricional o algun efecto en la respuesta inmune no especifica. Cuando se observa un
aumento en los valores de proteinas totales en suero suele estar relacionado con una
respuesta inmunoldgica y sugiere un probable aumento en globulinas. Las globulinas
estan relacionadas con el proceso de inflamacion, por otra parte una disminucion en las
proteinas totales en suero puede estar asociada a una disminucion de la albumina sérica,

y puede indicar algun deficiencia nutricional (Bush, 2004).

Se sugiere que el aumento de proteinas totales obtenido a los 15 dias de iniciado el
bioensayo en este estudio podria indicar que los organismos estuvieron bajo estrés. Es
bien sabido que cualquier tipo de estrés provoca una alteracion en los parametros del
sistema inmune. Esta hipotesis se establecié debido a que un aumento de proteinas
totales se le atribuye un aumento de las globulinas, proteinas relacionadas con la defensa
del cuerpo. Se cree que al sentirse amenazado el organismo se desencadend un
aumento en la produccion de las proteinas (globulinas). Sin embargo no hubo un efecto

del prebidtico ya que todos los tratamientos respondieron de manera similar.

7.6.2. Conteo de leucocitos

Se encontraron diferencias significativas en el tiempo y en el tipo de prebidtico

suplementado, pero no en la interaccidon entre estos factores. El nimero de células
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blancas tuvo un aumento significativo en todos los tratamientos a las dos semanas de
haber iniciado el bioensayo y se mantuvo a niveles similares a partir de este momento.
En cuanto al efecto del prebidtico suplementado, los organismos alimentados con la
inclusion de B-glucano o el quitosano presentaron una mayor produccion de estas células
a partir del dia 42 comparados con los alimentados con la dieta basal. Estos resultados
son favorables para el organismo porgue un aumento en el niumero de leucocitos nos
indica que hay la suficiente produccién de células para combatir a microorganismos o
posibles patégenos en caso de ser necesario, esto debido a que en el niumero total de
leucocitos el mayor porcentaje es de neutréfilos (Alberts, et. al, 2002), células con una
alta capacidad de defensa. Estas células presentan un mecanismo de ingestion y
digestion de material extrafio particulado bastante eficiente, conocido como fagocitosis
(Mac Arthur & Fletcher 1985).

Finalmente, Dalmo & Bogwald, (2008) sugieren que el B-glucano estimula directamente
los leucocitos, lo que coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio.
Ademas de estimular la fagocitosis y algunos pardmetros mas del sistema inmune innato

como el estallido respiratorio.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por Del Rio-
Zaragoza et al., (2011) los cuales adicionaron B-glucano al 0.05, 0.1 y 0.5% a la dieta
basal de juveniles de pargo (Lutjanus guttatus) y a las tres semanas observaron un
aumento significativo en el nimero de leucocitos de los organismos alimentados con 0.05
y 0.1%. Por otra parte los resultados reportados por Lin et al. (2011) coinciden con estos
resultados. Estos autores adicionaron a la dieta de la carpa comun (Cyprinus carpio) 0.5%
de B-glucano y 0.2% de quitosano por separado, y observaron una aumento de los
leucocitos en ambos tratamientos comparados con los del control. Sin embargo, al
comparar entre estos dos grupos (con prebidticos), los que peces alimentados con B-
glucano registraron un mayor numero de leucocitos, en menor tiempo que los

suplementados con quitosano.

Contrario a estos resultados, Gopalakannan & Arul (2006) no observaron un efecto
significativo en el conteo de células blancas de juveniles de carpa (Cyprinus carpio) al

suplementar sus dietas con 1% de quitosano, aun después de 30, 60 y 90 dias de
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experimentacion. Por su parte, Reza et al. (2009) suplementaron diferentes dietas con
inulina (1, 2 y 3%) y alimentaron juveniles de esturién beluga (Huso huso) durante ocho
semanas. Al cuantificar los leucocitos observaron un aumento significativo en los
organismos alimentados con dietas suplementadas con 1% de inulina y una disminucion
en los peces de los tratamientos con 2 y 3 %. Asi mismo, Lin et al. (2012) coinciden con
estos resultados al obtener diferencias significativas en el conteo de leucocitos de carpa
koi (Cyprinus carpio koi) al incluir en su dieta quitosano al 2% después de alimentarlos

durante ocho semanas.

7.6.3 Estallido respiratorio

Los valores determinados para el estallido respiratorio en los juveniles de totoaba
alimentados con dietas suplementadas con los prebidticos resultaron con diferencias
significativas en cuanto al tiempo, el tipo de prebidtico, y en la interaccién entre estos
factores. Los valores del estallido respiratorio tuvieron un aumento significativo en las
dietas que contenian quitosano e inulina a los 30 y 45 dias después de iniciado el
bioensayo. Posteriormente en ambos tratamientos este parametro disminuyo en el dia
60. Es importante mencionar que los valores del estadillo respiratorio de los organismos
alimentados con la dieta basal registraron aumento significativo en el dia 45, y para los
peces alimentados con dietas suplementadas con B-glucano los valores se mantuvieron
practicamente iguales durante todo el bioensayo. Un aumento en el estallido respiratorio
indica una mayor capacidad de degradar a posibles patdgeno incluso microbios, lo que
conduce a una mejor capacidad del organismo frente a estas amenazas (Jgrgensen &
Robertsen, 1995). Este proceso es llevado a cabo por los leucocitos, especificamente
por macréfagos y neutrdéfilos, responsables de degradar estas particulas mediante las

especies reactivas de oxigeno producidas en el proceso de estallido respiratorio.

Del Rio-Zaragoza et al. (2011) llevaron a cabo un estudio con el pargo (Lutjanus guttatus)
alimentando a estos peces durante cinco semanas con dietas suplementadas con [3-
glucano al 0.05, 0.1 y 0.15% y reportan resultados favorables al presentar diferencias

significativas en la produccion de sustancias oxidativas mediante el proceso de estallido
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respiratorio. De manera similar Lin et al. (2011) evaluaron suplementar la dieta de la carpa
koi (Cyprinus carpio koi) con B-glucano al 0.5% y quitosano al 0.2%, y alimentaron a los
peces durante 56 dias. A los 7 y 21 dias observaron un aumento de este parametro en
los organismos alimentados con B-glucano, mientras que los alimentados con quitosano
observaron un aumento a los 14 y a los 56 dias. Estos resultados coinciden con los
reportados por Gopalakannan & Arul, (2006), quienes afadieron quitosano al 1% en la
dieta de la carpa comun (Cyprinus Carpio) y por Ai et al. (2007) quienes reportan un
aumento en el estallido respiratorio de juveniles de corvina (Pseudiciana crocea) al

alimentarlas con dietas suplementadas con 3-glucano al 0.09%.

Contrario a los resultados obtenidos en las especies anteriores, se llevdé a cabo una
investigacion por Buentello et al. (2010), quienes adicionaron a la dieta de la corvina
dorada FOS, MOS, TOS y GoBiotic-A® al 1% y a las cuatro semanas de alimentacion
con estos prebidticos no observaron efectos significativos sobre los valores del estallido
respiratorio. De igual manera Zhou et al., (2010) suplementaron la dieta de la corvina
(Sciaenops ocellatus) con Previda™, Bio-MOS®, GOS y FOS al 1 % y después de ocho
semanas de alimentacion reportaron una reduccion en los valores del estallido
respiratorio de los organismos alimentados con FOS, mientras que los alimentados con

el resto de los prebibticos no presentaron ningun efecto significativo.

7.6.4 Fagocitosis

En el presente estudio el porcentaje de fagocitosis en juveniles de totoaba alimentados
con dietas suplementadas con los prebidticos no presento6 diferencias significativas en el
tiempo, en el tipo de prebidtico y no hubo interaccion entre ambos factores. Sin embargo
se observo un ligero aumento en el porcentaje de fagocitosis a las cuatro y seis semanas
de haber iniciado el bioensayo y para la semana ocho se registré una reduccion en estos
valores. Un aumento en el porcentaje de fagocitosis indica una respuesta favorable para
los peces debido a que es un proceso que representa la primera linea de defensa celular
en vertebrado e invertebrados (Chi et al., 2014 y Roth & Kurtz, 2009) y consiste en que

células como macréfagos y neutrdfilos (fagocitos) fagocitan particulas, como bacterias,
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células rojas o cualquier particula ajena al huésped, debido a que los fagocitos tienen la
capacidad de reconocer y decodificar moléculas o iones (ligandos) presentes en la
superficie de su objetivo de fagocitosis (Carbone & Faggio, 2016). Durante este proceso
se producen algunas sustancias antimicrobianas con la finalidad de destruir a la particula
fagocitada, algunos de estos productos son especies reactivas de oxigeno (ROS),
incluyendo el anion superoxido, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo. Estas
sustancias participaran en el estallido respiratorio (Esteban, Cuesta, Chaves-Pozo, &
Meseguer, 2015). Es decir, los mecanismos de defensa; fagocitosis y estallido
respiratorio actian de manera conjunta con la finalidad de defender a los organismos de

cualquier amenaza.

Diversos estudios estudiando la fagocitosis en peces coinciden con lo reportado por
Guzman-Villanueva et al. (2014) quienes suplementaron la dieta de la dorada con B-
glucano al 0.1% y no encontrado un efecto significativo durante las cuatros primeras
semanas. Contrario a estos resultados, Del Rio-Zaragoza et al. (2011) obtienen
diferencias significativas en el porcentaje de fagocitosis en juveniles de pargo lunarejo
(Lutjanus guttatus) al incluir en su dieta 0.5% de B-glucan. Los autores reportan haber
registrado este efecto solamente en la primera semana. Por otra parte, Lin et al. (2011)
reportan diferencias significativas en los valores de fagocitosis en juveniles de carpa koi
(Cyprinus carpa koi) alimentados con dietas suplementadas con 3-glucano y quitosano al
0.5 y 0.2% respectivamente. Los autores reportan haber registrado este aumento en el
porcentaje de fagocitosis en ambos grupos de peces desde los 21 dias, aunque la mayor
actividad se registré en los peces alimentados con B-glucano. Por su parte, Geng et al.
(2011) coinciden con estos resultados al registrar un aumento en el porcentaje de
fagocitosis en juveniles de cobia (Rachycentron canadum) después de ser alimentados

con dietas suplementadas con 0.3 y 0.6% de quitosano durante ocho semanas.

Los resultados descritos con anterioridad incluyendo los obtenidos en este trabajo
sugieren que los prebidticos en los peces estimulan el sistema inmune innato debido a
gue estas sustancias (los prebidticos) presentan secuencias repetidas de glucosa, ribosa,
acidos grasos, entre otras (Dalmo & Bogwald, 2008). Estas secuencias se conocen como
Particulas Moleculares Asociadas a Microorganismos (MAMPS) y se encuentran de

manera natural en organismos microbianos como bacterias, pero estan ausentes en las
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células eucariotas (Pifieros et al., 2012) y es debido a esta ausencia que se convierten
en particulas desconocidas para el organismo y el sistema inmune lo detecta como una

particula extrafia o un posible patdgeno.

Por otra parte, en el caso de los microorganismos que pueden generar alguna
enfermedad o dafio en el huésped producen ciertas sustancias conocidas como
Particulas Moleculares Asociadas a Patégenos (PAMPs) (Patifio, 2009. Tomado de
Dalmo & Bogwald, 2008). Los PAMPs son capaces de unirse a receptores de células del
sistema inmune como monocitos, macrofagos, neutrofilos, y por algunas células que no
estan implicadas en la inmunidad, como las células del tejido especifico epitelial y
endotelial. Estos receptores se conocen con PRRs (Receptores de Reconocimiento de
Patdégenos) y son los que inician la respuesta inmune innata a través de la deteccion de
agentes infecciosos como las bacterias PAMPs (Carbone & Faggio, 2016) o bien con la
deteccidon de los MAMPs a pesar de no ser dafiinos para el huésped. Todos los PRRs
poseen un dominio de proteina que les permite reconocer los PAMPs y a los MAMPs
junto con un dominio de proteina que interactia con las moléculas de sefializacion para

la activacion de los mecanismos del sistema inmune innato.

Por ultimo, es importante mencionar que a pesar de existen hipotesis sobre el mecanismo
accion y los efectos positivos que se presentan por la administracién de prebioticos en la
dietas de peces sobre el sistema inmune innato, existen varios estudios en los cuales no
se observan estos efectos positivos. Existen varios factores que pudieran ayudar a
explicar estos hechos. Por ejemplo, la naturaleza y composicion de la dieta basal, el nivel
de inclusién del prebiético, el tipo de prebidtico, al periodo de adaptacion, la estructura
quimica del prebiotico, el origen del prebiotico. Asi mismo las caracteristicas de los
organismos utilizados en los bioensayos (especie, edad, etapa de la produccion) y/o a

las condiciones ambientales del experimento (Reza et al., 2009).
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Capitulo 8. Conclusion

e Los prebioticos: B-glucano, quitosano e inulina afiadidos en la dieta de la totoaba
(Totoaba macdonaldi) no afectaron significativamente el crecimiento, el indice
hepatosomatico y la eficiencia alimenticia.

e La composicion del musculo de la totoaba se vio afectado solamente en el
porcentaje de cenizas, donde se obtiene un aumento en los juveniles de totoaba
alimentados con inclusion de B-glucano.

e El coeficiente de digestibilidad aparente de la dieta fue significativamente mayor
en los peces alimentados con la dieta que contenia inulina al 1%. Este aumento
se relaciona con un aumento significativo en la actividad total de la tripsina 'y en la
actividad especifica de la lipasa en los organismos alimentados con el mismo
prebidtico.

e Laactividad especifica (UA) y actividad total (Uug P) de amilasa no se vio afectada
estadisticamente por los prebiéticos.

e Se observo un aumento significativo de las proteinas totales en suero de juveniles
de totoaba a los 14 dias de iniciado el bioensayo en todos los tratamientos.

e Se observé un efecto significativo a través del tiempo en el estallido respiratorio.
Se cuantific6 una mayor actividad en los organismos alimentados con inulina y
guitosano a los 30 y 45 dias respectivamente.

e EI nimero de leucocitos de la totoaba fue afectado significativamente por la
suplementacioén en dieta de inulina, B-glucano y quitosano. Sin embargo, se obtuvo
una respuesta mas temprana (partir de 15 dias de iniciar con la alimentacién) en
los peces alimentados con B-glucano.

e Los prebidticos evaluados no tuvieron un efecto significativo en el porcentaje de
fagocitosis de los juveniles de totoaba.
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Capitulo 9. Recomendaciones

Los juveniles de totoaba que consumieron la dieta con inulina al 1% presentaron
efectos positivos en la capacidad digestiva, por lo que se sugiere evaluar
concentraciones mas elevadas de B-glucano y quitosano, para observar su
posible efecto en esta especie.

Evaluar las microvellosidades del intestino antes y después del bioensayo, para

observar el efecto de los prebioticos en el intestino de los peces.

Estandariza la técnica de fagocitosis para esta especie, debido a que se
presentaron algunas complicaciones como la coagulacion de sangre antes de

montar el frotis.
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