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Resumen de la tesis que presenta Adriana Jeanette Ramirez Sosa como requisito parcial para la obtencidn
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Efecto de la inclusion de GroBiotic®-A en dietas bajas en harina de pescado sobre el desempefio
biolégico, digestion, salud y microbiota intestinal de Seriola dorsalis

Resumen aprobado por:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Director de tesis

Los peces carnivoros de cultivo requieren grandes porciones de proteina en las dietas y la harina de
pescado (HP), ha sido la principal fuente por muchos afios. Sin embargo, debido a los decrementos en la
produccidn de la HP, al incremento en la demanda y a sus elevados precios, se han estado buscado fuentes
proteicas alternativas que permitan cumplir con los requerimientos nutricionales de los organismos de
cultivo. Asimismo, la inclusion de compuestos funcionales, como los prebidticos, en dietas ricas en
proteina vegetal como la harina de soya (HS), pueden favorecer su digestibilidad, asi como el crecimiento
y salud de los individuos. Por otro lado, el jurel (Seriola dorsalis) es una especie de gran importancia
econdmica y recientemente en México se comenzd a cultivar a escala comercial, sin embargo, la
informacidn sobre la inclusion de compuestos funcionales en dietas elaboradas con fuentes alternativas a
la HP, es escasa. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto del prebidtico comercial
Grobiotic®-A (GBA) en 3 niveles de inclusidn en una dieta con un contenido alto de HS, para determinar
los efectos en el desempefio bioldgico, digestidn, salud intestinal (lainterleucina 1- beta (IL-1B), la proteina
de choque térmico 70 (HSP70), la maltasa-glucoamilasa (mga) y la aminopeptidasa N (apn)) y composicion
del microbioma intestinal por medio de electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE)
en juveniles del jurel. Se formularon cuatro dietas isoproteicas (48% PC) e isolipidicas (15% LC) con 64% de
HS y con niveles de inclusion de GBA al 0, 1, 2 y 3%, que fueron asignadas aleatoriamente y evaluadas por
triplicado en un sistema de recirculacién de agua de mar compuesto por 12 tanques. Los peces fueron
alimentados por 42 dias a saciedad aparente, tres veces al dia. Al finalizar el bioensayo, se observo que
GBA no tiene efectos significativos en los parametros de eficiencia alimenticia, crecimiento y composicion
proximal. Mientras que en la actividad enzimatica solo se presentaron efectos significativos en la actividad
de las lipasas del intestino y amilasas del intestino y ciegos pildricos. La digestibilidad de las dietas con
inclusion del 2 y 3% de GBA se incrementé significativamente en comparacion con la dieta con el 1% GBA.
En la expresidn relativa de los genes relacionados con la salud intestinal, hubo una expresion significativa
delail-18 en el tratamiento con el 2% de GBA, asimismo para la apn en el tratamiento con el 3% GBA. Sin
embargo, para la hsp70 y mga, no se detectaron efectos significativos. Por Ultimo, en el andlisis de DGGE
se observé que los peces alimentados con el 2 y 3% de GBA presentaron una composicion microbiana
similar entre ellos, mientras que con el 1% de GBA y el control, no fueron similares entre si. De acuerdo a
estos resultados, se concluye que la inclusion del 2% de GBA en las dietas con alto contenido de harina de
soya, es una buena alternativa para disminuir el consumo de la harina de pescado en la alimentacion del
S. dorsalis. No obstante, se sugiere realizar un andlisis mas amplio en cuanto al microbiomay la morfologia
del intestinal usando HS de diferentes calidades para determinar de manera mas especifica el efecto del
GBA en dietas con alto contenido de HS en el cultivo del S. dorsalis.

Palabras clave: Ingredientes alternativos, compuestos funcionales, prebiético, Grobiotic®-A, desempeiio
biolégico, actividad enzimatica, digestibilidad, salud intestinal, microbiota intestinal, Seriola dorsalis.



ii
Abstract of the thesis presented by Adriana Jeanette Ramirez Sosa as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Effect of the inclusion of GroBiotic®-A in low fishmeal diets on the biological performance, digestion,
health and intestinal microbiota of Seriola dorsalis

Abstract approved by:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Thesis Director

Carnivorous fish require large amounts of protein in their diets and fishmeal (FM) has been used for many
years to meet this demand. However, due to increase fishing pressure, fluctuating FM production and
higher demand from aquaculture, has led to high prices of this protein source and concerns of the future
sustainability of the industry. The latter has led to the search for alternative protein sources to meet the
high protein demand and nutritional requirements of the marine fish. In this respect, the inclusion of
functional compounds, as prebiotics, in diets with high content of alternative vegetal proteins like the
soybean meal (SBM), increases growth, digestibility and health of the fish. The California Yellowtail (Seriola
dorsalis) is a species with great economic importance in North America and Mexico recently began the
commercial scale culture of this species. Nonetheless, little information has been published to date
evaluating the inclusion of functional compounds in diets based in alternatives sources to FM. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the inclusion of a commercial prebiotic, Grobiotic®-A, at 3 levels
of inclusion in diets with high SBM content, to determine the effects in growth performance, digestion,
intestinal health (interleucine 1- beta (IL-1B), heat-shock protein 70 (HSP70), maltase-glucoamylase (mga)
and aminopeptidase N (apn)) and intestinal microbiome composition using denaturizing gradient gel
electrophoresis (DGGE) in California Yellowtail juveniles. Four isoproteic (48% CP) and isolipidic (15% CL)
diets based on 64% SBM and different inclusion levels of GBA (0, 1, 2 and 3%) were formulated. The diets
were randomly assigned and evaluated in triplicate in a seawater recirculating system composed of 12
tanks. The fish were fed to apparent satiation three times a day for a period of 42 days. At the end of the
experiment no significant effects of GBA dietary inclusion were found in terms of growth, feed efficiency
and fish proximate composition. Significant effects were found on the specific activity of lipase in the
intestinal region and amylase of the intestinal and pyloric regions. In vitro protein digestibility of diets
with 2 and 3% of GBA significantly increased compared to the 1% GBA diet. The relative expression of
genes related to intestinal health, was a significantly increased for il-18 in the 2% GBA treatment, and for
the apn in the 3% GBA treatment. Nonetheless, hsp70 and mga expression were not significantly affected
by dietary treatment. Finally, using the DGGE analysis fish fed the 2 and 3% GBA treatments resulted in
similar microbial composition, while the 1% GBA treatment and the control, were not similar between
each other. Based on the results from the present study, the inclusion of 2% GBA in diets with high soybean
meal inclusion levels is a good alternative to decrease the use of fishmeal in the feeding of S. dorsalis.
However, more in-depth analysis of gut microbiome and intestinal morphology with lower quality SBM is
required to continue assessing the potential beneficial effects of GBA in the culture of S. dorsalis.

Keywords: Alternative ingredients, functional compounds, prebiotic, Grobiotic®-A, growth
performance, enzyme activity, digestibility, intestinal health, gut microbiota, Seriola dorsalis.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Estado actual de la harina de pescado en la acuicultura

En las ultimas décadas la demanda por productos acuicolas se ha incrementado y junto con esto, el
aumento de la produccidn, tanto por pesca como por acuicultura, donde los peces representan una gran
proporcién de esta produccién (FAO, 2018). Para el afio 2016, se registraron alrededor de 150 millones de
toneladas de la produccion pesquera total y de estos, cerca de 20 millones se destinaron para fines no
alimenticios, de los cuales el 76% de esta porcidn se utilizdé para la produccién de harina y aceite de
pescado (FAO, 2018). Estos ingredientes son considerados ideales para la alimentacién de los peces de
cultivo, ya que poseen perfiles nutricionales dptimos para el desarrollo de los organismos (Hardy, 2010).
Sin embargo, la produccién de la harina de pescado a partir de peces completos, ha disminuido desde hace
varios afos, debido principalmente a las fluctuaciones de las poblaciones de los peces pelagicos pequenios,
tales como la macarela o la anchoveta (FAO, 2018). Para seguir supliendo la creciente demanda de harina
de pescado (HP), se aprovechan los subproductos del pescado, que anteriormente eran desechados, de
tal manera que actualmente representan entre el 25 y el 35% del volumen total de la harina y el aceite de

pescado producidos (FAO, 2018).

Ademas de la disminucién de la produccién de harina de pescado, el incremento en su demanda ha
provocado precios cada vez mas elevados, lo que ha generado gran interés en la busqueda de fuentes de
proteina alternativas a la harina de pescado para la produccién de alimentos para los peces carnivoros de
cultivo. Por ejemplo, Tacon et al. (2011), estiman que el uso de la harina de pescado en dietas para
organismos acuicolas puede reducirse en un futuro hasta en un 40-50% utilizando fuentes alternativas de

proteina.

1.2 Fuentes alternativas a la harina de pescado

Las fuentes de proteina alternativas para la sustitucién de la HP pueden dividirse en dos grandes grupos,

segln su origen: a) los subproductos de origen animal y b) los productos de origen vegetal.

a) Los subproductos de origen animal, provienen de la industria del procesamiento de carnes.

Algunos de estos ingredientes son considerados como buenas fuentes de energia, altos en



2
proteina digerible (50- 85%), buen perfil de aminoacidos y acidos grasos esenciales, ademds de
poseer un buen sabor, atrayente para los peces carnivoros. Sin embargo, a pesar de que estos
ingredientes son buenas fuentes de lisina son pobres en metionina y cisteina (Hardy y Barrows,
2002; Oliva-Teles et al., 2015). Se ha determinado que dependiendo la fuente y la calidad
nutricional estos subproductos pueden llegar a reemplazar del 20-40% a la harina de pescado

(Tacon et al., 2009)

b) Por otro lado, estan los productos de origen vegetal, principalmente de plantas oleaginosas, tales
como el algoddn, la canola, el girasol y la soya (Hardy y Barrows, 2002; Gatlin et al., 2007). Se ha
demostrado que algunas de estas presentan desventajas nutrimentales en relacion a la harina de
pescado, entre las que destacan su contenido proteico muy variado (38-52%), su deficiencia en
algunos aminoacidos esenciales y la presencia de factores anti-nutricionales (Oliva-Teles et al.,
2015). No obstante, se considera que las harinas de origen vegetal pueden llegar a reemplazar del
10 al 20% de la HP en las dietas para peces carnivoros, sin afectar su desempefio biolégico (Tacon

etal., 2011).

1.2.1 Harina de soyay sus efectos

De las plantas con semillas oleaginosas, la harina de soya, es el ingrediente mas utilizado en la alimentacion
de peces en el mundo. Posee mas de 40% de proteina, segun su procesamiento (Hardy y Barrows, 2002).
No obstante, cuenta con una baja concentracién de algunos aminodcidos esenciales, como lisina,
metionina y treonina en comparacion a la harina de pescado (Coelho Barone et al., 2018). Ademas, suele
contener varios factores anti-nutricionales (FAN) que pueden reducir drasticamente su calidad
nutrimental. Los FANs son metabolitos secundarios que las plantas usan como mecanismo de defensa ante
depredadores, y que causan respuestas bioquimicas, fisiolégicas e inmunoldgicas en los animales que las
consumen (Francis et al. 2001). La enteritis o inflamacidn del intestino inducida por la harina de soya, se
ha observado en varios organismos, como los peces. Se he reportado que en los peces carnivoros como la
totoaba (Totoaba macdonaldi), la alimentacion por 56 dias con dietas con harina de soya al 0, 22, 44 y
64%, causan respuestas dosis-dependientes severas en el intestino distal e higado. Asimismo, se encontré
un efecto negativo en el crecimiento y en la actividad de las enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina, I-
aminopeptidasa, proteasas alcalinas totales y amilasa) (Fuentes-Quesada et al., 2018). Por otro lado, en

el rodaballo (Scophthalmus maximus) alimentado con dietas con el 0, 26, 40 y 54% de harina soya por 8
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semanas, ademas de observar una respuesta dosis-dependiente en la gravedad de la inflamacién del
intestino distal, también se encontraron efectos concomitantes en las enzimas de borde de cepillo
(maltasa, I-aminopeptidasa y fosfatasa alcalina) y en la expresidén de genes de la respuesta inflamatoria (il-

18, il-8 e il-22, por mencionar algunos), asi como en los parametros de crecimiento (Gu et al., 2016).

Tomando en consideracidn las ventajas y desventajas del uso de ingredientes de origen animal o vegetal
en la formulacién de alimentos, se recomienda utilizar mezclas de fuentes alternativas de proteina que se
complementen, como una mejor estrategia para la satisfaccién de los requerimientos nutricionales de los
peces (Oliva-Teles et al., 2015), asi como, la inclusion de compuestos, suplementos o nutrientes que

permitan mejorar su desempefio bioldgico y su salud.

1.3 Compuestos funcionales en la nutricion de peces

El incremento en la demanda de peces cultivados conlleva una intensificacion de la produccion, lo que
resulta en muchas ocasiones en un incremento de las densidades de cultivo y el deterioro de las
condiciones ambientales en los cultivos. Esto a su vez, aumenta el riesgo a enfermedades y otros efectos
adversos en la salud de los peces. Sin embargo, se ha considerado que la correcta nutricion juega un papel
fundamental en el crecimiento normal y la salud de los organismos de cultivo. Ademas de los nutrientes
esenciales, se ha demostrado que el uso de nutrientes, suplementos o compuestos, reducen la
susceptibilidad de los peces a las enfermedades infecciosas y no infecciosas (Gatlin, 2002). Estos aditivos,
los cuales son ingredientes que se dirigen a una o varias funciones en el cuerpo que mejoran la salud y

bienestar de los animales son llamados compuestos funcionales (Oliva-Teles, 2012).

En la nutricion de peces de cultivo, se ha observado que los compuestos funcionales incrementan la
tolerancia a situaciones de estrés, la resistencia a enfermedades y mejoran el desempefio biolégico.
Asimismo, se ha observado que mejoran la salud intestinal en peces carnivoros que se alimentan con altos
niveles de ingredientes vegetales, que de otra manera pueden dafiar el sistema digestivo (Oliva-Teles,
2012; Fuentes-Quesada, 2018). Entre estos compuestos se encuentran los inmunoestimulantes,
probidticos y prebidticos (Oliva-Teles, 2012). Sin embargo, la diversidad de respuestas de los peces a estos
compuestos, la dosis adecuada, la aceptacién por parte del organismo, entre otros factores, involucran
una gran diversidad de respuestas, que ademas son especie especificas. Por lo tanto, es necesario evaluar

los efectos que el uso de estos aditivos pueden ocasionar en cada especie de interés.
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Debido a que la inclusidn de fuentes alternativas de proteina es cada vez mas necesaria en la alimentacién
de los peces carnivoros de cultivo y que se ha demostrado que ciertos nutrientes funcionales pueden
ayudar a mejorar el desempefio bioldgico, la tolerancia ante situaciones de estrés y la salud intestinal, en
el presente estudio, se evalué el efecto de Grobiotic®-A suplementado en una dieta con un alto contenido

de harina de soya, en el jurel (Seriola dorsalis), un pez de gran importancia en la regién noroeste de México.

1.4 Antecedentes

1.4.1 Prebioticos

Un prebidtico es aquel ingrediente no digerible, que favorece la salud del organismo al estimular el
desarrollo de bacterias benéficas en el tracto digestivo (Gatlin, 2015). Se han establecido tres criterios que
definen a los prebiodticos: el primero, es que no deben de ser digeridos ni absorbidos en el intestino; el
segundo, es que deben de ser aprovechados por la microbiota intestinal y, por uUltimo, que estimulen la

actividad y/o crecimiento de las bacterias benéficas para la salud (Gibson et al., 2004).

Recientemente se ha considerado que estos compuestos pueden representar una buena alternativa para
combatir a ciertos patégenos que afectan a la acuicultura, debido a que estimulan al sistema inmune
(Gatlin, 2015). Los efectos de los prebidticos en los organismos acuaticos cultivados estan relacionados
con el incremento en la tasa de crecimiento, supervivencia, mejora de la respuesta inmune, mejor
utilizacién de los nutrientes, solo por mencionar algunos. Por otro lado, se ha encontrado que en algunas

especies pueden no tener algun efecto (Ringg et al., 2010).

Existe una amplia variedad de prebidticos, entre ellos, la inulina, fructooligosacaridos (FOS),
mananoligosacaridos (MQOS), galactooligosacaridos (GOS) y xilooligosacaridos (XOS) (Ringg et al., 2010),
por mencionar algunos. Ademas existen compuestos comerciales, tales como Grobiotic®-A y Previda™, los
cuales contienen galactoglucomananos y una combinacion de oligosacaridos (Ringg et al., 2010). Sin
embargo, debido a la variabilidad en las respuestas observadas en las diferentes especies evaluadas con

el uso de prebidticos en las dietas, es necesario evaluarlos de manera especie especifica.



1.4.1.1 Efecto de los prebidticos en la salud intestinal de los peces de cultivo

En los ultimos afios, el uso de antibidticos ha sido un tema de gran controversia debido a los dafios que
ocasionan en la salud y en el medio ambiente. En la acuicultura, se ha encontrado que estos compuestos
guimicos se acumulan en los sistemas de cultivo y en los tejidos de los organismos, lo que conlleva efectos
negativos en la salud ambiental y humana, respectivamente. Aunado a lo anterior, debido a la naturaleza
de la acuicultura, el dafio no solo se presenta directamente en los organismos de cultivo, sino que
indirectamente tiene efectos adversos en las aguas adyacentes, organismos silvestres, plancton y
sedimentos (Lulijwa et al., 2019). Es por eso que algunos paises han impuesto restricciones para su uso en
el cultivo de organismos acuaticos. Recientemente se ha propuesto la exploraciéon de tecnologias o
estrategias alternativas al uso de antibidticos para manejar los problemas de salud en la industria (Lulijwa
et al.,, 2019). Una de las estrategias es la manipulacion y modificacion de la microbiota mediante la
nutricion, ya que se ha documentado que ésta es parte fundamental de diversas funciones fisioldgicas que
promueven el bienestar de sus hospederos (Egerton et al., 2018), tales como el mejoramiento de la

digestidn, de lainmunidad y de la resistencia a enfermedades (Ringg et al., 2010).

Los prebidticos estan involucrados en la modificacidn de las caracteristicas morfoldgicas del intestino y en
los cambios en la actividad enzimatica, lo que en varias ocasiones parece corresponder con el
mejoramiento en el crecimiento de los peces (Anguiano et al., 2013; Xu et al., 2008). Estos cambios estan
asociados con el incremento en el area absorbente en el intestino y con la produccidon de enzimas
bacterianas, que favorecen el aprovechamiento de los nutrientes (Gatlin, 2015; Ray et al., 2012). El
mecanismo por el cual se producen estos cambios, esta dado por la fermentacion de los prebidticos por
parte de algunos de los microorganismos presentes en el tracto digestivo. De la fermentacidn se obtienen
acidos grasos de cadena corta (SCFA, por sus siglas en inglés), los cuales son moléculas que proveen de
energia a los distintos tipos celulares relacionados con las funciones antes mencionadas (Lauzon et al.,

2014).

Ademas de las asociaciones antes mencionadas, los microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal, funcionan como una barrera de defensa que impide la invasidén de organismos patégenos,
debido alainterrelacién que existe con el sistema inmune, también conocido como tejido linfoide asociado
al intestino (GALT, por sus siglas en inglés gut-associated lymphoid tissue). Rawls et al. (2004), encontraron
qgue existen 212 genes, regulados por la microbiota intestinal, relacionados con la estimulacién de la

proliferacion epitelial, respuesta del sistema inmune innato y metabolismo de nutrientes en el pez modelo
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Danio rerio. Indicando la valiosa participacion que tiene la microbiota en distintas funciones del organismo,

qgue le permiten mantener un estado de salud adecuado.

Entre los genes clave relacionados con la activacién del sistema inmune por prebidticos, se encuentran
algunas interleucinas (Fernandez-Montero et al., 2019). Estas moléculas forman parte del sistema inmune
y son las encargadas de regular los procesos inflamatorios u homeostasis entre moléculas pro y anti-
inflamatorias, como parte de la respuesta a infecciones bacterianas, virales y parasiticas o incluso a
situaciones de estrés agudo y crénico (Abo-Al-Ela, 2018; Lokesh et al., 2012). La interleucina 1- beta (IL-
1B), es una citosina pro-inflamatoria y se ha observado que algunos prebidticos como los
mananoligosacaridos y beta-glucanos tienen un efecto en la sobreexpresidn de este gen, que en conjunto
con la alta expresion de otras moléculas de respuesta inmune evaluadas (p. ej. MUC-2,IL-8, IL-10, IL-17,
IgM 1gT) en el intestino, propician un incremento en la resistencia a los patdgenos (Fernandez-Montero et
al, 2019; Lokesh et al., 2012). Por otro lado, existen otras moléculas relacionadas con la respuesta
inmunoldgica, que han sido poco estudiadas en relacion con la inclusion de compuestos funcionales en las
dietas, como es el caso de la proteina de choque térmico 70 (HSP70, por su nombre en inglés heat-shock
protein 70), que esta involucrada en la respuesta al estrés y el trafico de proteinas (lwama et al., 2004).
Entre los pocos estudios de la HSP70 y el uso de compuestos funcionales en dietas, se ha observado que
en general estos tienden a disminuir la expresidon del gen en los peces evaluados (Avella et al., 2010; Rollo
et al., 2006; Yarahmadi et al., 2014), y se ha hipotetizado que la administracién de los compuestos
funcionales pueden reducir la expresion de la HSP70, incrementando la resistencia a situaciones de estrés

durante el cultivo (Yarahmadi et al., 2014).

Por otro lado, con respecto a los genes del metabolismo de nutrientes y su relacién con el uso de
compuestos funcionales en dietas bajas en harina de pescado para peces, hasta donde llega nuestro
conocimiento, no existe informacion publicada. Sin embargo, es importante dilucidar el posible efecto que
los prebidticos, en este caso de la formula comercial Grobiotic®-A en dietas con altos niveles de inclusion
de HS, pueda tener en la expresion de los genes de dos de las enzimas del borde de cepillo intestinales,
tales como la maltasa-glucoamilasa (mga) y la aminopeptidasa N (apn), las cuales estan encargadas de la
hidrolizacién de los disacéaridos y de las proteinas, respectivamente. Ya que segun lo publicado por Viana
et al. (2019), dietas con niveles de inclusién de HS al 10, 15y 20%, disminuyen la expresién de lamga y la
apn, en el Seriola dorsalis. Tomando en cuenta lo anterior, se espera que el mejoramiento de la digestion
y absorcién de las macromoléculas antes mencionadas, esté dada por el incremento de la actividad de

estas enzimas y por ende se relacione con los prebidticos suministrados en la dieta.



1.4.2 Grobiotic®-A

Grobiotic®-A es un compuesto comercial elaborado con levadura de cerveza parcialmente autolizada en
combinacion con componentes lacteos y productos secos fermentados con aproximadamente 53% de
carbohidratos simples y complejos (Lochmann et al., 2010). El beneficio potencial mas reconocido de este
producto es la estimulacion de la respuesta inmune, que se cree que esta relacionada con los componentes
propios de los ingredientes de este compuesto, como lo son oligosacaridos, polisacaridos, como por
ejemplo el b-glucano, y nucledtidos (Lochmann et al., 2010; Ringg et al., 2010). Este producto ha sido
evaluado en diversas especies de peces. Por ejemplo, Li y Gatlin (2004), lo evaluaron en juveniles del
hibrido de lobina rayada (Morone chyrsops x M. saxatilis) con un nivel de inclusién del 1y 2% en las dietas.
Detectaron un aumento en la eficiencia alimenticia y mayor tasa de supervivencia a un reto con
Streptococcus iniae en ambas concentraciones (1 y 2% GBA), en comparacion a los peces alimentados con
la dieta basal. Mientras que Sink et al. (2007), determinaron que Grobiotic®-A al 1% es capaz de
incrementar la resistencia de la carpita dorada (Notemigonus crysoleucas) a la bacteria Flavobacterium

columnare.

Por otro lado, Burr et al. (2008), evaluaron el efecto del Grobiotic®-A sobre la digestibilidad de los
nutrientes de dietas basadas en harina de soya (35.5%) en la corvina roja (Sciaenops ocellatus). Los
resultados del experimento mostraron que los peces alimentados con Grobiotic®-A al 1% tienen mejores
coeficientes de digestibilidad aparente de los nutrientes, en comparacién a los peces alimentados sin el
Grobiotic®-A. Los mismos autores hipotetizan que esto puede darse por la moderacion de los factores

antinutricionales de la soya o por la alteracién de la microbiota del intestino.

Debido a que los prebidticos pueden estimular el desarrollo y crecimiento de la microbiota intestinal y a
la vez mejorar la respuesta del sistema inmune, se proponen como una alternativa para la disminucion del

uso de antibidticos o compuestos quimicos en los cultivos de peces.

1.4.3 Seriola dorsalis

El jurel cola amarilla, Seriola dorsalis Gill 1863 (sindnimia de Seriola lalandi Valenciennes 1833; Froese y

Pauly, 2019), es un organismo pelagico marino, perteneciente a la familia Carangidae, el cual se distribuye
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globalmente en agua templadas a subtropicales (Fig. 1). Su dieta es carnivora y se comprende

principalmente por macarela, anchoveta, sardina y calamar (Avilés-Quevedo y Castello-Orvay., 2004).

Segln los registros histéricos del género Seriola, su cultivo comenzé en 1927 de manera artesanal en
Japon. Actualmente este pais es el mayor productor de jurel (Seriola quinqueradiata) a nivel mundial.
Mientras que, en México la acuicultura del jurel es reciente, ya que segln los datos de la INAPESCA (2018),

comenzd hace aproximadamente una década, en la regidon Noroeste del pais.

El jurel es un pez con un gran valor comercial a nivel internacional, lo que lo ha llevado a ser un buen
candidato para la acuicultura, ademas de que presenta cualidades que favorecen su cultivo en cautiverio,
tales como su rapido crecimiento, adaptabilidad a ambientes cerrados y la ingestiéon de alimentos

formulados (Avilés-Quevedo y Castello-Orvay, 2004).

§ 1998, Diane Rome Peebles

Figura 1. Jurel cola amarilla de California (Seriola dorsalis Gill 1863). Recuperada de https://igfa.org/game-fish-

database/?search type=Species|D&search term 1=272

Dada la importancia de este pez a nivel comercial y al interés de disminuir el uso de la harina de pescado
en la alimentacidn de peces de cultivo, existen algunos estudios en el Seriola dorsalis en los cuales se
evaluan dietas bajas en harina de pescado. Buentello et al. (2015), sustituyeron la harina de pescado con
distintos niveles de inclusién de harina de soya, no modificada genéticamente, pero si con mejoras en
cuanto a la reduccién de FANs y el aumento de la cantidad y calidad de proteinas. Encontraron que los

peces alimentados con las dietas con harina de soya tuvieron mejor rendimiento bioldgico que los que
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fueron alimentados con la harina de pescado de referencia. Incluso observaron que a pesar de los altos

niveles de soya en las dietas (50, 60 y 70%) los peces no presentaron signos de enteritis.

Chavez-Garcia (2016), reemplazé el 25% de harina de pescado por harina de soya en el alimento y no
encontré diferencias significativas en los parametros de crecimiento, alimentacion y de respuesta inmune
innata entre los peces alimentados con la dieta elaborada con harina de pescado y la dieta experimental,
pero si observo diferencias en la actividad de la lipasa. Asimismo, en un estudio reciente en el que se
evalud la sustitucion de la harina de pescado por harina de soya (10, 15 y 20%), no se encontraron
diferencias significativas en el desempefio bioldgico, sin embargo, si se observaron cambios en algunos
parametros sanguineos y de expresién molecular genes de respuesta inmune (il-18, hsp70, hsp90y bcl-2)
y de funciones digestivas (mga, apn y ATPasa) . Ademas, con los niveles mas altos de inclusidn de soya se

encontraron signos leves de enteritis en muestras histoldgicas del tejido (Viana et al., 2019).

Por otro lado, en el mismo estudio de Chavez-Garcia (2016), también se evaluo el efecto de Grobiotic®-A
al 2%, tanto para las dietas con y sin harina de pescado. Los resultados demostraron que Grobiotic®-A
tiene efectos positivos en el crecimiento, pero no tiene efecto en los pardmetros de la respuesta inmune

innata considerados en el estudio.

No obstante, la informacion acerca de la alimentacién del jurel con dietas bajas en harina de pescado y
complementadas con harina de soya y con inclusién de algun nutriente funcional, como los prebiéticos es
muy poca, por lo tanto, es necesario seguir evaluando los posibles efectos que estos productos le podrian
conferir a este pez, tales como una mejora en la capacidad digestiva y digestibilidad, asi como una
sobreexpresion de genes involucrados con la salud intestinal, pardmetros que han resultado ser

favorecidos en otros peces al ser alimentados con Grobiotic®-A.

1.5 Justificacion

La demanda por productos pesqueros se ha incrementado en las ultimas décadas y se prevé que en el
futuro, el incremento en la oferta de estos productos sera principalmente por medio de la acuicultura. Sin
embargo, la alimentacién de los organismos de cultivo, en especifico de los peces carnivoros, se basa en
dietas con un alto contenido proteico. La harina de pescado es uno de los ingredientes con mayor aporte

proteico, pero su produccién se ha visto afectada por la sobrepesca de peces pelagicos menores. La
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sustitucion parcial de la harina de pescado por fuentes de proteina alternativas, como la soya, es una de
las estrategias para mantener la sustentabilidad de la acuicultura en un futuro. No obstante, el uso de
niveles altos de la harina de soya en la alimentacidon de peces carnivoros, en algunas ocasiones ha
demostrado tener efectos negativos. Aunque, el uso de compuestos funcionales, como Grobiotic®-A,
pueden favorecer la digestibilidad de las fuentes proteicas alternativas, ademas de promover un mejor
desempefio bioldgico, salud intestinal, respuesta del sistema inmune y resistencia a patégenos. Lo que
representa un gran beneficio en la formulacion de dietas con fuentes alternativas de proteina y en los
costos de tratamientos para la salud. Aunado a la reduccién de antibidticos u otros productos quimicos,
daininos para la salud humana y ambiental. Sin embargo, debido a la diversidad de fuentes alternativas y
su relaciéon con el uso de compuestos funcionales, asi como a la poca informacién publicada sobre sus
efectos en la alimentacidn del jurel de cultivo, especie de gran importancia en la region noroeste de
México, es necesario evaluar de manera especifica los efectos de una dieta baja en harina de pescado con

inclusion de Grobiotic®-A.

1.6 Hipotesis

La inclusidn de Grobiotic®-A al 2%, en una dieta baja en harina de pescado, favorecera el desempefio
bioldgico, digestion, expresion de genes relacionados con la salud intestinal y la composicién microbiana

intestinal en juveniles de jurel cola amarilla, Seriola dorsalis.

1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la inclusidon de Grobiotic®-A en dietas suplementadas con harina de soya sobre el

desempefio bioldgico, digestion y expresion de genes relacionados con la salud intestinal y microbiota

intestinal en juveniles de Seriola dorsalis.
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1.7.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto en el desempefio biolégico de los juveniles de jurel alimentados con las distintas

dietas con inclusién del 0, 1, 2 y 3% de Grobiotic®-A.

* Determinar el efecto de las dietas experimentales en la actividad de las principales enzimas

digestivas (tripsina, leucina aminopeptidasa, lipasa y amilasa).

e Evaluar el efecto de Grobiotic®-A en la digestibilidad in vitro de las dietas utilizando extractos

enzimaticos del jurel.

e Evaluar el efecto de las dietas sobre los niveles de expresién de genes relacionados con la salud

intestinal (hsp70, mga, il-15y apn) en los juveniles de Seriola dorsalis.

e Caracterizar la composicion microbiana presente en el tracto intestinal por medio del analisis de

electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Formulacion y elaboracion de dietas

Se elaboraron cuatro dietas isoproteicas (48% PC) e isolipidicas (15% LC), que cubrieron los
requerimientos del jurel S. dorsalis. Las dietas tuvieron un nivel de sustitucion del 64% de la harina de
pescado con harina de soya, que de acuerdo a lo reportado por Fuentes-Quesada et al. (2018), ocasiona
enteritis en peces carnivoros, como la totoaba. Se formuld una dieta basal elaborada con un bajo nivel de
harina de pescado y alta en harina de soya, el control consistié en la dieta basal sin adicién de Grobiotic®-
A. Las dietas experimentales consistieron en la dieta basal, complementada con el 1, 2 0 3% de Grobiotic®-
A (Tabla 1). Todas las dietas fueron elaboradas por el Dr. Gatlin (Texas A&M University) y se transportaron
al CICESE via aérea, en bolsas selladas. Estas se almacenaron a 4 C hasta y durante el experimento. Debido
a que las dietas tenian un porcentaje de lipido menor al requerido por el jurel, se realizé un recubrimiento
de las dietas ya pelletizadas. El contenido de aceite extra incluido en cada tratamiento se puede observar

en la tabla 1.

2.2 Animales, condiciones de cultivo y disefio experimental

Se obtuvieron 300 ejemplares juveniles de jurel (Seriola dorsalis) de la empresa Baja Ocean Labs (Ejido
Eréndira, Baja California). Los cuales fueron transportados via terrestre, en un tanque (1000 L de
capacidad) con suplementacion de O, al Laboratorio de Peces Marinos del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada (CICESE). Los peces se mantuvieron por tres semanas en
aclimatacién, en un sistema tipo raceway de 9 m*®y alimentados con una dieta comercial (Skretting-Europa;

55% proteina y 15% lipido) a una racién diaria del 3.5% de la biomasa, suministrada en tres raciones.

Una vez alcanzada la talla deseada (25 * 4 g; media + DE) y transcurrido el periodo de aclimatacién, 120
peces fueron asignados aleatoriamente al sistema experimental, que estuvo compuesto por 12 tanques
de 275 L conectados a un sistema de recirculacidn con un biofiltro de cama fija (patente 5232586, USA),
un calentador de 2HP (Titan, Aqualogic, Inc, USA) y una bomba de agua de 1 HP (modelo 177954PJ,
Century, USA). Se mantuvieron condiciones controladas durante todo el bioensayo de luz/oscuridad

(12:12), temperatura de 23.3 £ 0.2 C, salinidad de 33.6 £ 0.2 ups, flujo de agua de 3.5 L min %, oxigeno
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disuelto de 5.8 = 0.6 mg L™ con una saturacion de oxigeno por arriba de 80%. Estos pardmetros fueron
evaluados diariamente por medio de un medidor multiparametro (Pro 2030, YSI, USA). Mientras que el
nitrégeno amoniacal total, nitritos y nitratos, se evaluaron cada tercer dia para mantener valores < 1.0 mg

L% 0.5mg Lty <80 mglL? respectivamente. Los niveles de nitrégeno fueron determinados por medio de

un kit colorimétrico API (Mars Fishcare, North America, Inc., USA).

Tabla 1. Formulacién de dietas control y experimentales.

Dietas experimentales Basal 1% GBA 2% GBA 3% GBA

Ingredientes (g kg?)

Harina de pescado 154.8 154.8 154.8 154.8
Harina de soya 490.5 490.5 490.5 490.5
Concentrado de soya 163.5 163.5 163.5 163.5
Almidén 0.4 0.4 0.4 0.4
Aceite de pescado 1° 72.5 72.5 72.5 72.5
Aceite de pescado 2° 47.0 47.0 47.0 47.5
Gelatina 60.0 50.0 40.0 30.0
Rovimix 25.0 25.0 25.0 25.0
Stay-C 4.0 4.0 4.0 4.0
Taurina 10.0 10.0 10.0 10.0
Metionina 6.3 6.3 6.3 6.3
Lisina 7.9 7.9 7.9 7.9
Treonina 1.0 1.0 1.0 1.0
Aceite de krill 1.0 1.0 1.0 1.0
Benzoato de sodio 2.0 2.0 2.0 2.0
Cloruro de colina 1.0 1.0 1.0 1.0
Grobiotic®-A 0 10 20 30
BHT 0.1 0.1 0.1 0.1

Composicion proximal

Proteinas 42.0+2.93 41.7 +7.28 42.3+6.12 42.0+1.62
Lipidos 15.4+1.31 13.0£0.56 16.1 +3.57 13.6 £0.53
Humedad 5.9+3.37 6.3+0.12 6.5+0.15 7.2+0.9
Cenizas 7.5+0.07 7.6+0.25 7.50.02 7.5+0.1
ELN 35.1+1.35 37.6+0.63 34.2 +3.58 36.8+0.45

GBA, Grobiotic®-A. ELN, Extracto libre de nitrégeno.
2, Cantidad de aceite utilizada en la premezcla de las dietas.
b, Cantidad de aceite utilizada para el recubrimiento de las dietas pelletizadas.
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Después de una semana de aclimatacidn en el sistema experimental, se dio inicio el bioensayo con 120
peces (38 * 3 g), distribuidos en grupos de 10 peces en las unidades experimentales, a las cuales se les
asignaron los cuatro tratamientos, cada uno con tres réplicas. Los peces fueron alimentados manualmente

a saciedad aparente, a las 8:30, 12:00 y 16:00 h, durante 42 dias.

2.3 Muestreo

Al inicio del bioensayo, y cada catorce dias, se registré el peso y la longitud de manera individual de todos
los organismos. Por lo que, se anestesiaron con tricaina metano sulfonato (MS-222) a diferentes
concentraciones entre cada muestreo (25-100 mg/L en incrementos de 25 mg/L) en relacion al incremento
de peso de los peces. Al finalizar el bioensayo, el muestreo se dividié en dos partes. En la primera parte,
después de 5 horas de ayuno, se realizo la biometria de todos los peces de maneraindividual. Se colectaron
de manera aleatoria cuatro ejemplares de cada unidad experimental y se sacrificaron por seccién cervical.
Posteriormente se colocaron en bolsas de plastico en un contenedor con agua con hielos, con la finalidad
de preservar las muestras y mantener aproximadamente los mismos tiempos de ayuno en todos los
tratamientos. De los 4 organismos colectados, la mitad se dispusieron para la obtencién de los ciegos
pildricos e intestino y se pesaron de manera individual. Mientras que de los dos peces restantes se obtuvo
el contenido intestinal, por medio de pinzas de diseccién esterilizadas con alcohol entre cada pez, para la
evaluacién del perfil de la microbiota intestinal. Todas las muestras se colocaron en tubos eppendorf de 2
mL, se mantuvieron en hielo hasta finalizar el muestreo y por ultimo se almacenaron a -80 C hasta su

analisis.

Para la segunda parte del muestreo, los peces se mantuvieron en ayuno por 16 horas. Se extrajeron cuatro
peces por tanque de manera aleatoria. Dos de ellos se sacrificaron con una sobredosis del anestésico MS-
222 (100 mg/L) y se les extrajo parte del intestino distal para los analisis de expresion genética. Las
muestras se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL para finalmente ser conservadas en nitrégeno liquido.
Los dos peces restantes se sacrificaron por seccién cervical y se conservaron completos para realizar

analisis de composicion proximal. El manejo especifico de todas las muestras se describe mas adelante.
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2.4 Parametros del desempeiio biolégico

Para evaluar el crecimiento de los organismos, se obtuvieron los datos del peso inicial y cada dos semanas
se realizaron biometrias en donde se registrd el peso y longitud de cada uno de los peces de todos los
tanques. Posteriormente, se estimd el promedio para cada unidad experimental. Los indicadores de

respuesta fueron los siguientes:

2.4.1 Ganancia de peso

Porcentaje de peso ganado (g)= (Peso final (g) —Peso inicial (g))/Peso inicial (g) *100 (2)

Peso ganado diario (g dia™)= Peso final (g) — peso inicial (g)/ duracién del experimento (dias) (2)

2.4.2 Coeficiente térmico de crecimiento (CTC)

CTC = (Pf3-pi/3)/ 3(T * D)® * 100 (3)

En donde:

T=TemperaturaenC

D = Duracién del experimento en dias

2.4.3 Tasa de crecimiento especifica (TCE)

TCE = (In Pf —In Pi) * D * 100 (4)

En donde:

Pf = Peso final (g)

Pi = Peso inicial (g)
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D = Duracién del experimento en dias

2.4.4 indices somaticos

indice hepatosomatico = (Peso de higado/ peso corporal) * 100 (5)

indice viscerosomatico = (Peso de las visceras/ peso corporal) * 100 (6)

2.4.5 Factor de condicion (FC)

FC= (Peso final (g)) * (longitud corporal final (cm))® * 100 (7)

2.5 Eficiencia alimenticia

Diariamente se alimentaron los peces tres veces a saciedad aparente, por lo que todos los dias se llevo
acabo un registro del alimento total consumido por tanque. Al final del bioensayo, se sumaron todos los
registros de alimento consumido y se dividié entre el total de peces de cada tanque. Con esto en cuenta,

se evaluaron los siguientes pardmetros:

2.5.1 Tasa de conversion alimenticia (TCA)

TCA = Alimento consumido (g)/ peso ganado (g de peso himedo) (8)



17

2.5.2 Tasa de eficiencia proteica (TEP)

TEP = Peso ganado (g)/proteina consumida (g) (9)

2.5.3 Valor productivo de la proteina (VPP)

Para calcular la relaciéon entre la proteina consumida y la retenida en el cuerpo del pez, se evalud el VPP.
Se entiende como proteina retenida a la diferencia del peso final multiplicado por el porcentaje de
proteina total presente en el cuerpo al final del bioensayo y el peso inicial por el porcentaje de proteina
total al inicio del bioensayo. Mientras que la proteina ingerida es el total de alimento consumido por el

porcentaje de proteina total en cada dieta.

VPP = Proteina retenida (g) / proteina ingerida (g) (10)

2.6 Supervivencia

Cada dia se observo si existian peces muertos, aunque no se encontraron peces muertos a causa de los
tratamientos, en algunos tanques se registrd la muerte de organismos debido a que saltaron de los

tanques de cultivo. Al final del experimento se calculé la supervivencia con la siguiente formula:

Supervivencia = (Nf- Ni) * 100 (112)

En donde:

Nf = nimero final de organismos

Ni = nimero inicial de organismos
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2.7 Analisis de composicion proximal

Para analizar la composicidn proximal tanto de los peces completos (condicién inicial y final) como de las
dietas utilizadas en el experimento, se siguieron los protocolos descritos en el manual de la Asociacion de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 2005). Para la proteina cruda, se empled el método de micro-Kjeldahl.
El porcentaje de lipidos totales se cuantificé por el método extracciéon Soxhlet con éter de petrdleo. La
humedad se calculé por la diferencia del peso de la muestra himeda y la muestra seca a una temperatura
de 70 C por 72 horas. Para cuantificar el contenido de las cenizas, se incineraron las muestras en una mufla
a 550 C por 4 horas. Asimismo, se obtuvo el porcentaje de extracto libre de nitrogeno por la diferencia de

la suma de la proteina cruda, lipido total y cenizas menos el peso seco total de la muestra.

2.8 Actividad de las enzimas digestivas

Para evaluar el efecto de Grobiotic-A® sobre la actividad de las enzimas digestivas de los juveniles de jurel,
se estim¢ la actividad de la tripsina, leucina aminopeptidasa, lipasa y amilasa en muestras de los ciegos

pildricos y del intestino.

Para esto, cada muestra fue descongelada sobre hielo, cortada en piezas finas y luego se colocé en un tubo
falcon de 50 mL para homogenizarlo en 10 mL de agua destilada fria por medio de un moledor de tejidos
(POLYTRON® PT 1200, Kinematica AG, Switzerland). Antes de centrifugar se obtuvieron alicuotas de 0.5
mL del homogenizado para evaluar la actividad de la aminopeptidasa. El resto del homogenizado se
centrifugé a 16000 g durante 30 minutos a 4 C (5417R, Eppendorf, USA), se colecto el sobrenadante y se
almacenaron alicuotas de 0.5 mL. Durante todo el procedimiento, las muestras se mantuvieron en hielo.

De mismo modo, todos los tubos se almacenaron a -80 C hasta su uso.

Se estimd la actividad total y especifica de cada enzima para cada drgano, adecuando todas las
metodologias espectrofotométricas a un lector de placas Varioskan Flash (Thermo Scientific, Finlandia).
Para todos los ensayos se analizaron las muestras por triplicado, asi como un blanco usando agua destilada

en lugar de homogenizado y un control positivo utilizando una enzima comercial.
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2.8.1 Tripsina

La actividad de la enzima digestiva tripsina se evalud siguiendo el protocolo de Erlanger et al. (1961). Se
utilizé como sustrato BAPNA (Na-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide hydrochloride) a 1 mM disuelto en
500 ulL de dimetilsulfoxido (DMSO) en un amortiguador Tris-HCI a 50 mM con CaCl, a 20 mM ajustado a
pH de 8.2. En la microplaca se colocaron 175 pl de la solucién buffer+sustrato y 25 uL de homogenizado.
Se incubd durante 10 minutos a 37 C en el lector de placas y se detuvo la reaccién con 50 pL de acido
acético al 30%, teniendo un volumen final de 250 pL. Finalmente, se registré la absorbancia a 410 nm

después de 15 minutos de estabilizacion.

2.8.2 Leucina aminopeptidasa

Para conocer la actividad de la leucina aminopeptidasa se siguié la metodologia de Apple (1974), utilizando
L-leucin-P-nitroanilide a 1.2 mM como sustrato disuelto en 1 mL de DMSO y después en buffer Tris-HCl a
50 mMy un pH de 8.0. Se colocaron 175 uL de buffer+sustrato y 25 puL de homogenizado en la microplaca,
se incubd por 30 minutos a 37 C en el lector de placas y se detuvo la reaccion con 50 pL de acido acético

al 30%. Se cuantificé la absorbancia a 405 nm después de 10 minutos de incubacidn.

2.8.3 Lipasa

La actividad de la lipasa fue estimada de acuerdo a la técnica propuesta por Gjellesvik et al. (1992). Para
este procedimiento se empled 4-nitrofenil-miristato a 0.56 mM como sustrato, disuelto en 1 mL de DMSO
y TRIS-HCI 150 mM con taurocolato de sodio a 15 mM, como solucidn amortiguadora a pH 8.5. Se
colocaron 200 pL de buffer+sustrato y 25 puL de homogenizado. La absorbancia se evalué a 405 nm por 60

minutos a 37 C.



20
2.8.4 Amilasa

La actividad de la amilasa se determind por la metodologia descrita en el manual de enzimas de
Worthington (Worthington y Worthington, 1993). Se utilizé almiddn al 1% como sustrato y una solucion
amortiguadora de fosfato de sodio a 20 mM con cloruro de sodio a 6 mM y 1% de 4cido dinitrosalicilico
mezclado con 30% de tartrato potdsico sodico tetrahidratado, como reactivo colorimétrico. Se colocaron
0.5 mL de homogenizado enzimatico en tubos de ensayo y se incubaron en bafio maria a 25 C por 4
minutos. En intervalos de tiempo de un minuto, se agregaron 0.5 mL de almiddn (a 25 C). Se incubaron
exactamente durante 3 minutos y en intervalos de tiempo de un minuto, se agregd 1 mL de acido
dinitrosalicilico, inmediatamente después se llevaron a bafio maria a 100 C por 5 minutos. Se dejaron
enfriar las muestras a temperatura ambiente, luego se agregaron 10 mL de agua destilada y se
homogenizaron. Por ultimo, se colocaron 300 plL de cada tubo en una microplaca para leer la absorbancia

a 540 nm.

2.8.5 Actividad total y especifica

La actividad de las enzimas digestivas evaluadas, se calculé tomando en cuenta que una unidad de
actividad enzimatica es equivalente a la cantidad de enzima requerida para incrementar una unidad de
absorbancia por minuto. Por lo tanto, la actividad total tanto para los ciegos pildricos como para los

intestinos se calculé con la siguiente ecuacion:

Actividad total (U 6rgano™) = (((A Abs/T)(Vol. Rx)(Vol. T. E))/ (C.E)(Vol. M))/ P.O (12)

Donde, A Abs, es el incremento en absorbancia; T, es el tiempo de incubacidn de la reaccidon en minutos;
Vol. Rx, es el volumen total de la reaccién en mililitros; Vol. T. E, es el volumen total del extracto enzimatico
en mililitros (dado que todas las muestras se llevaron a un volumen final de 10 ml, este valor no cambid);
C.E, es el coeficiente de extincidn, el cual se definié como 1.0 unidad de absorbancia por minuto; Vol. M,
es el volumen de muestra utilizada en la reaccién, expresado en mililitros; P.O, es el peso del drgano

completo en gramos, ya sean ciegos pildricos o intestino.

Para la actividad especifica, fue necesario calcular primero la concentracion de proteina soluble en cada
extracto enzimatico. Para esto se utilizd el método colorimétrico de Bradford con un kit comercial (Quick

Start™ Bradford Protein Assay, BIO RAD, USA), usando como estadndar albumina de suero bovino. La
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concentracién de proteina soluble se calculd para cada extracto enzimatico utilizando la siguiente

ecuacion, obtenida a partir de una recta de calibracion:

Proteina soluble (mg mL?) = (A Abs-0.0197)/ 0.0007 r’=0.99782 (13)

Una vez obtenida la proteina soluble se calculd la actividad especifica de cada enzima para cada muestra

con la siguiente ecuacion:

Actividad especifica (U mg proteina™) = Actividad total (U tejido™) / proteina soluble (mg mL?) (14)

2.9 Digestibilidad in vitro

2.9.1 Actividad proteolitica alcalina de los extractos enzimaticos de intestino

La actividad proteolitica alcalina de los extractos enzimaticos previamente obtenidos de los intestinos de
los peces colectados se cuantificd siguiendo la metodologia de Kunitz (1947), modificado por Walter
(1984). Se utilizd caseina al 0.5% como sustrato y una solucién amortiguadora de 50 mM Trizma Base-HClI,
10mM CaCl,, pH 8.0. La reaccidn enzimatica dio inicio al mezclar 10 pL del extracto enzimatico en 500 pL
de una solucién buffer+sustrato en un tubo eppendorff de 1.5 mL. Después de incubar las muestras a 37
C por 30 minutos, se detuvo la reaccion con 250 pL de acido tricloroacético al 20%. Se dejaron reposar las
mezclas a 4 C por 20 minutos y luego se centrifugaron a 16500 x g a 22 C por 5 minutos. Se tomd 250 pL
de cada sobrenadante y se colocé en una microplaca de cuarzo para evaluar la absorbancia a 280 nm con
un lector de placas Varioskan Flash (Thermo Scientific, Finland). Para el caso de las muestras control, se
colocé el acido tricloroacético antes que la solucidn buffer+sustrato. Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar un 1 pg
de tirosina por minuto con un coeficiente de extincién molar de 0.005 mL pg? cm™ (Alarcén et al., 2002).

Las ecuaciones para el calculo de la actividad enzimatica total y especifica se describen en la seccién 2.8.5.
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2.9.2 Hidrdlisis de las dietas utilizando la técnica de pH-stat

La digestibilidad proteica in vitro se cuantificé por medio del grado de hidrélisis (GH) empleando la técnica
de pH-stat, determinada por la actividad de las enzimas digestivas de los intestinos de los peces, sobre la
dieta utilizada para su alimentacién durante el experimento (Alarcén et al., 2002; Navarrete del Toro y

Garcia-Carrefo, 2002; Martinez Montafio, 2007).

Para la digestibilidad in vitro, se prepararon soluciones de un volumen total de 10 ml, con el equivalente a
3 unidades de actividad enzimatica de cada extracto, 0.2 g de dieta (previamente molida y tamizada a 250
um)y el restante de agua destilada. Las proporciones anteriores se establecieron considerando la actividad
proteolitica de los extractos enzimaticos y la concentracion de proteinas, tanto de las enzimas como de

los sustratos (las dietas experimentales) (Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2002).

Antes de agregar el extracto enzimatico, se ajusto el pH de la mezcla del sustrato y agua a 8.0 con NaOH
0.1 Ny a una temperatura de 37 C utilizando bafio maria y con agitacidn constante. El curso de la reaccion
se registré automaticamente utilizando el titulador pH-stat 718 Titrino™ (Metrohom lon Analysis, Suiza),

durante 60 minutos.

Por ultimo, se calculé el grado de hidrdlisis de la proteina, usando la siguiente formula:

GH (%) = B x Ng x (1/a) x (1/ M) x (1/ hiot) x 100 (15)

Donde B (ml) es el volumen de NaOH consumido durante los 60 min de digestién enzimatica; Ns, es la
normalidad de la soluciéon NaOH; «, es determinado por la ecuacidn o= (10pH-pK)/(1+10pH-pK), siendo pk
valores dependientes de temperatura y tamafio del péptido (Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2002).
Por lo tanto, segln Adler-Nissen (1986), para un pH 8.0 cercano a 37 C, 1/ a es igual a 1.2. M, (g) es la
masa de la mezcla de la reaccidn, en este caso esigual a 0.1y h;.: es el contenido total de enlaces peptidicos
en la proteina, expresado como equivalentes de enlaces peptidicos por kilogramo o miliequivalente por
gramo. Cuando h:,: es desconocido, se considera 8.0 meq/g como una buena aproximacion (Adler-Nissen,
1986). Como blanco de la reaccidn, se cuantifico el grado de hidrdlisis de las cuatro dietas, siguiendo la
misma metodologia, donde los extractos enzimaticos fueron reemplazados por un volumen igual de agua

destilada.
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2.10 Expresion de genes relacionados con la salud intestinal

Para evaluar el efecto de Grobiotic®-A en algunos pardmetros de la salud intestinal de los peces, se decidié
evaluar la expresion relativa de los siguientes genes: proteina de choque térmico 70 (hsp70), interleucina
1-beta (il-18), maltasa-glucoamilasa (mga) y aminopeptidasa N (apn), donde los primeros dos genes se

relacionan con la respuesta inmunoldgica y los dos posteriores con la digestion intestinal.

2.10.1 Extraccion de RNA y RT-qPCR

Las muestras de intestino fueron preservadas en RNAlater (Ambion) y congeladas a -80 C hasta su
procesamiento. Los tejidos fueron homogenizados con un micropistilo y posteriormente, se les extrajo de
manera individual el RNA total utilizando el kit comercial NucleoSpin®RNA (Macherey-Nagel). EI DNA
gendmico se removid mediante la digestién en columna con DNasas a una temperatura de 37 C por 15
minutos. Se cuantificd la cantidad y calidad del RNA por medio electroforesis en gel y por
espectrofotometria (Nanodrop® LITE, Thermo Fisher Scientific, USA). Donde solo las muestras de RNA

dentro de una razén A260/A280nm entre 1.90y 2.10, fueron utilizadas para la retrotranscripcién.

Posteriormente se obtuvo el DNA complementario (cDNA) a partir de RNA total (500 ng) en una reaccion
de 20 pL con el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, USA) y
empleando los oligonucleétidos aleatorios presentes en el mismo kit, utilizando un termociclador de 96
pozos (Applied Biosystems USA). El programa de retrotranscripcion consistiéo en 10 min a 25 C, 120 min a
37 C, 5 min a 85 C y finalmente se contuvo a 4 C. La cuantificacion del cDNA se realizd por Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, USA). Las reacciones de RT-qPCR se realizaron utilizando un ng de cDNA,
oligonucledtidos sentido y antisentido (200 nM de cada uno, indicado en la tabla 2) y SYBR® Select Master
mix (Applied Biosystems, USA) en un volumen total de reaccién de 10 pL, en placas de reaccion MicroAmp®
Fast Optical de 96 pozos (Applied Biosystems, USA) cubiertas con una pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp®

(Applied Biosystems).

La cuantificacién relativa de los genes se calculd mediante el método AACT (Livak y Schmittgen, 2001)
utilizando un umbral automatizado y una linea base para determinar los valores CT. Las condiciones de la
PCR fueron: (1) desnaturalizacidn inicial y activacion de la polimerasa durante 10 minutos a 95 C; (2) 40
ciclos de desnaturalizacién durante 15 segundos a 95 C, (3) anillado y extensidn por 45 segundos a 60 C; y
(6) una curva de fusién de 60 C a 95 C por 20 minutos para verificar la existencia de artefactos de cebador-
dimero. La optimizacién de las condiciones de la RT-qPCR se realizaron con la temperatura de anillamiento

(60 C), la concentracion de oligonucledtido (200 nM) y la concentracién del molde (cinco series de dilucion
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1:10 de 10 ng a 100 fg de ARN). El cDNA de tres individuos provenientes del tratamiento control se
utilizaron como calibrador para todas las condiciones experimentales y genes estudiados, incluyendo el
gen de referencia y se repitioé para todas las placas analizadas. El gen de referencia fue B-actina (B-act)
(GenBank acc. no HM754483). Mientras que los nimeros de acceso del GenBank de los genes evaluados
son: XM_023404852 para hsp70, XM_023414386 para il-16, XM_023402980 para mga y XM_023429699

para apn.

Tabla 2. Pares de oligonucleétidos utilizados en las reacciones de RT-qPCR.

Gen Secuencia sentido (5’ - 3’) Secuencia antisentido (5’ - 3’) Tamaiio (pb) E R?
(simbolo)
B-act TGCGTGACATCAAGGAGAAG AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 175 1.00 0.99
hsp70 CCGGTTTGATGACACAGTTG CGAGGTAGGCTTCAGCAATC 179 0.94 1.00
1I-18 AGCTCTGACAGCGATCTGGT CCGGATGTTGAAGGTTCTGT 177 0.95 0.99
mga AGCCGACTCCAGCTTTAACA GACAGAGCTGGAACCCAAGA 156 0.93 1.00
apn GTGGAATGACTTGTGGCTCA ATGTGCTCTGGCTTCAGGAT 195 0.91 1.00

Las secuencias de los oligonucledtidos, tamafios de amplicén en pares de bases (pb), eficiencias de reaccién (E) y
coeficientes de determinacion de Pearson (R?), son indicados.

2.11 Perfil de microbiota intestinal

2.11.1 Extraccion de DNAy PCR

Para estimar el perfil de la microbiota intestinal mediante la electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion (DGGE) se enviaron las muestras del contenido intestinal de seis peces por tratamiento,
al laboratorio del Dr. Gatlin (Texas A&M University) en Estados Unidos. En donde se extrajo el DNA
gendmico de cada muestra por medio del kit comercial Bio-Rad Aqua Pure DNA isolation (Bio-Rad, USA)
siguiendo las instrucciones del proveedor y con las siguientes modificaciones de Burr et al. (2009). Los
pellets fueron suspendidos en 300 pL de buffer de lisis y 20 pL de lisozima (20 mg/mL) y mezclados con un
pistilo estéril. Esta solucidn fue incubada a 37 C por 2 horas, posteriormente centrifugada a 20800 x g por
3 minutos y finalmente, el sobrenadante fue transferido a tubos eppendorf de 1.5 mL junto con 1.5 pL de
solucién RNAasa (4 mg/mL) e incubado a 37 C por 45 minutos. El DNA extraido fue cuantificado por
Nanodrop, utilizando la razén de A260/A280nm y segun la concentracion, las muestras se concentraron o

diluyeron para tener una concentracioén final de 50 ng de DNA por microlitro.
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Las muestras de DNA fueron amplificadas usando oligonucledtidos bacteria-especificos de la region
conservada que flanquean la region variable V3 del rDNA 16S. Los oligos (50 pmol de cada uno), el primero
con la secuencia 5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"; y el segundo, con una pinza de GC DE 40 pb y una secuencia
5’-CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGCAGCAG-3") fueron mezclados con
la solucién Jump Start Red-Taq Ready Mix™ (Sigma Chemical Company, USA) de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Las reacciones de PCR se hicieron en un termociclador Peltier PTC-200 (MJ
Research, USA) con las siguientes condiciones: (1) una desnaturalizacién inicial a 94.9 C por 2 minutos, (2)
desnaturalizacidon a 94.0 C por 1 minuto, (3) anillado a 67.0 C por 45 segundos, (4) extensién a 72.0 C
por 2 minutos, con repeticion de los pasos 2-4 por 17 ciclos, (5) desnaturalizacién a 94.0 C por 1 minuto,
(6) anillado a 58.0 C por 45 segundos, (7) repeticidn de los pasos 6 y 7 por 12 ciclos, (8) extensiéna 72 C

por 30 minutos y (9) un ciclo final de 4 C.

2.11.2 Andlisis de electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE)

Se realizo la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) siguiendo la metodologia de
Hume et al. (2003), modificado de Muyzer et al. (1993). Se mezclé cada muestra en voliumenes iguales con
el buffer de carga 2X [0.05% (p/v) de bromofenol azul; 0.05% (p/v) xileno cianol; 70% (v/v) glicerol],
colocando en total 7 uL en cada pozo del gel por muestra. Los amplicones fueron separados en geles de
poliacrilamida al 8% [relacidn (v/v) de 37.5:1 acrilamida-bisacrilamida (Bio-Rad, USA) con un gradiente de
30-60% de urea-formamida, utilizando el sistema de electroforesis Dcode (Bio-Rad, USA). Los geles se
corrieron a 60 V a 59 C por 17 horas en una solucién 0.5 X TAE [20 mM Tris, pH 7.4, 10 mM acetato de
sodio: 0.5 M EDTA (Bio-Rad, USA). Al finalizar la corrida, los geles se tifieron por 30 minutos con SYBR
Green | (USA Amersham Life Sciences, USA) diluido 1:10,000. La relacion del patrén de fragmentos se
determind con el software Molecular Analyst Fingerprint (v 1.6; Bio-Rad, USA). Este andlisis se basa en el
coeficiente de similitud de Dice y el método de grupo de pares no ponderados utilizando promedios
aritméticos (UPGMA) para cada cluster. Las comparaciones entre los patrones de bandas de cada
tratamiento se expresaron como el porcentaje del coeficiente de similitud (% CS). Donde un %CS > 95
indica que probablemente sea la misma especie, de 90-94 es muy similar, 85-89 es similar, 80-84 es poco

similar y £ 79 es no similar (Gatlin, com. personal).
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2.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo acabo utilizando el programa estadistico GraphPad Prism version 6.0,
tomando en cuenta un alfa de 0.05 para todas las pruebas estadisticas. Se evaluaron los supuestos de
homogeneidad de varianzas por medio de la prueba de Levene y normalidad mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, seglin corresponda. Mientras que los analisis de varianza se evaluaron con un ANOVA de
una via. En caso de encontrarse diferencias significativas se utilizé la prueba a posteriori de Tukey. Aquellos
datos expresados como porcentajes fueron transformados con la funcion de arcoseno y los valores

retransformados son los que presentan como resultados (Zar, 2010).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Parametros de desempeiio bioldgico y eficiencia alimenticia

Para evaluar los efectos de Grobiotic®-A en el crecimiento y la eficiencia alimenticia en los juveniles de

jurel, se consideraron las variables de respuesta reportadas en la tabla 3.

Tabla 3. Desempeiio biolégico y eficiencia alimenticia de Seriola dorsalis alimentado con diferentes niveles de
Grobiotic®-A después de 42 dias.

Basal 1% GBA 2% GBA 3% GBA p ANOVA
Pi (gr) 37.90 £ 3.65 38.27 + 3.57 37.87 + 2.68 38.13 +3.03 0.96
Pf (gr) 158.1 + 25.94 159.0 + 19.8 160.0 + 27.91 163.1 +23.39 0.82
PG (%) 317.2+£27.2 314.2+£213 323.0+£30.5 328.0£29.0 0.93
PGD (gr) 29+0.21 2.9+0.22 2.7+0.32 29+0.24 0.93
CTC 0.21+0.01 0.21+0.01 0.21+£0.02 0.21+0.01 0.98
TCE (% dia™) 3.40+0.16 3.38+0.13 3.43+0.16 3.46+0.16 0.93
AC (gr/pez) 181.0+6.0 191.8 + 8.85 185.1 + 10.88 192.4 + 16.43 0.57
TCA 1.5+0.06 1.6+0.16 1.5+0.07 1.5+0.01 0.61
TEP 1.66 +0.07° 1.38£0.13° 1.53 £ 0.08% 1.58 +0.01% 0.02
VPP 1.32+0.19 1.34+0.14 1.33+0.09 1.41+0.04 0.84
IHS (%) 0.91+0.23 0.98+0.11 0.89+0.15 0.93+0.13 0.64
IVS (%) 7.68 £0.59 7.73+£0.92 7.48+1.21 7.57 £0.59 0.91
FC 1.58 £0.03 1.56 £0.10 1.58 £0.14 1.54 +0.05 0.94
S (%) 93.33 £5.77 90.0 £10.0 100. +£0.0 90.0+0.0 0.10

-Pi, Peso inicial; Pf, Peso final; PG, Porcentaje de peso ganado; PGD, Peso ganado diario; CTC, Coeficiente térmico de
crecimiento; TCE, Tasa de crecimiento especifica; AC, Alimento consumido; TCA, Tasa de conversion alimenticia; TEP,
Tasa de eficiencia proteica; VPP, Valor productivo de la proteina; IHS, indice hepatosomatico; IVS, indice
viscerosomatico; FC, Factor de condicidn, S, supervivencia.

-Valores presentados como media + desviacidn estandar, por triplicado. ANOVA 1-via (P < 0.05).

-Valores dentro del mismo renglén con diferentes superindices indican diferencia significativa evaluada con la prueba
de Tukey.
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No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, excepto para la tasa de eficiencia
proteica, en donde los peces alimentados con el 1% de GBA tienen una media significativamente menor
(P < 0.05) que el control (1.38 + 0.13 vs 1.66 + 0.07), pero similar a la de los tratamientos con el 2 y 3%
GBA. En cuanto a la supervivencia, es importante mencionar que ninguno de los peces murié por causa
del tratamiento, sino que los pocos peces que murieron (en total 8 peces) fue por haber saltado fuera de

los tanques.

3.2 Composicion proximal de cuerpo completo

En el analisis quimico proximal de proteina cruda, lipidos, cenizas y humedad del cuerpo completo de los
organismos alimentados con los diferentes tratamientos no se encontraron diferencias significativas entre

ellos (P > 0.05). En la tabla 4 se observan las medias para cada tratamiento y proximal evaluado.

Tabla 4. Composicion proximal (% en peso seco) de los juveniles de Seriola dorsalis alimentados con diferentes niveles
de Grobiotic®-A después de 42 dias.

Inicial Basal 1% GBA 2% GBA 3% GBA p ANOVA
Proteina 63.84 £ 3.9 63.33£10.56 67.54 £3.77 64.87 + 2.5 69.55+1.2 0.51
Lipidos 16.87 £ 0.52 20.69+15 21.47+058 22.58+0.70 20.23+3.74 0.53
Cenizas 11.43 +0.16 10.17 £ 0.25 10.5+0.17 9.76 £0.53 10.46 £ 0.91 0.38
Humedad 73.42 £ 0.65 70.71+0.36 70.83+0.61 69.58+0.21 70.67+1.04 0.13

-Valores presentados como media + desviacidn estandar por triplicado. ANOVA 1-via (P < 0.05).

3.3 Actividad de las enzimas digestivas

En la evaluacién de la actividad total de la tripsina, leucina aminopeptidasa y lipasa de los ciegos piléricos,
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05). Mientras que, para la amilasa
se encontrd que los tratamientos con inclusidn del prebidtico son altamente significativos en relacion con
el tratamiento control (P < 0.01) (Tabla 5). Esta tendencia es similar a la que se observé en los intestinos,

en donde solo se obtuvieron diferencias significativas en la amilasa (P < 0.05). Sin embargo, distinto a lo
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que ocurre en los ciegos, solo el tratamiento con el 3% GBA es significativamente mas alto en relacién con

el tratamiento control pero no de los tratamientos con el 1y 2% GBA (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad enzimatica total en los ciegos pildricos e intestino de los juveniles de Seriola dorsalis alimentados
con diferentes niveles de Grobiotic®-A después de 42 dias.

Basal 1% GBA 2% GBA 3%GBA  p ANOVA
Ciegos Tripsina 20.7+9.2 180+21  156+52  20.0+3.9 0.70
piléricos (U érgano)
L-aminopeptidasa 71,106 214431  335%64  261+98 0.38

(U érgano)

Lipasa 294.4+127.8 316.2+174.2 242.5+61.2 375.7+159.5  0.70

(U érgano)
Amilasa 0.4+0.1° 1.8+0.1° 1.6 +0.1° 1.9+0.5° 0.00

(U érgano)
Intestino Tripsina 15.3+3.0 14.5+6.5 15.0+ 2.5 18.6+4.7 0.68

(U érgano)
L-aminopeptidasa 55, ¢ ¢ 15.5+ 3.8 229+1.9 21.1+6.1 0.37

(U érgano)
Lipasa 135.3+£356  73.1+340 8814402 119.9+9.7 0.14

(U érgano)
Amilasa 0.3+0.1° 1.1 +0.4% 1.1 +0.2% 1.3 +£0.2° 0.03

(U érgano)

-Valores presentados como media + desviacidn estandar por triplicado. ANOVA 1-via (P < 0.05).
-Valores dentro del mismo renglén con diferentes superindices indican diferencia significativa evaluada con la prueba
de Tukey.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en la actividad especifica
de ninguna de las enzimas evaluadas de los ciegos pildricos (i.e., tripsina, l-aminopeptidasa, lipasa y
amilasa) (Tabla 6). Sin embargo, en el intestino, se observa que existen diferencias significativas tanto en
la lipasa como amilasa (P < 0.05) pero no en la tripsina ni en la I-aminopeptidasa (P > 0.05). En la lipasa, se
encontrd que los peces alimentados con las dietas del 1 y 3% GBA son significativamente distintos, pero
no lo son con respecto a la dieta basal o con la del 2% GBA. Por ultimo, se pudo identificar que, en la
amilasa, las dietas con el 2 y 3% de GBA son significativamente diferentes al control (P < 0.05), pero no

respecto al 1% GBA (Tabla 6).
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Tabla 6. Actividad enzimatica especifica en los ciegos pildricos e intestino de los juveniles de Seriola dorsalis
alimentados con diferentes niveles de Grobiotic®-A después de 42 dias.

Basal 1% GBA 2% GBA 3% GBA  p ANOVA
Ciegos Tripsina 1.4 +0.8 1.2+0.2 0.9+0.2 1.2 +0.4 0.64
piléricos (U mg Proteina)
L-aminopeptidasa 4 1.5+0.6 2.0£0.6 1.6+0.9 0.85
(U mg Proteina)
Lipasa 68.1+0.2 101.3+34.8 70.5+11.3 80.7+21.8  0.38
(U mg Proteina)
Amilasa 0.02+0.00 0.1+0.04 01001 0.1+0.05 0.06
(U mg Proteina)
Intestino Tripsina 59+2.9 4.0+0.4 6.2+2.1 83+45 0.53
(U mg Proteina)
L-aminopeptidasa 5, 4 ¢ 7.3+4.0 9.3+15 9.3+4.7 0.90
(U mg Proteina)
Lipasa 48.1+9.3® 205+6.7° 34.1+9.6%® 50.5+9.8° 0.03
(U mg Proteina)
Amilasa 0.1+0.1° 03+0.1®® 04+01° 0.6+0.1° 0.01

(U mg Proteina)

-Valores presentados como media + desviacidn estandar por triplicado. ANOVA 1-via (P < 0.05).
-Valores dentro del mismo renglén con diferentes superindices indican diferencia significativa evaluada con la prueba

de Tukey.

3.4 Digestibilidad in vitro

Los valores de la digestibilidad in vitro reportados en unidades de % GH de las cuatro dietas evaluadas para

alimentar a los juveniles de S. dorsalis se reportan en la figura 2. Se encontrd que existe una tendencia a

incrementar la digestibilidad de la dieta conforme se aumenta el nivel de inclusién del prebidtico. En donde

el nivel con el 1% de GBA es significativamente menor (P < 0.05) con una media de 7.92 + 1.09, en

comparacién con las dietas con el 2 y 3% del prebidtico con una media de 21.78 + 2.89 y 23.52 * 0.6,

respectivamente. Mientras que, en la relacién con la dieta basal (12.33 + 2.49) no se encontraron

diferencias significativas.
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Figura 2. Digestibilidad (% grado de hidrdlisis) de las diferentes dietas (0, 1, 2 y 3% Grobiotic®-A). Tratamientos con
diferentes letras indican diferencia significativa (P < 0.05) evaluados con la prueba de Tukey.

3.5 Andlisis de genes relacionados con la salud intestinal

Las expresiones relativas de los genes hsp70, il-18, mgay apn cuantificados en el intestino distal, se ilustran
en la figura 3. Se puede observar que los niveles de expresion de hsp70 y mga tienden a disminuir
conforme incrementa el nivel del prebidtico en la dieta, aunque no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (P = 0.47; P = 0.27) (Fig. 3A-B). Por otro lado, en el gen il-18, se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05) siendo el tratamiento con el 2% GBA el mas alto en
comparacién con el tratamiento control y el del 1% GBA, pero no con la dieta del 3% GBA. Asimismo, se
observo que en el tratamiento del 1% GBA hubo una expresion relativa menor en comparacién con 2y 3%
GBA (Fig. 3C). La expresion de la apn también se encontraron diferencias significativas (P < 0.05), donde el
tratamiento con el 3% GBA es significativamente mas alto que el tratamiento con el 2% del prebidtico, sin
embargo, respecto a los tratamientos control y con el 1% GBA, no se encontraron diferencias significativas

(Fig. 3D).
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Figura 3. Expresion relativa de: proteina de choque térmico (hsp70) (A), maltasa-glucoamilasa (mga) (B), interleucina-
1 beta (il-18) (C) y aminopeptidasa N (apn) (D) en el intestino distal de S. dorsalis alimentados con diferentes niveles
de inclusion de Grobiotic®-A (0, 1, 2 y 3%) después de 42 dias. Tratamientos con diferentes letras indican diferencia
significativa (P < 0.05) evaluados con la prueba de Tukey.

3.6 Analisis de electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE)

El analisis de conglomerados de la composicidn de las comunidades bacterianas presentes en las muestras
del contenido intestinal indicé que los peces alimentados con la dieta con 2 y 3% de Grobiotic®-A son
similares (CS > 85%), pero no lo son con los peces alimentados con el 1% (CS £ 79%) y a su vez estas tres
dietas difieren (CS < 79%) de la composicidn bacteriana de los peces que recibieron la dieta sin prebidticos
(Fig. 4). Por otro lado, independientemente del tratamiento, dentro de cada carril del gel se observé una
banda intensa la cual indica la presencia de una sola especie o especies que contienen DNA quimicamente

equivalentes que dominan en el tracto intestinal de los peces evaluados, sin embargo, también se
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observan algunas bandas aunque en menor intensidad, indicando la presencia de otras especies

bacterianas presentes (Fig. 4).

GroBiotic-A 3%

775 GroBiotic-A 2%

69.9 B — GroBiotic-A 1%
! Control

Figura 4. Gel de electroforesis del gradiente de desnaturalizacidn de amplicones de rDNA 16S bacterianos del
contenido intestinal de S. dorsalis alimentados con diferentes niveles de inclusién de Grobiotic®-A. La barra en la
esquina superior izquierda de la figura indica la escala porcentual del coeficiente de similitud (%CS).
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Capitulo 4. Discusion

Uno de los mas grandes retos de la acuicultura es la nutricién y alimentacidn de los organismos en cultivo.
Es por eso que se han desarrollado diversas estrategias para cumplir con los requerimientos alimenticios
y mantener la calidad de vida de los animales (Adel et al., 2017). Entre estas estrategias, se encuentra el
uso de prebidticos en las dietas. Varios autores han propuesto que la mejor manera de evaluar los posibles
beneficios de los prebidticos es alterando las respuestas inmunoldgicas o fisioldgicas por medio de
desafios ambientales o dietéticos (Gonzalez-Félix et al., 2018). Por otro lado, se ha reportado que para S.
dorsalis, una dieta con el 20% de inclusién de harina de soya provocd alteraciones en la estructura
intestinal, sugiriendo la presencia de enteritis (Viana et al., 2019). Tomando en cuenta lo anterior, en el
presente estudio se decidid incluir el producto comercial Grobiotic®-A en las dietas elaboradas con un alto
contenido de soya (64%), con la finalidad de evaluar los posibles efectos del GBA en el jurel cola amarilla,

expuestos a este desafio nutricional.

En estudios previos, se han realizado diversas investigaciones para evaluar el efecto de las dietas con altos
contenidos de harina de soya en los parametros del desempefio bioldgico en el jurel cola amarilla. Jirsa et
al. (2014), encontraron que con una dieta con el 42.8% de harina de soya, el coeficiente de crecimiento
térmico fue de 0.23, el cual es muy similar al que se obtuvo en el presente estudio para todos los
tratamientos (0.21). Sin embargo, difieren en el porcentaje de peso ganado reportado por los mismos
autores, quienes indican una ganancia de 2362%, mientras que en el presente estudio fue de 314-328%.
Por otro lado, los resultados sobre la tasa de crecimiento especifica varian entre 3.38 — 3.46 % dia™ en este
estudio, valores que son inferiores a los reportados por Buentello et al. (2015), en juveniles de jurel
alimentados con dietas con un 60% de harina de soya. Pero al contrastar los valores del presente estudio
con lo encontrado por Viana y et al. (2019) en la dieta con el 20% de harina soya, nuestros valores son
superiores. Lo anterior, puede estar relacionado con la calidad de la harina de soya empleada en la
elaboracidn de las dietas, ya que Buentello et al. (2015), indican que utilizaron harinas de soya mejoradas,
es decir, con reduccion de factores antinutricionales y aumento de la cantidad y calidad de proteinas. Por
otro lado, en cuanto a los indices viscerosomatico y hepatosomaticos, Viana et al. (2019), reportaron
valores muy cercanos a los encontrados en este bioensayo. Como se ha mencionado, estas similitudes y/o
diferencias en los parametros de desempefio bioldgico, pueden estar dadas por la tolerancia a los
ingredientes vegetales por parte de los peces, el origen y calidad de los ingredientes (i.e., extrusion,

hidrolizacién) y las tecnologias de manufactura de las dietas (Viana et al., 2019).
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En el presente estudio se determind que en general no existen diferencias significativas en los parametros
de crecimiento entre los tratamientos después de 6 semanas. A diferencia, en el hibrido de lobina rayada,
se observd que a las 12 semanas hubo un efecto positivo en la ganancia de peso al alimentar con una dieta
con el 31.9% de harina de soya y con el 2% de Grobiotic®-A (Li y Gatlin, 2005). Mientras que, en otra
investigacion en la cual se utilizé la misma especie que en el presente estudio, con el 2% GBA y el 25% de
HS en la dieta, se encontré que tanto la ganancia de peso como el coeficiente de crecimiento térmico
incremento significativamente después de 8 semanas de alimentacién (Chavez-Garcia, 2016). Ambas
publicaciones se relacionan en que en los dos experimentos se utilizaron concentraciones inferiores de
harina de soya en la dieta (31.9 y 25%, respectivamente) en comparacion a la que se empled en las dietas
elaboradas en el presente estudio (64%). Por lo que seria interesante evaluar el efecto de Grobiotic®-A
con distintos niveles de inclusidon de harina de soya para determinar si existe una interaccion entra la

concentracién de soya y el prebidtico.

Por otro lado, existen estudios en otros peces carnivoros en los que se reporta que el prebidtico no resulto
con efectos positivos en el crecimiento, igual que lo que observamos en el presente estudio con los
juveniles de jurel. Por su parte, Buentello et al. (2010), evaluaron el efecto de la inclusién del 1% de GBA
en dietas elaboradas con harina de soya al 37.5% en el S. ocellatus, y no encontraron diferencias
significativas en el crecimiento. Los autores argumentan que esto puedo deberse al tiempo de exposicion
a los prebioticos, ya que en su caso este parametro fue de solo 4 semanas y probablemente no fue
suficiente tiempo para que los prebidticos indujeran un cambio del microbioma. Por su parte, Burr et al.
(2009), y Gonzalez-Félix et al. (2018), en el S. ocellatus (1% GBA) y en la totoaba (2% GBA),
respectivamente, coinciden que la complejidad de la comunidad microbiana presente en el intestino es un

factor importante para el crecimiento de los organismos.

Tomando en cuenta lo anterior, aunque el tiempo del experimento haya sido el dptimo en el presente
estudio, aparentemente no fue suficiente tiempo para que causara diferencias significativas en los
parametros de desempefio bioldgico, probablemente debido a la falta de diversidad bacteriana presente
en los intestinos de los peces. Lo que se confirma con los resultados obtenidos del analisis del DGGE, en

donde solo existe una banda dominante en todos los tratamientos.

Se ha descrito que Grobiotic®-A favorece significativamente la eficiencia alimenticia con niveles de
inclusion en la dieta del 1 y 2%, tanto para el hibrido de lobina rayada y para la corvina roja (Li y Gatlin,
2004; Buentello et al., 2010). Sin embargo, para el jurel en el presente estudio no se observo el mismo

efecto, puesto que no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros relacionados
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con la eficiencia alimenticia. Aunque en el estudio de Chavez-Garcia (2016) con el jurel, con el 2% GBA y
con valores mucho menores de harina de soya (25%), se tuvieron valores muy cercanos a los obtenidos.
Lo que podria explicarse por la calidad de la soya empleada en el presente estudio. Ya que se conoce que
esta puede modificar en las dietas la palatabilidad, la cantidad de factores antinutricionales, cantidad y
calidad de proteina presente, tipo y cantidad de la fuente de proteina alternativa, por mencionar algunas
(Buentello et al., 2015). Sin embargo, es necesario evaluar las caracteristicas antes mencionadas en cuanto
a la calidad de la harina de soya, con la finalidad de caracterizar y estandarizar el tipo de soya empleada

en los experimentos.

Asimismo, Rossi et al. (2015), concuerdan en que la exposicién a desafios de estrés, pueden ser una
herramienta util para evaluar los efectos de la inclusién de GBA en dietas basadas en soya, tanto en los
parametros de produccién como en la respuesta inmune no-especifica, ya que ellos no observaron efectos
significativos en ninguno de los parametros de desempefio bioldgico evaluados en el S. ocellatus y lo
relacionan con la calidad del sistema de cultivo, el cual mencionan que fue éptimo, como lo indican el
crecimiento y la supervivencia. Aunque lograron identificar que el tamaio de los peces experimentales, el
ambiente de cultivo y el nivel de soya en la dieta son factores que influyen en la efectividad del GBA, no

se sabe de manera clara cual es su relevancia.

La adicion de GBA en las dietas no afectd los valores de proteina cruda, lipido total, humedad y cenizas del
cuerpo completo de los peces evaluados en el presente estudio. Lo cual concuerda con estudios para la
corvina roja con el 1y 2% de GBA en dietas bajas en harina de pescado y para la beluga (Huso huso) con el
0.5, 1y 2% (Adel et al., 2017; Burr et al., 2009; Rossi et al., 2015). En cambio para la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentada con inclusion del 1 y 2% de GBA en dietas comerciales, si se
encontraron cambios significativos, ya que aumento el porcentaje de proteina cruda y disminuyé el lipido
total y ceniza en los peces en comparacion a los alimentados con la dieta control sin GBA (Azari et al.,

2011).

Las enzimas digestivas son las encargadas del rompimiento de las macro-moléculas presentes en el
alimento en sus componentes menores (i.e., mondmeros), con la finalidad de que los enterocitos los
absorban mas facilmente (Rust, 2002). La secrecion de estas enzimas se da cuando el bolo alimenticio llega
al tracto digestivo (Rust, 2002). Por lo tanto, se podria suponer que la cantidad de un nutriente es
equivalente a la proporcidn de la enzima encargada de su digestidn. Sin embargo, esto no es tan simple y

estan involucrados muchos factores que pueden alterar ese resultado, tales como la ontogenia vy la
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morfologia del sistema digestivo, la naturaleza del nutriente dietético y la microbiota intestinal, por

mencionar algunas (Egerton et al., 2018; Gatlin et al., 2007; Rust, 2002).

En los resultados obtenidos en el presente estudio se encontré que la inclusidn del prebiético no modifica
la actividad de la tripsina, leucina-aminopeptidasa, lipasa y/o amilasa en la regidn de los ciegos pildricos y
lo mismo para la actividad de la tripsina y la I-aminopeptidasa del intestino. Mientras que, en la lipasa y la
amilasa, si se encontraron efectos significativos. En la corvina rojay en el hibrido de lobina rayada se evalué
el efecto de diferentes prebidticos, entre ellos Grobiotic®-A, con el 1% y con el 1 y 2% de inclusidn,
respectivamente (Anguiano et al.,, 2013). La actividad especifica de las enzimas digestivas intestinales
(tripsina, aminopeptidasa, lipasa y amilasa) después de 4 u 8 semanas de alimentacién no cambio
significativamente. Estos resultados concuerdan con los observados en el presente estudio con respecto a

la actividad de la tripsina y la I-aminopeptidasa, pero difieren en cuanto a la lipasa y la amilasa.

De la misma manera, en el estudio de Chavez-Garcia (2016) antes descrito, con el jurel alimentado con
una dieta enriquecida con el 2% de GBA, no se encontraron diferencias significativas en las actividades de
la tripsina y la amilasa en el intestino. Por otro lado, Azari et al. (2011), evaluaron el efecto del 1y 2% de
GBA en la trucha arcoiris y encontraron que en comparacién con la dieta control (sin GBA), la actividad
especifica de la proteasa, amilasa y lipasa, se incrementé conforme aumenté el nivel del prebidtico, tanto
en el estémago y ciegos piléricos como en el intestino. Al comparar este resultado con los obtenidos en el
presente estudio, se observa que la actividad de la amilasa en el jurel aleta amarilla tiene la misma
tendencia de aumentar conforme se incrementa el nivel de inclusion de Grobiotic®-A. Mientras que para
la lipasa, a pesar de que el efecto tiende a aumentar con los niveles de inclusién del prebidtico, al

contrastarlo con el control no se detectan efectos significativamente positivos.

Uno de los principales efectos positivos reportados de los prebidticos es que favorecen la colonizacion de
microorganismos benéficos en el intestino y como se menciond anteriormente, la actividad de las enzimas
digestivas puede ser alterada por la microbiota presente en el tracto digestivo, por medio de la secreciéon
de enzimas exdgenas bacterianas, tales como las amilasas (Azari et al., 2011; Burr et al., 2008; Ray et al.,
2012). Por lo tanto, se podria hipotetizar que el efecto encontrado en este estudio sobre la actividad de
las amilasas puede estar relacionado con cambios en la microbiota intestinal. Adicionalmente, se ha
reportado que, al utilizar prebidticos en la corvina roja, el efecto significativo sobre algunas enzimas como
la aminopeptidasa, la amilasa y la fosfatasa alcalina es mayor solo en periodos cortos (4 semanas), pero
no en periodos mas largos (8 semanas) (Anguiano et al., 2013). Lo anterior podria ayudar a explicar la falta

de efectos significativos obtenidos para algunas de las enzimas evaluadas en el presente estudio, puesto
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gue se puede considerar que el tiempo de exposicion al prebidtico fue largo (6 semanas) para la edad vy la

especie evaluada.

En cuanto a la digestibilidad de las dietas, se observd un incremento significativo en el grado de hidrélisis
de las proteinas conforme se incremento el nivel de inclusion de GBA. Estos resultados son dificiles de
comparar ya que, para nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el que se evalua la digestibilidad
de las dietas con inclusién de Grobiotic®-A para el S. dorsalis. Ademas, no existe informacién publicada
empleando la técnica de digestibilidad in vitro al evaluar el efecto de Grobiotic®-A. No obstante, entre los
pocos estudios publicados, Burr et al. (2008), observaron que en la corvina roja, lainclusién de GBA al 1%
en una dieta con un 35% de harina de soya mejoraba la digestibilidad in vivo aparente de los nutrientes y
al compararla con una dieta basada en harina de pescado no encontraron diferencias significativas, es
decir, el prebidtico en una dieta baja en harina de pescado tiene la misma digestibilidad que una dieta
basada en harina de pescado. Lo cual indica que al igual que los resultados obtenidos en el presente
estudio, GBA tiene efectos positivos en el aprovechamiento de los nutrientes en dietas basadas en soya.
En contraste, en la carpa dorada (Carassius auratus), que son peces omnivoros, alimentada con dietas
similares a las que utilizaron Burr et al. (2008), se encontré que la inclusién del 1% de Grobiotic®-A no
tenia un efecto significativo en la digestibilidad aparente de ningln de los nutrientes evaluados. Estos
resultados pueden estar explicados por el tamafio del pez utilizado, la especie y los habitos alimenticios

en relacion a la morfologia intestinal (Raggi y Gatlin, 2012).

Como se menciond anteriormente, la morfologia intestinal es uno de los factores que puede modificar la
digestibilidad de las dietas. Esto se debe a que la digestibilidad, esta comprendida por dos procesos: (1) la
digestion, que corresponde a la actividad de las enzimas digestivas y (2) la absorcién de las moléculas a
través de las célulasintestinales (Rust, 2002). Por lo tanto, cualquier modificacién en la superficie intestinal
repercute en la digestibilidad de los nutrientes. La inclusidn de Grobiotic®-A en las dietas ha demostrado
en algunos casos, como en la trucha arcoiris, incrementa la actividad de las enzimas digestivas y esto se
relaciona directamente con el mejoramiento del crecimiento, mediante el incremento de la digestién y
absorcion de los nutrientes (Azari et al., 2011). Mientras que, en otros peces como la corvina roja no se
tiene muy clara la relacidn que existe entre el mejoramiento de los parametros bioldgicos y se considera
gue mas bien eso estd influenciado por la modificacion significativa de la histomorfologia intestinal,
causada por la fermentacion de los prebidticos a acidos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus siglas en
inglés) por parte de la microbiota intestinal, que a su vez incrementan la absorcién de nutrientes y la
digestibilidad (Anguiano et al., 2013; Schley y Field, 2002). Tomando en cuenta lo anterior y de acuerdo a

los resultados obtenidos para la actividad enzimatica en el presente estudio, GBA podria tener un efecto
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similar en el jurel. Es decir, que el mejoramiento de la digestibilidad en las dietas, puede estar dado por
una modificacion positiva de la superficie intestinal, incrementando la absorcién de nutrientes. Sin
embargo, esto se tendria que evaluar mediante una comparacién de cortes histolégicos de los intestinos

de los peces alimentados con las diferentes dietas (Fuentes-Quesada, 2018).

Los prebidticos, probidticos y polisacaridos adicionados a las dietas, pueden estimular el sistema inmune
de los peces y ayudar en la defensa contra patégenos o estrés (Kiron, 2012). Se considera que estas
sustancias tienen el potencial de activar la defensa inmune innata de los peces, ya sea a nivel de receptores

celulares y/o genes relacionados con el sistema inmune (Bricknell y Dalmo, 2005).

Existe poca informacién acerca del efecto de Grobiotic®-A en la expresion de genes relacionados con la
respuesta inmune. Sin embargo, la accidén de otros prebidticos como los manan-oligosacaridos (MOS y
cMOS) y de beta-glucanos se han evaluado en diversas ocasiones. En un estudio sobre el efecto de MOS y
cMOS y su combinacion, en la expresion de genes clave del sistema inmune del Seriola dumerli, se encontré
gue ambos prebidticos inducen una sobreexpresidon de algunos genes en el intestino, pero solo MOS tiene
un impacto en la regulacion positiva de la il-18. La expresidn de los genes seleccionados en dicho articulo,
revela un incremento en la respuesta de las citosinas y de la produccién de mucus, la cual resulta una

mejor defensa contra parasitos (Fernandez-Montero et al., 2019).

Los resultados antes descritos se asemejan a los obtenidos en el presente estudio, donde se observa un
incremento significativo en la expresion relativa de la il-168 en el tratamiento con el 2% GBA en
comparacién con los tratamientos control y con el 1% GBA. Sin embargo, en el tratamiento con el 3% GBA
no se observo este efecto. La ausencia de un efecto positivo del tratamiento con el 3% GBA, puede ser
explicada por una sobreestimulacién del sistema inmune, la cual puede saturar a la célula, impidiendo
cumplir con su funcidn (Klenerman et al., 2002), tal como ocurrioé en el estudio de Fernandez-Montero et

al. (2019), en donde encontraron que la combinacién de MOS y cMOS causa esta respuesta.

A pesar de que no hay antecedentes con relacién al efecto de Grobiotic®-A en la expresion de genes, ante
un reto de estrés nutricional, como el que se propuso en el presente estudio. Se ha encontrado que, en el
bacalao del Atlantico (Gadus morhua L.) expuesto a un reto parasitico con Vibrio anguillarum, existe una
sobreexpresidn significativa de la il-18 en la seccidn posterior del intestino al comparar la dieta control
(6ptima) y la dieta con inclusién de MQOS, solo después del reto bacteriano. Es decir, el prebidtico puede
modular la expresidn del gen en un escenario de estrés. Lo que concuerda con otros resultados obtenidos

en el mismo articulo, en donde se observa que no hay diferencias en los niveles de expresién de la il-16 en
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respuesta a MOS, antes de la exposicidn de los peces al reto, lo que indica que en situaciones normales
(sin estrés), MOS no altera la homeostasis inmune intestinal (Lokesh et al., 2012). Este efecto de la
sobreexpresidon de la il-16, esta relacionado con la actividad de las bacterias intestinales, las cuales a partir
de la fermentacidn del prebiodtico producen SCFAs. Estas moléculas reducen el requerimiento de glutamina
por parte de las células epiteliales, dejando asi que la glutamina sea distribuida a otras células, como las
del sistema inmune. Durante el proceso de estrés, cuando las células inmunes estan mayormente activas,
requieren de niveles mas altos de glutaminay MOS resulta indirectamente beneficioso (Lokesh et al., 2012;
Schley y Field, 2002). Por lo tanto, se podria hipotetizar que el estrés que podria ocasionar la dieta alta en
soya, empleada en este experimento, de alguna manera favorece la expresion del gen de la il-18 y es por

eso que se observan valores mas altos en los tratamientos con el 2 y 3% de GBA.

De igual manera, se evaluaron los niveles de expresion de la hsp70, la cual es una proteina relacionada con
el trafico de proteinas dentro de las células bajo condiciones de estrés. Se encontré que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos, pero si es posible observar que con el 1y 2% de GBA, se
induce una expresién mas alta que la dieta control, que puede ser el efecto resultante de la fermentacion
bacteriana presente en el intestino, puesto que se ha detectado que estos productos pueden estimular la
produccidn de HSPs (Petrof et al., 2004). En contraste, la dieta con el 3% de GBA provoca una expresion
mucho menor de la hsp70, lo que podria explicarse de manera similar alo que ocurre con la il-18, en donde
la saturacion del prebidtico genera una sobreestimulacién del sistema inmune y las células pierden la
capacidad de responder (Klenerman et al., 2002). Sin embargo, algunos autores recomiendan interpretar
cuidadosamente la expresion de este gen, debido a que su respuesta es muy susceptible a diversas

variables ambientales (lwama et al., 2004).

Como se ha mencionado, los prebidticos pueden mejor la salud intestinal de los peces. Las enzimas mga y
apn, las cuales son enzimas del borde de cepillo del intestino, se utilizaron como indicadoras de los efectos
de Grobiotic®-A en respuesta a la inclusion soya en la dieta y se observé que los niveles de expresidn de la
mga, no difirieron significativamente entre las cuatro dietas, no obstante, se observé una tendencia
decreciente en relacion con la inclusidn del prebidtico. Viana et al. (2019), observaron que en el S. dorsalis
la expresion de la mga se reduce en medida que se incrementan los niveles de soya en la dieta. Como se
ha mencionado, en este estudio los peces fueron alimentados con dietas altas en soya (64%), por lo tanto,
es probable que la soya esté teniendo un fuerte impacto en las células del borde de cepillo del intestino,
lo que impide encontrar un posible efecto en la expresion de la mga al incluir el prebidtico. Sin embargo,

lo anterior debe ser evaluado mediante histologia del tejido intestinal.
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En cambio, en la evaluacién de la expresidn de la aminopeptidasa N (apn) se observo que en los peces que
obtuvieron la dieta con el 3% de GBA el nivel de expresion fue mas alto que el de los peces alimentados
con las tres dietas restantes. Este efecto también fue observado al evaluar la actividad digestiva de la
leucina aminopeptidasa, en donde el nivel del 3% GBA fue el que obtuvo mayor actividad en comparacion
con los otros tratamientos, aunque no se encontraron diferencias significativas. Esto indica que alimentar

con un 3% de GBA podria favorecer la digestion de las proteinas.

En el presente estudio, el perfil de DGGE mostré una banda intensa, en cada uno de los tratamientos, lo
gue indica que independientemente del nivel de inclusién de GBA en las dietas, la comunidad microbiana
intestinal del jurel estd dominada por una sola especie o varias especies con DNA quimicamente
equivalente y al compararlo con otras especies como la totoaba y el hibrido de lobina rayada, a las cuales
también se les suministré GBA, parece ser muy simple, ya que en estos organismos se observé un patrén
de bandas mas amplio, lo que indica que hay una mayor diversidad microbiana (Burr, et al., 2010;
Gonzalez-Félix et al., 2018). Sin embargo, para juveniles de corvina roja, también se ha detectado la
presencia de una sola banda dominante y los autores comentan que posiblemente esto se debe a que la
comunidad microbiana en el intestino en un sistema de recirculacién cerrado no tuvo la oportunidad de
madurar como para detectar diferencias significativas (Burr, 2007; Burr et al., 2009). No obstante, al
evaluar las mismas dietas en organismos sub-adultos de la misma especie, el perfil de DGGE fue mas
complejo y estuvo influenciado por la adicién de GBA en las dietas (Burr, 2007). De acuerdo a lo antes
descrito, posiblemente ese fendmeno sea el mismo que pueda explicar la simplicidad de los resultados en
el perfil de DGGE en este estudio, ya que los especimenes estudiados también eran organismos juveniles
y, por lo tanto, tampoco tuvieron la oportunidad de madurar o desarrollar un microbioma intestinal mas

complejo.

Aunque al comparar los porcentajes del coeficiente de similitud se detecta que los peces alimentados con
las dietas con el 2 y 3% de GBA tienen una diversidad bacteriana mas similar en relacion con el 1% y el
control, es poco probable que las bacterias relacionadas con las bandas presentes en niveles menores que
la banda dominante, tengan un efecto significativo en la comunidad bacteriana del intestino (Raggi y
Gatlin, 2012). Lo que podria explicar la carencia de efectos positivos en algunos de los parametros

evaluados en los juveniles de jurel en este estudio.

En conclusion, la suplementacion con el 2 y 3% de Grobiotic®-A en dietas con un nivel alto de harina de
soya (64%) para juveniles del jurel cola amarilla, mejord la actividad enzimdatica de la amilasa, la

digestibilidad de la proteina de las dietas e incremento el nivel de expresion del gen de respuesta inmune,
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la il-14. La similitud entre ambos tratamientos se relaciona con la similitud de la comunidad microbiana
presente en el intestino. Por lo tanto, se recomienda emplear el 2% de GBA en dietas con niveles altos de

soya para reducir el uso de la harina de pescado y por ende el costo en la alimentacién del jurel.
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Capitulo 5. Conclusiones

. La suplementacion de Grobiotic®-A en dietas altas en proteina vegetal (i.e., HS de buena calidad)
no tiene efectos negativos en el crecimiento o la eficiencia alimenticia en juveniles del jurel cola

amarilla en un periodo de 42 dias.

. De acuerdo a los indices somaticos y al factor de condicidn, el jurel (Seriola dorsalis) tiene una
alta tolerancia a niveles de harina de soya relativamente elevados (64%), cuando esta ultima es

de buena calidad.

. La inclusidn del 1% de GBA en las dietas disminuyd la actividad especifica de las lipasas en el
intestino. Mientras que la actividad especifica de las amilasas incrementd significativamente en

los peces alimentados con al menos el 2% de GBA en la dieta.

. La digestibilidad de las dietas con el 2 y 3% de GBA es significativamente mayor en comparacion
con el 1% GBA, pero no en comparacién a la dieta control, lo que sugiere que GBA no tiene efecto
en la digestibilidad de las proteinas presentes en la dieta con el 64% de harina de soya, al ser

evaluadas con una técnica in vitro.

. La inclusidn del 2% de GBA incrementa la expresion relativa del gen de la interleucina-13 en el
intestino, dando indicios a que probablemente exista un mejoramiento de la respuesta inmune

de los juveniles de jurel.

. El 3% de suplementacidn con GBA favorece la expresién relativa del gen de la aminopeptidasa N,
asi como de la actividad digestiva de la [-aminopeptidasa en muestras de tejido intestinal del
jurel, lo que puede relacionarse con una mayor digestién de las proteinas presentes en las dietas

con altos niveles de harina de soya.

. La composicion de la microbiota intestinal, evaluada por DGGE, es mas similar entres los peces
alimentados con el 2 y 3% de GBA, comparados con los alimentados con 1% o la dieta control.
Razon que puede explicar la similitud de los resultados obtenidos entre estos tratamientos para

la actividad enzimatica de las lipasas y amilasas, digestibilidad y expresién del gen de la il-15.
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Capitulo 6. Recomendaciones

e Debido a que se considerd que la harina de soya utilizada para la elaboracién de las dietas
empleadas en este experimento fue de buena calidad, se propone utilizar una harina con una
menor calidad, de tal manera que puedan producirse dafos en la salud intestinal del jurel y

observar los efectos del GBA cuando el pez se considera enfermo.

e Evaluar la calidad de la harina de soya antes de incluirla a las dietas, para caracterizar los

compuestos presentes en el producto.

e Evaluar histolégicamente los intestinos para observar si existen efectos en sus diferentes
secciones del intestino y presencia de cambios en su morfologia que se relaciones con el grado de

absorcion de los nutrientes.

e Caracterizar el microbioma intestinal para determinar su relacién con Grobiotic®-A y como afecta

en los aspectos del crecimiento, utilizacion de alimento, digestion y salud de los peces.

e Ampliar la cantidad de genes relacionados con el desempefio biolégico y la salud de los peces. Asi
como su evaluacion antes y después del bioensayo, con la finalidad de determinar el progreso del

estado del pez en relacién con el prebidtico.

e Exponer a los peces a un reto bacteriano o parasitico para evaluar su respuesta inmune de los

peces después de alimentarlos con Grobiotic®-A.
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