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Resumen de la tesis que presenta Lorena Andrea Garnica Gdmez como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestra en Ciencias en Acuicultura.

Efecto de las macroalgas como ingrediente funcional en el desempeiio bioldgico, capacidad digestivay
respuesta inmune de la totoaba, Totoaba macdonaldi

Resumen aprobado por:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Director de tesis

Actualmente la busqueda de harinas vegetales, como la harina de soya, para reemplazar la harina de
pescado en la dieta de peces carnivoros es necesaria para reducir costos de produccion y minimizar la
sobreexplotacion de recursos pesqueros. Sin embargo, se sabe que un alto contenido de harina de soya
para alimentar peces carnivoros bajo cultivo puede causar una inflamacién subaguda no contagiosa del
intestino, denominada enteritis. La enteritis es provocada por el contenido de factores antinutricionales
de la harina, lo cual resulta en cambios fisiolégicos, inmunoldgicos y problemas en la absorcidon de
nutrientes, con una reduccidn del crecimiento de los peces. Actualmente se investigan nuevos
ingredientes funcionales como los prebidticos que pueden prevenir los dafios causados por la enteritis en
peces carnivoros. Las macroalgas contienen polisacaridos que poseen las caracteristicas de un prebiético
(i.e., benéficos para la microbiota intestinal), pero sus efectos suelen ser especie-especificos. El objetivo
de este trabajo fue evaluar los efectos de las macroalgas, adicionadas a dietas con harinas vegetales sobre
el crecimiento, eficiencia alimenticia, digestibilidad de las dietas, actividad enzimatica (tripsina, lipasa y
amilasa), respuestas inmunoldgicas (estallido respiratorio y conteo de leucocitos), cambios histoldgicos
del intestino y expresion de genes relacionados con la respuesta inmune (il8, igm, aqp8 y hsp70) en
Totoaba macdonaldi, un pez endémico del Golfo de Baja California en peligro de extincién de importancia
para la acuicultura en México. Para esto se elaboraron cuatro dietas isoproteicas (48%) e isolipidicas (13%).
Dos consistieron en dietas comerciales formuladas con harina de macroalga local e ingredientes de origen
vegetales (ALG1 y ALG2) y los otras dos se formularon con 26% de harina de soya (DPBOy DPB3), pero una
de ellas con 3% de prebidtico de macroalgas Mega Smart Kelp (DPB3). Al final del bioensayo los peces
alimentados con las dietas DPBO y DPB3 tuvieron un crecimiento significativamente mayor y una mejor
eficiencia alimenticia comparados con los que fueron alimentados con las dietas comerciales. Asimismo,
se observd una mayor digestibilidad de las dietas DPBO y DPB3, una mejor condicién del intestino distal y
mayor expresion de genes relacionados con respuestas inmunes (i.e., inflamacion) y fisioldgicas (i.e., estrés
celular). Estos resultados revelaron que las dietas ALG1 y ALG2 resultaron en un menor desempefo
productivo de los juveniles y afectaron negativamente la salud intestinal de las totoabas, bajo
experimentacion, inclusive afectaron mas que las dietas DPBO y DPB3 que incluian harina de soya. Sin
embargo, se requiere mayor investigacion para dejar en claro si el mayor contenido de saponinas
encontrado en las dietas comerciales u otros compuestos afectaron negativamente al intestino, las
enzimas digestivas y la digestibilidad.
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Abstract of the thesis presented by Lorena Andrea Garnica Gdmez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture

Effect of macroalgae in soybean meal diets on the biological performance of totoaba, Totoaba
macdonaldi

Abstract approved by:

Dr. Juan Pablo Lazo Corvera
Thesis director

Research looking at alternative vegetable ingredients, such as soybean meal, to replace fishmeal in the
diet of carnivorous fish is necessary to reduce aquaculture production costs and minimize overexploitation
of finite fishery resources. However, a high content of soybean meal in the diet for carnivorous fish has
been shown to cause enteritis in certain species. Enteritis is the non-contagious subacute inflammation of
the intestine, caused by the content of antinutritional factors, which results in physiological changes,
immunological responses, and problems in the absorption of nutrients, with a reduction in the growth and
health condition of the fish. Recent research evaluating functional ingredients, such as prebiotics, have
been shown to reduce enteritis in carnivorous fish. Nonetheless, these positive effects of prebiotics are
usually species-specific. Macroalgae contain polysaccharides that have the characteristics of a prebiotic
(i.e., promoting the growth of beneficial intestinal microbiota). Thus, the objective of this study was to
evaluate the effects of macroalgae added to diets formulated with vegetable ingredients on the growth,
feed efficiency, diet digestibility, enzymatic activity (i.e., trypsin, lipase, and amylase), immune responses
(i.e., respiratory burst and leukocyte count), histological changes in the intestine and the expression of
genes related to the immune response (il8, igm, agp8 and hsp70) in Totoaba macdonaldi, an endangered
endemic fish from the Gulf of Baja California of great relevance to Mexican marine aquaculture. Four
isoproteic (48%) and isolipidic (13%) diets were formulated to meet totoaba nutritional requirements. Two
consisted of commercial diets formulated with local macroalgae meal and plant-based ingredients (ALG1
and ALG2) and the other two were formulated with 26% soybean meal (DPBO and DPB3), but the latter
including 3% Mega Smart Kelp, a macroalgae prebiotic (DPB3). This level of soybean inclusion has been
shown to cause enteritis in totoaba. At the end of the bioassay the fish fed the DPB0O and DPB3 diets had
significantly higher growth and better dietary protein efficiency compared to those fed the commercial
diets. Likewise, a higher digestibility of the DPBO and DPB3 diets, better condition of the distal intestine
and higher expression of genes related to immune (i.e., inflammation) and physiological (i.e., cellular
stress) responses were observed. These results revealed that ALG1 and ALG2 diets resulted in a lower
productive performance of the juveniles and negatively affected the intestinal health of the totoabas, even
more than the DPBO and DPB3 diets that included soybean meal. However, further research is required to
clarify whether the higher saponin content found in the commercial diets or other dietary compounds
negatively affected gut health, protein utilization, and digestibility.

Keywords: Totoaba macdonaldi, enteritis, macroalgae, soybean, prebiotic
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Figura 8. Actividad enzimatica total (U intestino?!) de la tripsina (A), lipasa (B) y amilasa (C) en el intestino
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Capitulo 1 . Introduccion

La acuicultura ha sido la industria de mas rdpido crecimiento en la produccién de alimento durante los
ultimos anos, sus productos son de alta calidad nutricional para la poblacién humana y por eso su
importancia. Actualmente, de todos los productos acuicolas para consumo humano, mas de la mitad
provienen de la acuiculturay se requiere que la produccién siga creciendo, pero de una manera sostenible

en particular en especies carnivoras de alto valor comercial (FAO, 2020).

Una de las limitantes en el cultivo de peces marinos es la alimentacion. Por lo general las especies bajo
cultivo tienen habitos carnivoros y sus requerimientos nutricionales son tipicamente de un alto contenido
de proteina en la dieta (i.e., 40 hasta 55%), con un perfil especifico de aminodcidos y acidos grasos
esenciales. Principalmente los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena corta (PUFA) y los acidos grasos
altamente insaturados de cadena larga (LC-PUFA, por sus siglas en inglés) son necesarios para procesos
fisiolégicos esenciales como generar energia metabdlica para el crecimiento, reproduccién y natacién,
ademads son constituyentes de los fosfolipidos que le aportan estructura y fluidez a las membranas
celulares (NRC, 1993; Sargent et al., 2002; Wilson, 2002; Oliva-Teles et al., 2015). Para satisfacer los
requerimientos nutricionales de los peces marinos, regularmente se incluyen harina y aceite de pescado
(HP y AP, respectivamente) como ingredientes principales de sus dietas, ya que aportan los nutrientes
necesarios, como aminodcidos, acidos grasos, vitaminas, minerales y otros factores de crecimiento,
ademas, tienen una alta digestibilidad y palatabilidad para los peces (NRC, 1993; Lovell, 2003; Bureau,
2012).

Debido a la alta demanda de la HP y AP sus precios siguen en aumento, elevando los costos de produccidn
de la acuicultura, ya que la alimentacion representan hasta un 60% del costo de una unidad de cultivo
(Lovell, 2003). Ademas, la produccién y uso de la HP y AP ha generado un impacto ambiental negativo al
crear una alta tasa de extraccion y demanda, que excede la tasa de recuperacion de los recursos
pesqueros, tornando a la acuicultura en un sector menos sostenible al ser uno de los mayores
consumidores de estos insumos (Pigott y Tucker, 2002; FAQO, 2020). Una de las respuestas a este problema
mundial ha sido reemplazar la HP y el AP por ingredientes alternativos que cumplan con los

requerimientos nutricionales de las especies cultivadas (Hardy, 2010; Oliva-Teles et al., 2015).



Por su precio econémico y disponibilidad, las harinas producidas a partir de plantas son una de las
alternativas a la HP mas estudiadas. Desafortunadamente se ha detectado que algunas harinas vegetales,
principalmente la soya, pueden producir enteritis o un mal desempefio del crecimiento en algunos peces,
con el uso prolongado de dietas con elevado contenido de estos ingredientes (i.e., >22%) (Gu et al., 2016;
Fuentes-Quesada et al., 2018). Estas alteraciones se deben al contenido de factores antinutricionales que
producen las plantas naturalmente, para defenderse de los herbivoros y que afectan la salud de los peces
bajo cultivo (Rumsey et al., 1994; Bakke-McKellep et al., 2000; Krogdahl et al., 2003; Bonaldo et al., 2008;
Oliva-Teles et al., 2015; Gu et. al., 2016; Fuentes-Quesada et. al., 2018).

No obstante, en los ultimos afios se ha evaluado el uso de ingredientes funcionales que mejoran la salud
intestinal y reducen el efecto negativo de los factores antinutricionales y de ciertos patégenos o toxinas,
y se han considerado como una solucidn a la enteritis generada por la soya (Buentello et al., 2010; Song
et al., 2014; Fuentes-Quesada et al., 2020). Asi mismo, en los Ultimos afios el uso y conocimiento de los
beneficios de las macroalgas en las dietas ha aumentado y se sabe que algunos de sus componentes, como
los alginatos, fucoidanos, laminarinas y glucanos, tienen efectos prebiéticos, es decir son ingredientes no
digeribles, que pueden modular la microbiota y ademds son benéficos para la salud de los peces
estimulando el sistema inmune y que podrian aliviar la enteritis (Iwashita et al., 2015; Miranda et al.,
2017; Sardariy Nordberg Karlsson, 2018). La abundancia y diversidad de las macroalgas y sus compuestos
pueden ser aprovechados como ingredientes funcionales para incrementar el uso de harinas vegetales en
las dietas de peces carnivoros (Dantagnan et al., 2009; Sardari y Nordberg, 2018 Gupta et al., 2019). Por
lo que es de gran interés conocer si las macroalgas que habitan en las localidades de Baja California, como
Macrocystis pyrifera, pueden ser un ingrediente funcional para reducir el efecto de la enteritis causada
por la soya y disminuir el uso de la harina de pescado en las dietas de Totoaba macdonaldi, una especie

marina endémica y con alto valor comercial en México.

1.1. Antecedentes

1.1.1. La harina de pescado y sus alternativas en las dietas para peces

La harina de pescado (HP) se produce a partir de la pesca de peces pelagicos menores como el arenque,

Opisthonema spp, anchovetas, Anchoa spp, y sardinas, Sardinella spp. En promedio se requieren 4.5 kg



de peces para producir 1 kg de HP y 21.5 kg para 1 kg de aceite de pescado (Boyd, 2015; Rajan, 2018;
www.fishbase.se). La HP es utilizada como un ingrediente en el alimento para animales acuaticos bajo
cultivo por su alta concentracién de proteina, su excelente perfil de aminodcidos, su alta digestibilidad,
buena palatabilidad y por ser una fuente rica de calcio, fosforo, taurina, minerales y vitaminas. Tanto asi,
que el 63% de la produccién de HP es consumida por el sector acuicola (Boyd, 2015; Oliva-Teles et al.,
2015). Si la HP permanece como una de las principales fuentes de proteina en las dietas para organismos
acuaticos cultivados, la demanda de este ingrediente que excede la tasa de recuperacion de las
poblaciones de especies naturales para su produccidn la haria cada vez menos sustentable. Asi que
disminuir la dependencia de este ingrediente es una prioridad para un desarrollo sostenible de la

acuicultura (Jackson y Aldon, 2013; Boyd, 2014; IFFO, 2017; Seafish.org, s/f).

La cantidad de HP utilizada en las dietas depende de los habitos alimenticios de los peces que se cultivan
y por lo general se requieren de un 25% a un 55% de la dieta (Lovell, 2003). Se han logrado muchos avances
en el reemplazo de la harina de pescado en el alimento para el salmdn del Atlantico, Salmo salar (Krogdahl
etal., 2003), latrucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss (Rumsey et al., 1994; Vazirzadeh et al., 2020) |la lubina
Europea, Dicentrarchus labrax (Torrecillas et al., 2021), el jurel, Seriola lalandi (Bowyer et al., 2013), la
corvina, Cynoscion parvipinnis (Minjarez-Osorio et al., 2016), T. macdonaldi (Fuentes-Quesada et al.,
2019) entre otras especies carnivoras, disminuyendo la inclusién de HP a solo un 25% dependiendo de la
especie. Esto se ha logrado en parte gracias a que hay un mejor conocimiento de los requerimientos
nutricionales de las especies cultivables. Sin embargo, el uso de algunos sustitutos disminuye la tasa de
crecimiento en los peces, por lo que no se ha logrado la sustitucidn total de la HP en las dietas para peces

marinos (Boyd, 2015).

Por un lado, algunas de las alternativas a la HP que se han evaluado en diferentes especies de peces han
incluido subproductos de animales como harina de pluma, de sangre, cabeza de camarén y de retazos de
carne, por mencionar algunas. Estos ingredientes tienen un alto contenido de proteina y precio accesible
pero su composicidn es variable y tienen deficiencias de aminoacidos esenciales (Hardy, 2010; Dam et al.,
2019). Por otro lado, las principales plantas utilizadas como ingredientes sustitutos a la HP son el maiz,
trigo, linaza, girasol, canola, algoddén y soya (Minjarez-Osorio et al., 2016; Hua et al., 2019; Villanueva-
Gutiérrez et al., 2020). La harina de soya (HS) es uno de los ingredientes mas evaluados y usados en la
industria acuicola, pues ademas de su precio econémico tiene la ventaja de ser uno de los cereales mas

cultivados a nivel mundial (Dersjant-li, 2002). Tan sélo en 2019 se registr6 una produccidon de



aproximadamente 333 millones de toneladas de HS (FAO, 2021). De hecho existen mas de 2,500
variedades de soya, por lo que su disponibilidad es consistente durante todo el afio (Dersjant-li, 2002;
Hardy, 2010; Oliva-Teles et al., 2015). Entre los ingredientes vegetales, la harina de soya tiene un alto
contenido proteico y su perfil de aminoacidos es constante, a diferencia de otras harinas provenientes de
plantas que pueden cambiar su composiciéon nutricional segun la temporada de cosecha (Sanz, 2009).
Existen varias caracteristicas que han limitado el uso de la harina de soya como sustituto de la HP en dietas
para peces marinos; por ejemplo es deficiente en lisina, metionina y treonina, aminoacidos esenciales
para algunas especies, es poco palatable ya que suele tener un sabor amargo y el mayor problema es el
contenido de factores antinutricionales (FAN) (Lovell, 1988; Hendricks, 2003; Fuentes-Quesada et al.,
2019). De manera similar a la soya, el uso de harinas a base de plantas, se ha limitado por el bajo contenido
de proteina, un perfil inadecuado de aminoacidos esenciales y los FAN que contienen (Hardy, 2010; Oliva-

Teles et al., 2015).

La busqueda de nuevos ingredientes a partir de fuentes mas sustentables como algas (micro vy
macroalgas), insectos, bacterias y levaduras, sigue en auge. Lo desafiante es usar ingredientes alternativos
gue no comprometan el crecimiento y la salud de los peces bajo cultivo, asi como considerar el precio,
disponibilidad, calidad nutricional, contenido de proteina y aminoacidos esenciales, digestibilidad,

factores antinutricionales y palatabilidad (NRC, 1993; Hardy, 2010; Boyd, 2015; Oliva-Teles et al., 2015).

1.1.2. Factores antinutricionales en ingredientes vegetales

Los FAN son compuestos naturales sintetizados por las plantas como metabolitos secundarios con fines
de defensa contra depredadores, patégenos o condiciones adversas (Hendricks, 2003; Akande et al.,
2010). Son altamente abundantes, diversos y por lo general tienen efectos negativos en la salud de los
animales que los consumen, ya que pueden afectar negativamente respuestas bioquimicas, fisiolégicas e
inmunolégicas (Francis et al., 2001; Akande et al., 2010; Roberts, 2012). El avance en el conocimiento con
relacidn a las caracteristicas de los FAN y el contenido de estos en las plantas ha ayudado al mejoramiento

de su uso en las dietas acuaticas. Algunos de los FANs se enlistan a continuacién:

e Acido fitico; es una reserva de fésforo y sales (llamadas fitatos) en las plantas como la soya,
algoddn y canola, que tiene la propiedad de unirse a proteinas y minerales disminuyendo su

biodisponibilidad en los peces. También es un agente quelante con iones metalicos como calcio,



magnesio y zinc, al unirse a estos iones se forman complejos insolubles. Como consecuencia de
su unién a proteinas, el acido fitico puede inhibir la accién de enzimas proteoliticas importantes
durante la digestion o formar complejos insolubles a partir de residuos de aminoacidos (NRC,
1993; Hendricks, 2003; Mohan et al., 2015). Los efectos negativos del acido fitico se pueden
neutralizar con la adicion de fitasas. Las fitasas son las enzimas que se encargan de liberar el
fosforo del acido fitico. Estas enzimas estan ausentes en el sistema digestivo de los organismos
monogastricos, por lo que su adicién en las dietas de peces mejora la disponibilidad de proteinas

y fosforo (Dong et al., 2000; Francis et al., 2001).

Antivitaminas: son compuestos capaces de impedir la accién de las vitaminas por ser
estructuralmente analogas. Son termolabiles por lo que un correcto tratamiento de
calentamiento durante el procesamiento de las harinas puede eliminarlas, se han detectado en la

soya, semillas de algoddn y linaza (Sanz, 2009; Mohan et al., 2015; Fuentes-Quesaday Lazo, 2018).

Ciandgenos: son compuestos glucosidicos que se encuentran en las semillas secas y raices de
plantas oleaginosas como la linaza. Son potencialmente téxicos al hidrolizarse ya que liberan
cianuro de hidrégeno, por lo que se requieren procesamientos para que el cianuro se volatilice
antes de su uso (Francis et al., 2001; Akande et al., 2010; Mohan et al., 2015). Como ejemplo, se
pueden sumergir las semillas en agua por un tiempo determinado o dejarlas secar al sol (Wee y

Shu, 1989).

Fenoles (taninos): las plantas producen compuestos fendlicos como taninos que tienen el
potencial de reaccionar con proteinas, minerales, carbohidratos y otros componentes
citoplasmaticos formando sustratos resistentes a la digestion por las enzimas o se pueden unir a
las mismas enzimas inhibiendo su actividad. Pueden disminuir la digestibilidad, disponibilidad y
absorcién de las proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales, por lo tanto, el valor nutricional
de la harina también disminuye. Estos compuestos son faciles de eliminar ya que son solubles en
aguay se concentran en la cubierta de las semillas (Francis et al., 2001; Akande et al., 2010; Mohan

etal., 2015).

Glucosinolatos: son los principales antinutrientes presentes en la canola. En las células de las

plantas se encuentran en compartimentos separados de las enzimas tioglucosidasas que al



procesarlas, se liberan compuestos téxicos como nitrilos capaces de provocar hiperplasia e
hipertrofia de la tiroides, higado y rifién, irritacion de la mucosa intestinal y reduce la ingesta de

alimento (Francis et al., 2001; Fuentes-Quesada, 2018).

Goitrégenos: son sustancias que pueden inhibir la sintesis y secrecidn de hormonas de la tiroides.
Como estas hormonas juegan un papel importante en el control del metabolismo del cuerpo, sus
efectos pueden resultar en un menor crecimiento y desempeno reproductivo. Las legumbres
como la soya y el cacahuate son ejemplos de vegetales que contienen sustancias goitrogénicas

(Akande et al., 2010).

Gosipoles: son polifenoles contenidos en las glandulas de pigmento de las plantas como el
algodén. Pueden reducir la disponibilidad de aminoacidos por su habilidad de unién con ciertos
grupos aminos, por lo que sus efectos se reflejan en el crecimiento por limitacidon de aminodcidos

(Francis et al., 2001).

Inhibidores de amilasas: han sido encontrados en diferentes granos de frijoles y en el trigo. Estos
compuestos bloquean la funcion de las amilasas pancreaticas de los animales, pero no de las
plantas, hongos o bacterias (Akande et al., 2010; Mohan et al., 2015). Pueden estar activas en
ambientes con pH desde 4.5 a 9.5 y son termolabiles a una temperatura mayor de 95°C, por lo
gue pueden ser eliminadas por procesos fisicoquimicos en el tratamiento de semillas o durante la
elaboracion de la dieta. Estos inhibidores afectan mayormente a los peces herbivoros cuya
cantidad de la amilasa es mayor. Sin embargo, la inclusién de carbohidratos junto con estos FAN
en el alimento de peces carnivoros puede disminuir la actividad de amilasas y la digestibilidad de

las dietas (Hofer y Sturmbauer, 1986; Natarajan et al., 1992).

Inhibidores de proteasas: son proteinas globulares cristalinas que inhiben la actividad de las
proteasas (enzimas que digieren las proteinas), y que estan presentes en la mayoria de las semillas
leguminosas y cereales. Existen inhibidores especificos de ciertas enzimas y aquellos que tienen
la capacidad de inhibir a la tripsina y quimiotripsina al mismo tiempo por medio de sitios de unidn
independientes, disminuyendo la capacidad digestiva de los peces. Al unirse a las enzimas forman
complejos que las inactivan y son irreversibles, afectando la digestibilidad de las proteinas (NRC,

1993; Hendricks, 2003; Mohan et al., 2015). Los inhibidores de proteasas pueden ser inactivados



al cocinar las semillas en agua hirviendo o al calentar la harina a una temperatura mayor de 80°C
lo cual puede llevar a la pérdida de algunos de sus aminodacidos esenciales (Gupta, 1987; Vidal-

valverde et al., 1994).

Lectinas (hemaglutininas): son glicoproteinas que pueden unirse de manera especifica pero
reversible a los carbohidratos que forman parte de glicoproteinas o glicolipidos. La unién a estos
carbohidratos puede darse en las membranas celulares, lo que le confiere la propiedad
aglutinante de algunas células de la sangre como los eritrocitos de varias especies animales,
aunque tienen una especificidad y afinidad variable (Gupta, 1987; Francis et al., 2001; Vasconcelos
y Oliveira, 2004). Las lectinas son parcialmente resistentes a la degradacién proteolitica del
intestino por lo que tienen un efecto antinutricional en el epitelio intestinal. Pueden cambiar la
homeostasis de la membrana celular de los enterocitos, inhiben sus funciones adsorbentes de los
nutrientes, pueden alterar la permeabilidad del intestino y atravesar hacia el torrente sanguineo,
donde pueden afectar directamente en otros tejidos, como pancreas, higado y rifidén, asi como el
metabolismo al simular los efectos de hormonas enddcrinas, aunque esto no se ha comprobado
completamente en peces (Vol y Words, 1996; Buttle et al., 2001; Vasconcelos y Oliveira, 2004;
Krogdahl et al., 2015; Wang et al., 2019). La actividad hemaglutinante ha sido detectada en mas
de 800 plantas en diferentes proporciones y pueden ser removidas por tratamientos térmicos-
himedos, como someter las harinas a 100°C por 10 minutos o utilizar autoclave por un periodo

de 5 a 30 minutos (Gupta, 1987; Francis et al., 2001).

Oligosacaridos de la familia de las rafinosas y polisacaridos complejos que no son almidén (NSP
por sus siglas en inglés, como pectinas, galactanos y celulosa): son constituyentes importantes de
una amplia variedad de leguminosas y cereales (Francis et al., 2001; Muzquiz y Wood, 2007). Estos
sacaridos no pueden ser hidrolizados ni absorbidos por animales monogastricos por la falta de
actividad de algunas enzimas digestivas como la a-1,6 galactosidasa. La microbiota intestinal
puede utilizar estos azlcares para su metabolismo, produciendo gases (Hz, CO, y CH4) y algunos
malestares intestinales. Estos compuestos también se pueden unir a minerales en el intestino y
reducir la digestibilidad de grasas. Algunos NSPs solubles pueden formar aglomerados en el
intestino, incrementar la viscosidad del contenido intestinal y obstruir la actividad enzimatica
(Francis et al., 2001; Mohan et al., 2015). Estos compuestos pueden ser eliminados por diferentes

procesos de las semillas, como la extrusién a altas temperaturas (120-145°C y 31-38 bar), en



autoclave o sumergiendo por 20 horas en bicarbonato de sodio (Bangoula et al., 1993; Burel et al.,

1998).

e Saponinas: comprende un gran grupo de compuestos estructuralmente relacionados que
contienen esteroides o aglicona triterpenos (sapogenina) unidos a uno o mas oligosacaridos. En
la soya se han clasificado en tres grupos, pero se han reportado otros tipos en varias legumbres
comestibles (chicharo, cacahuate, girasol) y el contenido puede diferir ain entre plantas de la
misma especie, dependiendo de la madurez de la semillas asi como de variables agronémicas
como salinidad del suelo, clima, temporada de cultivo y localizacién (Shiraiwa et al., 1991; Hassan
et al., 2013; Troisi et al., 2014). Tienen actividad hemolitica, propiedades espumantes y otorgan
un sabor amargo a las plantas con altas concentraciones de saponinas. Puede afectar el
desempefio y metabolismo de los animales de diferentes maneras; por ejemplo, son pobremente
absorbidas por los organismos que las ingieren pero pueden formar micelas mezcladas con acidos
biliares y colesterol, que modifican la permeabilidad de los enterocitos del intestino y facilitan la
entrada de patdgenos (Sanz, 2009; Gu et al., 2016). También pueden formar complejos insolubles
al unirse al hierro, zinc y calcio, pueden inhibir la actividad de enzimas digestivas y reducen la
absorcion de los nutrientes a través de las paredes intestinales. Estos compuestos no son
termolabiles por lo que se han tratado de eliminar con tratamientos quimicos, incrementando el
costo de fabricacion de la harina sin obtener un resultado totalmente satisfactorio (Akande et al.,
2010; Mohan et al., 2015). De hecho, la inflamacién del intestino distal en peces se ha atribuido

mayormente a este tipos de FANs (Krogdahl et al., 2015).

Cabe mencionar que los efectos adversos que producen los FAN dependen de la especie en cultivo, edad,
habitos alimenticios de los peces ademas del nivel de inclusién del ingrediente en la dieta, la calidad y
procesamiento de la harina (Francis et al., 2001). Por ejemplo, el crecimiento en las carpas, Cyprinus
carpio, no es afectado con la inclusion de hasta 45% de harinas vegetales, como la HS extraida con
solvente, harina de arroz y hasta con dietas que incluian taninos condensados. Aunque se ha observado
que pueden desarrollar enteritis inducida por la soya, tienen la capacidad de recuperarse (Dabrowski y
Kozak, 1979; Becker y Makkar, 1999; Uran, 2008). Por el contrario en peces carnivoros como S. salar, O.
mykiss y la dorada, Sparus aurata, al sustituir desde un 20 a un 40% con harina de soya, algoddn o canola

y en algunos casos harinas procesadas como concentrado de soya o harinas desgrasadas, pueden en la



mayoria de los casos afectar el crecimiento a corto plazo (Robaina et al., 1995; Kaushik et al., 2000; Francis

etal., 2001; Tacchi et al., 2012).

Se ha comprobado que se pueden eliminar algunos FAN en el procesamiento de las harinas vegetales,
principalmente aquellos termolabiles mediante tratamientos térmicos, con extraccién por solventes o
dilucion, pero generalmente esto resulta en la disminucién del valor nutricional del ingrediente sin
mejoras completamente eficientes (Akande et al., 2010; Mohan et al., 2015). Ademas, el uso de diferentes
procesos y estrategias para evitar los impactos negativos de los FAN en las dietas incrementa su costo.
Por ejemplo, el concentrado de proteina de soya un producto profundamente procesado de la soya en el
gue se remueven las porciones de proteina no soluble de la harina, se obtiene un concentrado con alto
contenido de proteina (i.e. 65 a 70%), menor cantidad de FAN y de mejor calidad nutricional (Dersjant-li,
2002; Krogdahl et al., 2003; Oliva-Teles et al., 2015; Zhou et al., 2018). Aun asi, el concentrado de proteina
de soya ha afectado la salud intestinal de algunas especies de peces marinos, al incluirla desde un 26 hasta

45% en la dieta (Trejo-Escamilla et al., 2017; Zhang et al., 2019).

1.1.3. Sistema inmunoldgico en peces

1.1.3.1.  Generalidades del sistema inmunolégico de los peces

Para entender cémo los FAN alteran la salud de los peces es importante reconocer los componentes
principales del sistema inmunoldgico de estos organismos, principalmente aquellos componentes que
conforman la barrera intestinal. Los peces, asi como los demds vertebrados poseen un sistema inmune
con mecanismos especializados, capaces de detectar, reaccionar y proteger al cuerpo contra patégenos y
evitar las enfermedades que producen. Se divide en dos tipos de respuestas; la innata (también conocida

como no especifica) y la adaptativa (o especifica).

El sistema inmune innato es el primer tipo de respuesta contra los patdégenos que han ingresado al
organismo. Reaccionan a un amplio rango de estimulos diferentes desde agentes infecciosos hasta
agentes inorgdnicos, debido a que reconoce patrones moleculares que caracterizan a los grupos de

patdgenos mas comunes (Kindt et al., 2007; Firdaus-Nawi y Zamri-Saad, 2016).



10

Por otro lado, las respuestas adaptativas son provocadas tras una infeccion, se adaptan para reconocer
estructuras moleculares ajenas, se dirigen hacia la estructura del estimulo (llamado antigeno) y eliminan
de forma especifica al patégeno. Ademds, involucra un cambio adaptativo en el sistema que genera una

memoria inmunoldgica especifica (anticuerpos) capaces de reconocer futuros ataques. Este tipo de

respuestas son mediadas por los linfocitos (células By T), un tipo de células blancas (leucocito) que poseen
receptores especializados en sus membranas para detectar antigenos especificos y permite una

eliminacion eficiente (Roberts, 2012; Rodger et al., 2016).

Este tipo de respuestas son mas lentas y energéticamente costosas de producir, lo que las convierte en
algunos casos en respuestas poco eficientes. Por ejemplo, en salmdnidos la produccién de anticuerpos
toma varias semanas mientras que las bacterias pueden infectar y matar en dias, por esto se ha llegado a
considerar que el sistema innato en peces tiene una mayor importancia como mecanismo de defensa,
porque sus respuestas son veloces a pesar de ser generalizadas (Jutfelt, 2006). Aunque existe esta
categorizacion del sistema inmunoldgico, in vivo los componentes innatos y especificos actian de forma

conjunta y son interdependientes en varias maneras (Tort et al., 2003; Hoebe et al., 2004).

El reconocimiento inmunitario en peces es notable por su capacidad de distinguir entre invasores y
componentes propios por lo que tiene un gran nimero de estructuras, células y moléculas que cumplen

con los objetivos del sistema inmune, se pueden dividir en (Figura 1):

e Organos linfoides: a diferencia del sistema inmunoldgico de mamiferos, los peces no poseen
médula désea y ganglios linfaticos y en su lugar el rifién es el mayor drgano linfoide ademads del
timo y el bazo. En general el tejido linfoide estd constituido de una red reticular de células que

soportan poblaciones de leucocitos migratorios o estacionarios (Press y Evensen, 1999).

e Barreras superficiales asociadas a mucosa: son recubrimientos que forman una matriz de
inmunoglobulinas y células inmunoldgicas que tienen la capacidad de retener y evitar la entrada
de patégenos al hospedero inhibiendo la colonizacién. También pueden generar respuestas
inmunoldgicas rapidas como la inflamacién del tracto gastrointestinal (Gomez et al., 2013;

Peatman et al., 2015).
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e Los factores humorales son sustancias solubles que se encuentran en los fluidos corporales y
tienen funciones de proteccidn mediante la inhibicidn del crecimiento de los microorganismos

patégenos, pueden neutralizar enzimas, entre otras funciones (Firdaus-Nawiy Zamri-Saad, 2016).

e Por ultimo, los factores celulares, también conocidos como leucocitos o células blancas son una
variedad de células especializadas e involucradas en los mecanismos de defensa, cada tipo celular

cumple con una funcién dentro del sistema (Rauta et al., 2012).

Barreras fisicas ‘ Humorales ‘ Celulares
= Piel Lisozima .
— Macrofagos
= Fosfataza alcalina Neutrafilos
=
c . . .
= Barreras epiteliales | ) Branquias Interferones Granulocitos ]
o asociadas a mucus| ) Basofilos
Proteina C reactiva
Ceélulas citotoxicas Eosindfilos
. Transferina ifi
Sistema no especificas
digestivo )
9 Lectinas
Complemento

= -
= ] Celulas B
= Anticuerpos (lg)
= Linfocitos
wy - -
@ Citocinas .
o Células T

Figura 1. Componentes principales del sistema inmunoldgico de los peces. La imagen muestra los principales
componentes del sistema inmunoldgico el cual se divide en innato (parte superior, morado) y el sistema especifico
(parte inferior, rosa), divididos a su vez en tres categorias, barreras fisicas, componentes humorales y celulares.
Imagen generada en app.diagramas.net https://app.diagrams.net/, (Murphy y Weaver, 2016; Press y Evensen, 1999)

1.1.3.2. Proceso de inflamacion

Cuando un agente extrano atraviesa las barreras fisicas del organismo y provoca un dafio, una de las
primeras respuestas inmunoldgicas que se desencadena es la inflamacion, la cual se caracteriza por ser
una cascada compleja de fendmenos efectuada en conjunto entre los componentes innatos y especificos,
con el fin de detectar, aislar y eliminar el agente dafiino y posteriormente facilitar la curacidn. Una de las

caracteristicas de la inflamacién es la falta de especificidad, pues puede responder a heridas traumaticas,



12

lesiones mediadas por bacterias o virus y al dafo quimico por toxicidad (Kindt et al., 2007; Roberts, 2012;

Murphy y Weaver, 2016).

La inflamacidn puede dividirse en aguda (i.e., una respuesta rapida) o en crdnica, es decir duradera y con
posibles consecuencias patoldgicas. La reaccion inflamatoria aguda combate las primeras fases de una
infeccidn y pone en marcha procesos que reparan el tejido dafiado (Murphy y Weaver, 2016). A su vez la
inflamacidn causa la liberacion de ciertos factores, principalmente proteinas reguladoras de la familia de
las citocinas, que desencadenan un incremento local del flujo sanguineo, vasodilatacién, permeabilidad
capilar y el ingreso de células inmunoldgicas y factores humorales quimio atrayentes que eliminan

bacterias y contintan la reparacion tisular (Kindt et al., 2007).

Por otro lado, la inflamacidn crénica se caracteriza por la proliferacién celular, se puede extender hasta
por meses o hasta que el agente que estd causando el problema persista. Predominan en la zona dafiada
los macréfagos, linfocitos y células plasmaticas que proliferan y se acumulan, lo cual puede provocar dafio

tisular y fibrosis de manera significativa (Kindt et al., 2007; Mumford et al., 2007).

1.1.3.3. El tejido linfoide asociado al intestino y su funcién como una barrera inmunoldégica

En los peces las principales funciones del tracto gastrointestinal son procesar el alimento consumido,
absorber nutrientes y agua del medio externo, asi como excretar desechos. Su exposicion a agentes
externos lo haria vulnerable si no existiera el tejido linfoide asociado al intestino (GALT por su acréonimo
en inglés). El GALT es un conjunto de células epiteliales, mucus y defensas inmunolégicas que forman la
primer barrera de defensa del intestino jugando un papel importante en el reconocimiento de sefiales,
distinguiendo principalmente entre antigenos de patdgenos y de bacterias comensales. Es una zona
productiva de moléculas activas como las inmunoglobulinas y por lo tanto hay una alta regulacién

inmunoldgica en el tracto intestinal (Cerezuela et al., 2012; Murphy y Weaver, 2016; Zhang et al., 2021b).

Para entender mejor la asociacidon del GALT al intestino se describira a continuacidn la conformacion
intestinal. La superficie del epitelio intestinal consiste en un arreglo en fila de células epiteliales lamadas
enterocitos, que se especializan en la digestion y absorcién de nutrientes. Estdn cubiertas de
microvellosidades (conocido como borde de cepillo) en la zona apical y se mantienen juntas por uniones

conocidas como uniones estrechas (tight junctions), que permiten la comunicacion entre células
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(Mokhtar, 2017). Entre los enterocitos se encuentran de manera aislada las células mucosas,
especializadas en secretar mucus sobre la superficie apical, un fluido viscoso protector del epitelio que
contiene factores humorales inmunoldgicos y glicoproteinas, principalmente mucinas que se producen a
partir de granulos internos de las células (Jutfelt, 2006; Salinas y Parra, 2015). Las mucinas se clasifican en
neutrales y acidas, por su tincién PAS-Azul alcian. Las células mucosas con mucinas acidas se tifien azules,
las neutras magenta y la presencia de ambos tipos de mucina en la misma célula resulta en un color
intermedio (Wilson y Castro, 2010; Cerezuela et al., 2012; Salinas y Parra, 2015; Lauriano et al., 2019;).
Esta capa mucosa ademas de protectora actia como medio de lubricacién y transporte entre los
contenidos luminales y el epitelio. Se ha sugerido que algunas alteraciones luminales, incluyendo cambios
en la microbiota pueden modificar las funciones de las células mucosas y su composicion quimica (Gomez
et al., 2013; Salinas y Parra, 2015). La hilera de enterocitos, las células mucosas, el mucus y la lamina
propria conforman la mucosa intestinal, que a su vez forma los pliegues mucosos y la primera capa de

cuatro que constituyen la pared intestinal (Figura 2) (Jutfelt, 2006; Mokhtar, 2017).

[ Pliegue mucoso ]

P = Y 4 &/
- . ”
y . 3 5 Celula

// N S mucosa

y A

4 ) ,
B Lamina p=——> Megx;c:;elma
[ @ 3 propria |~ ot
| o < i% L &0
' g Borde de
\ Lumen s - cepillo
\\\ \ Enterocito

\ /

\ y ,
N
N\ ,/
\ i
— //
- Mucosa
sub-epitelial
£ =3 > g strato compacto /

. muscular externa
I <o 05

Figura 2 . Esquema general de las estructuras histoldgicas del intestino en peces. La mucosa es la primera capa de la
barrera intestinal y consiste en una hilera de células epiteliales, los enterocitos, que se caracterizan por tener
microvellosidades en la zona apical o borde de cepillo y las células mucosas encargadas de secretar mucus. Ademas
de estas células especializadas, la lamina propria que esta constituida por tejido conectivo vascularizado, con nervios
y leucocitos, conforman la mucosa en forma de pliegues. Posteriormente se encuentra la mucosa sub-epitelial que
es una capa adicional de tejido conectivo, seguida de capas de musculo suave o estriado, llamado muscular externa,
tunica muscular o estrato compacto y la ultima capa de la barrera se conoce como serosa conformada de tejido
conectivo que contiene vasos sanguineos. El GALT se encuentra difuso entre el estrato compacto y la lamina propria
(Wilson 2010). Imagen generada en Biorender.com
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Tras la mucosa, el GALT se encuentra difuso entre la ldmina propria de los pliegues mucosos y el estrato
compacto, formando una relacién intrinseca entre ambos estratos. Esta zona contiene macréfagos,
linfocitos B y T, mastocitos, granulocitos, células plasmaticas y la expresion coordinada de citocinas, que
evitan el paso de bacterias, virus, parasitos y toxinas, manteniendo la homeostasis del tejido (Jutfelt, 2006;

Salinas y Parra, 2015).

Los enterocitos son capaces de tomar macromoléculas por endocitosis y se ha sugerido que se realiza un
muestreo y presentacidén de antigenos hacia los macréfagos de la lamina propria y el epitelio. Alli los
macrofagos procesan los antigenos y los presentan para activar funciones inmunes como la inflamacidn,

inducir la produccién de anticuerpos y ser almacenados por células de memoria (Press y Evensen, 1999).

Otro aspecto importante del sistema inmune del intestino es que permite la colonizacidon simbidtica
microbiana, conocida como la microbiota intestinal, y que puede impedir la colonizacién de ciertos
patdgenos. Esta microbiota estd involucrada en varios procesos inmunes y hasta metabdlicos (Butt y

Volkoff, 2019).

1.1.4. Enteritis en peces marinos

Cémo se menciond previamente los FAN de los vegetales provocan reacciones de respuesta generadas
por el sistema inmunoldgico de los peces. Principalmente se ha detectado la inflamacién subaguda no
infecciosa del intestino distal, referida como enteritis (Krogdahl et al., 2015). Junto con la inflamacién se
producen varios cambios morfoldgicos y fisioldégicos en el intestino, principalmente en la zona distal,
cuando se alimenta a los peces con altos niveles de inclusidon de harinas vegetales y por un tiempo
prolongado. Se ha observado enteritis al incluir principalmente harina de soya en la dieta en varias
especies de peces bajo cultivo y de importancia comercial, como S. salar (Baeverfjord y Krogdahl, 1996;
Bakke-McKellep et al., 2000; Krogdahl et al., 2003; Uran et al., 2008), O. mykiss (Rumsey et al., 1994), C.
carpio (Urdn, 2008) y S. lalandi (Bansemer et al., 2015). Fuentes-Quesada et al. (2019), describieron los
cambios morfoldgicos en el intestino distal e higado de T. macdonaldi, alimentada con diferentes niveles
de inclusidn de harina de soya en la dieta (i.e., 0, 22, 44, y 64%). Observaron que con una inclusién
moderada del 22% de harina de soya hay dafios morfolégicos y fisioldgicos. Estas afectaciones dependen
de la dosis y de la duracion de administracidon de la soya, las cuales se acentuan afectando procesos

digestivos y el crecimiento. También se han observado cambios morfolédgicos en el intestino de los peces
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alimentados con otras harinas vegetales. Por ejemplo Tran-Ngoc et al. (2019), describid los efectos de la

harina de canola y girasol en el intestino de la tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus.

Dependiendo de la especie cultivada y el nivel de inclusidn de la harina vegetal, el tiempo en el que se
presentan los efectos de la enteritis pueden ser desde 4 hasta 18 semanas. A continuacion, se describen
algunos de los cambios morfo-fisioldgicos reportados en el intestino de los peces y algunas respuestas
inmunolégicas (Bakke-McKellep et al., 2000; Bonaldo et al., 2008; Gu et al., 2016; Wu et al., 2016; Fuentes-
Quesada et al., 2018; Stone et al., 2018):

- Alteracion del GALT, disminuye el grosor de la mucosa y otras capas epiteliales del tejido intestinal
(lamina propria, submucosa) que son cruciales para la digestion y absorcion de nutrientes. Los
organismos son mas susceptibles a la colonizaciéon de patdgenos y a enfermedades tras su

alteracion (Rust, 2003; Fuentes-Quesada et al., 2018).

- Reduccién del nimero de células epiteliales y de la longitud de los pliegues intestinales, que
provoca una menor actividad enzimatica y la reduccion de la superficie de transporte y absorcion

de nutrientes (Baeverfjord y Krogdahl, 1996).

- Lainfiltracion de células inflamatorias (linfocitos, plasmocitos, macréfagos, neutrofilos) y otras
respuestas asociadas al sistema inmune, para intentar eliminar los FAN (Bakke-McKellep et al.,
2000; Roberts, 2012). Se ha observado una expansién de la [dmina propria debido al incremento

de células mononucleares (Bonaldo et al., 2008).

- Incremento del nimero de células mucosas encargadas de regenerar el mucus intestinal (Fuentes-

Quesada et al., 2018).

- Reduccién en el nimero de vacuolas supranucleares de los enterocitos. Estas vacuolas se
encuentran dentro de los enterocitos principalmente en el area posterior del intestino y se
encargan de digerir intracelularmente algunas proteinas. La disminucién del nimero de vacuolas
implica una menor digestion y absorcién de proteinas que llegan intactas a la zona distal del

intestino (Bakke-McKellep et al., 2000; Rust, 2003).



16

Todas estas alteraciones afectan de manera directa la actividad de las enzimas digestivas y por tanto la
digestibilidad de las dietas debido a que los nutrientes no son digeridos y absorbidos de manera eficiente.
Estas afectaciones causan una reduccion del crecimiento en diversas especies, algo no deseado en los
cultivos acuicolas (Bonaldo et al., 2008; Gu et al., 2016; Wu et al., 2016; Fuentes-Quesada et al., 2018;
Stone, et al., 2018).

1.1.5. Evaluacion de la enteritis en peces

Como se menciond previamente, la enteritis es una alteracidon que afecta varias estructuras del intestino
e influye en diferentes aspectos la salud de los peces bajo condiciones de cultivo, por lo que se han
desarrollado diferentes técnicas para caracterizar el grado de afectacion y entender estas lesiones, como

las que se mencionaran a continuacion.

1.1.5.1.  Analisis sanguineos

Los andlisis de sangre han sido una herramienta cldsica para describir el estado fisioldgico de los
organismos bajo cultivo, su estado de salud general e identificar enfermedades. El conteo de leucocitos
es un analisis que registra la cantidad de células producidas como parte de la respuesta inmune. Los
leucocitos viajan a través del torrente sanguineo para ser distribuidos a los sitios en donde se encuentre
una lesién y sean requeridos. Por lo tanto, una mayor cantidad de leucocitos en la sangre se relaciona con
alguna respuesta inmunoldgica ante un factor de estrés (Campbell, 1988; Modra et al., 1998; Del Rio
Zaragoza et al., 2008;). Anteriormente Rumsey et al. (1994), observaron en alevines de O. mykiss,
alimentados con proteina de soya (harina de soya tostada, desgrasada y descascarada o concentrado de
soya en la dieta) un incremento en el nimero de leucocitos circulantes, asociado al inicio de una respuesta

inflamatoria o el comienzo de una reaccidn hipersensitiva.

Otra de las pruebas de analisis de sangre comunmente utilizadas para evaluar la respuesta inmune innata
es el estallido respiratorio. Esta respuesta es el proceso en el que las células fagociticas del sistema inmune
(macrdéfagos, neutréfilos y monocitos) eliminan a los patdégenos (Murphy y Weaver, 2016). Una vez que
los patdgenos son introducidos a la célula por fagocitosis comienza su desintegracidon por medio de la

produccién de especies reactivas de oxigeno ROS (como peréxido de hidrégeno o radical hidroxido), los
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cuales son altamente téxicos y forman la base de un sistema de eliminacién potente (Biller-Takahashi
et al., 2013). Por lo tanto, la actividad del estallido respiratorio (AER) es un indicador de la inmunidad no
especifica ademds de que estd correlacionado con la liberacién de citocinas y la inflamacion.
Anteriormente se ha demostrado que los elementos téxicos también son reconocidos por el sistema
inmunolégico y pueden ser eliminados por el estallido respiratorio. Cabe mencionar que se ha
demostrado que el uso de prebidticos, como lainulina ,estimula en peces la AER, disminuyendo los efectos

adversos de los FAN (Takahashi et al., 2013; Akhter et al., 2015; Biller y Takahashi, 2018).

1.1.5.2.  Andlisis histolégicos

Recientemente se han utilizado los analisis histoldgicos como una herramienta muy util que ayuda a
evaluar la salud intestinal de los peces. Con estas técnicas se han logrado caracterizar y distinguir los
cambios morfoldgicos de las diferentes estructuras del intestino utilizando diferentes técnicas de tincién
histolégica, microscopia y evaluacién que ha llevado a consensar cuales son las caracteristicas mas
evidentes de la enteritis (Van den Ingh et al., 1991; Bakke-McKellep et al., 2000; Sitja-Bobadilla et al.,
2019). Uno de los métodos mas utilizados para la evaluacién de la enteritis por medio de cortes
histolégicos es el sistema de puntuacién semicuantitativo propuesto por Uran (2008). Este método
consiste en dar una calificacién entre una escala de 1 a 5 unidades arbitrarias considerando varios
pardmetros independientes. En este sistema, un valor de 5 indica la condicién mas severa de enteritis.
Algunos de los parametros cuantificados son; la presencia de células mucosas y la abundancia de
granulocitos eosinéfilos (Anexo). Sin embargo, aunque es un método rapido y relativamente sencillo, es
necesario estar bien familiarizado con las estructuras y caracteristicas intestinales mencionadas en
organismos sanos. Adicionalmente, se han utilizado programas computacionales para la medicién
morfoldgica de estructuras alteradas, lo que resulta en una mayor precision de las mediciones, no

obstante es un trabajo laborioso y tardado (Raskovic et al., 2011).

1.1.5.3.  Actividad de enzimas digestivas

La cuantificacidn de la actividad relativa de las enzimas digestivas es otro método complementario que
provee informacién adicional del estado de salud intestinal (Santigosa et al., 2008; Campbell, 2017; Trejo-

Escamilla et al., 2017). Como se ha mencionado anteriormente, las alteraciones morfoldgicas del intestino
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afectan varios procesos a nivel fisioldgico, llegando a alterar la actividad de enzimas digestivas. Por lo que
cuantificar la actividad y observar cambios de las principales enzimas digestivas (sensibles a FANs), pueden
indicar alteraciones del intestino o el pancreas. Algunas de las enzimas tipicamente cuantificadas son la
tripsina, lipasa y amilasa, consideradas buenos marcadores del estado nutricional y de salud de los peces
debido a que se ha observado que algunas modificaciones nutricionales en la dieta pueden causar cambios

en su actividad (Krogdahl et al., 2015; Trejo-Escamilla et al., 2017; Fuentes-Quesada et al., 2018;).

1.1.5.4. Técnicas moleculares

Por otra parte, la expresion de genes es el proceso en el cual las células producen moléculas a partir del
codigo genético, gracias al desarrollo de técnicas moleculares mds econdmicas y accesibles, se han podido
analizar y cuantificar la expresidén de genes involucrados en procesos inmunoldgicos y fisiolégicos durante
las alteraciones de la salud de los peces. Tal es el caso de la interleucina 8 (il8), una molécula que es
expresada por leucocitos como respuesta innata y producida durante la reaccidn inflamatoria y que
induce la locomocion de neutréfilos y monocitos al sitio de inflamacion e incrementa la expresién de otras
citocinas. Se ha observado un incremento en su expresion en peces alimentados con dietas que incluian

harina de soya durante varias semanas (Fuentes-Quesada et al., 2018; Tan et al., 2019; Viana et al., 2019).

Adicionalmente, la inmunoglobulina es una proteina transmembranal producida por las células B al
reconocer antigenos por medio de receptores. Esta proteina es liberada en forma de anticuerpos
especificos y existen varios tipos. Una de ellas es la inmunoglobulina M (igm) capaz de reconocer
diferentes antigenos y también tiene propiedades proinflamatorias. La expresién de la igm es una
respuesta especifica del sistema inmune adaptativo y genera inmunizacién no solo en el suero, sino
también en zonas mucosas (Zhang et al.,2010; Vetvicka et al., 2013). Por ejemplo, en el mero, Epinephelus
fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus, se detectd una disminucidon en la expresion de igm en la mucosa
intestinal tras haber sido alimentados con extractos de soya (Zhang et al, 2021a, 2021b). En
T. macdonaldi, se cuantificé una mayor expresion de igm al ser alimentadas con dietas que incluian harina

de soya (Fuentes-Quesada et al., 2020).

Otros genes también utilizados para caracterizar el estrés celular de los organismos son aquellos que
generan estructuras celulares o proteinas capaces de mantener la homeostasis celular. Por ejemplo, las

proteinas de choque térmico (heat shock protein, HSP) son proteinas chaperonas (proteinas que



19

estabilizan el plegamiento de otras proteinas) involucradas en el proceso de respuesta del estrés celular
(Saibil, 2013). Las HSP son proteinas altamente conservadas entre varias especies de animales, que se
describieron inicialmente en varios organismos en respuesta a cambios de temperatura. Sin embargo, hoy
se sabe que las HSP tienen actividad importante ante diferentes estresores, como un shock osmético,
medio oxidante, hipoxia, infecciones patdgenas y algunos contaminantes. Sus funciones son las de
proteger varios procesos celulares criticos relacionados con el plegamiento, ensamble y translocacién de
proteinas ante estimulos estresores como los previamente mencionados, manteniendo el funcionamiento
adecuado de las células (lwama et al., 1998; Saibil, 2013). Los principales genes de choque térmico no
contienen intrones, es decir secuencias del gen que no codifican aminoacidos, asi que el RNA mensajero
puede inmediatamente traducirse a nuevas proteinas en minutos tras la exposicién a un estresor, lo que
hace que la expresion de genes de HSP sea un buen indicador del estrés celular (lwama et al., 1998; Wang

etal., 2018).

Con respecto a la relacidn entre HSP y los efectos fisiolégicos de la soya en peces, Bakke-mckellep et al.
(2007), observaron una mayor concentracidon de células que expresaban HSP-70 en la region apical de los
pliegues mucosos del intestino distal de salmones con enteritis inducida por soya y dedujeron que
probablemente la presencia de HSP-70 es una respuesta inflamatoria por parte de los enterocitos que
resistieron el estrés inducido por FAN. Estas células resistentes intentan regular vias de muerte celular,
recuperar a la célula y pueden ser responsable del reclutamiento de leucocitos a la zona a través de la

expresion de hsp.

Por ultimo, se conocen algunas moléculas como las acuaporinas (agp) que crean canales de agua en las
paredes celulares, lo que incrementa la permeabilidad de la membrana celular. Se ha propuesto que las
acuaporinas en el epitelio intestinal son la principal ruta de absorciéon del agua y participan en la
osmorregulacion en peces (Jutfelt, 2006; Sundell y Sundh, 2012). En estudios anteriores con S. salar
(Krogdahl et al., 2015) y T. macdonaldi (Fuentes-Quesada et al., 2020) se ha observado que la expresidn
de agp8 es inversamente proporcional y dependiente de la dosis de soya en las dietas, principalmente
relacionado con la cantidad de saponinas incluidas. Es decir que un mayor contenido de FAN disminuye la
cantidad de acuaporinas en los enterocitos y como consecuencia hay una menor absorcién de agua que
se refleja en diarrea. La diarrea es un sintoma tipico de la enteritis inducida por harina de soya en peces

marinos bajo cultivo.
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Todos estos estudios previos han demostrado que hay varias técnicas alternativas y complementarias
para evaluar y caracterizar la enteritis causada por la alimentacion de los peces con harinas de soya. De
tal forma que utilizar diferentes técnicas complementarias puede brindar un panorama mds amplio de los

efectos de estas alteraciones.

1.1.6. Macroalgas como un ingrediente funcional

Un ingrediente o alimento funcional se caracteriza por proveer un beneficio a la salud mas alla de la
nutricién basica. Algunos ingredientes, de diferente naturaleza, se han clasificado como funcionales por
sus cualidades antioxidantes, antibacterianas, antiinflamatorias, entre otras y que previenen o reducen
enfermedades crénicas (Miranda et al., 2017; Gendel, 2021). En la acuicultura, estos ingredientes también
brindan beneficios en el crecimiento y mas alla de los alimentos tradicionales poco sustentables, también
influyen en aspectos ambientales y econémicos de las dietas (Miranda et al., 2017). En los ultimos afos
las algas se han convertido en una de las nuevas tendencias como ingredientes funcionales en la nutricidn
acuicola debido a su gran diversidad y a las propiedades benéficas que algunos de sus compuestos pueden
tener. La incorporaciéon de biomasa algal o la extraccion de elementos bioactivos de especies como
Eucheuma denticulatum, Ascophyllum nodosum, Porphyra yezoensis, Ulva pertusa o M. pyrifera ha
mejorado el crecimiento, la eficiencia alimenticia, la deposicidn de proteina en el musculo, la
pigmentacion, respuesta al estrés, funciones del higado o repuestas antioxidantes e inmunes en algunas
especies de peces como Pagrus major, Paralichthys olivaceus, D. labrax y O. mykiss, por lo que es de gran
interés conocer los efectos que pueden tener en otras especies de peces con potencial de cultivo y si
pueden evitar la enteritis (Nakagawa, 1997; Colombo et al., 2006; Garcia-Vaquero y Hayes, 2016; Miranda
etal., 2017).

1.1.6.1. Prebidticos a base de macroalgas

Los prebidticos son carbohidratos no digestibles para organismos monogastricos que estimulan la
actividad o la abundancia de las bacterias benéficas del hospedero, también conocidas como microbiota
intestinal. Estas bacterias habitan el lumen intestinal de manera simbidtica, son inofensivas y pueden

facilitar la digestién o produccién de metabolitos que de otra manera son inaccesibles para el hospedero,
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ademas pueden destruir toxinas fatales para el hospedero, jugando un papel importante en el control de

enfermedades y en la salud de los peces (Gibson y Roberfroid, 1995; lwashita et al., 2015).

Los prebidticos también pueden tener la capacidad de mejorar el metabolismo o ser inmunoestimulantes,
es decir, que pueden modular el sistema inmune al incrementar la resistencia del hospedero contra
enfermedades (Figura 3). Esta cualidad ha generado gran atencién en la nutricion acuicola, para
contrarrestar los efectos de los factores antinutricionales de las harinas vegetales incluidas en la dietas de
los peces (Buentello et al., 2010; Zhou et al., 2018). Por estas razones es que el uso y estudio de estos
ingredientes sigue en aumento, pues los resultados benéficos dependen de la dosis, duracién de su
ingesta, la especie, edad del pez, entre otros factores pueden alterar los resultados benéficos (Sado, et

al., 2008; lwashita et al., 2015).

Algunos de los prebidticos utilizados en la acuicultura son la inulina, oligofructosa, lactosucrosa, lactulosa,
B-glucanos y manano oligosacaridos, con los que se ha observado una mejora en el crecimiento, utilizacidn
del alimento, salud intestinal y en algunos casos estimulacion del sistema inmune como migracion de
células inmunoldgicas, incremento de fagocitosis, actividad bactericida y la producciéon de anticuerpos

(Delbert, 2002; Zhou et al., 2010; Song et al., 2014; Akhter et al., 2015;).

Las macroalgas se caracterizan porque tienen un alto contenido de polisacaridos solubles no digeribles
por peces carnivoros, cuya funcidn en las algas es estructural o de almacenamiento, con alto potencial
prebidtico (Gotteland et al., 2020). Dependiendo del tipo de alga, se pueden encontrar una variedad de
compuestos de este tipo. Por ejemplo, en las algas cafés de la clase Phaeophyta contienen hasta el 75%
de polisacaridos como los alginatos, fucoidanos y laminarinas que estimulan el crecimiento de
bifidobacterias y lactobacilos, comunidades bacterianas comunes de la microbiota intestinal de peces
(Sardariy Nordberg, 2018; Gupta et al., 2019; Gotteland et al., 2020). Por su parte las algas rojas contienen
polisacdridos como agar y glucanos, mientras que las algas verdes contienen ulvanos y xiloglucanos. Se ha
reportado que estos compuestos pueden generar una estimulacidn del sistema inmunoldgico innato en
humanos y ratones, asi como efectos benéficos en el desempefio del crecimiento y mejoran la eficiencia
alimenticia en peces como P. major, O. niloticus y O. mykiss (Garcia-Vaquero y Hayes, 2016; Sardari y
Nordberg, 2018; Gotteland et al., 2020;). M. pyrifera es una especie de macroalga café abundante en las
costas de Baja California y con gran potencial como ingrediente funcional, sin embargo, no se sabe con

exactitud el efecto especifico de los compuestos prebidticos que contiene, por lo que se requiere un
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mayor estudio de sus aplicaciones y de los beneficios que puede conferir a los peces que las consuman

(Dantagnan et al., 2009).

Laminarina Fucoidano Manitol

Indirectos Directos
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Figura 3. Polisacdridos de Macrocystis pyrifera y sus posibles efectos prebidticos. La laminarina, fucoidano y manitol
son algunos de los compuestos con caracteristicas prebidticas que pueden beneficiar al ambiente intestinal de los
peces y la disponibilidad de los nutrientes. Los efectos que pueden tener sobre el organismo pueden ser indirectos
al ser sustrato de la microbiota y propiciar la proliferacién de sus poblaciones, que a su vez los protegen de bacterias
patégenas por competicion de nicho o recursos (a). Otro efecto indirecto es la generacion de metabolitos
bacterianos a partir de los prebidticos, como los acidos grasos de cadena corta, que tienen la capacidad de atravesar
la barrera intestinal y viajar a través del torrente sanguineo para su utilizacion (b). De forma directa los prebidticos
pueden tener efectos en las células epiteliales (c) o estimular la actividad de leucocitos y sus respuestas
inmunoldgicas (d). Imagen realizada en BioRender.com
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1.1.7. Totoaba macdonaldi

La totoaba es un pez que habita en el Golfo de Baja California, México, es una especie endémica y la mas
grande de la familia Sciaenidae, llega a medir hasta 2 metros de longitud y alcanza un peso de 135 kilos
(Figura 4) (Cisneros-Mata et al., 1995). La pesca de la especie aumenté debido a la gran demanda de la
vejiga natatoria, también conocida como “buche”, considerada de gran importancia en la medicina

tradicional China, llevando a la especie al borde de la extincion. En 1975 su pesca y venta fue prohibida
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por la NOM-059 en México, sin embargo, el descenso poblacional se mantiene debido a la pesca furtiva

(CITES, 2012; DataMares, 2017).

Actualmente se ha desarrollado la tecnologia para su cultivo, reproduccidn y engorda, ya que se han
registrado tasas de crecimiento de hasta 7.5 g dia?, por lo que se ha convertido en una especie de
importancia para la acuicultura comercial (Conald, 2012; Juarez et al., 2016). Una de las limitantes del
cultivo de T. macdonaldi es su dieta, pues al ser un pez carnivoro requiere un alto contenido proteico en
el alimento que se le proporciona, el cual depende de un alto suministro de harina de pescado. Se
recomienda un 46% en la dieta como un valor minimo requerido de proteina cruda y un perfil de
aminodacidos esenciales que cumpla con 1.53% de lisina. Ademas los juveniles requieren minimo de 8.5%
de lipidos para un crecimiento dptimo (Rueda-Lépez et al., 2011; Perez-Velazquez, et al., 2017; Madrid et
al., 2019). El ingrediente que tipicamente cumple con estas caracteristicas es la harina de pescado, por lo
gue los costos de alimentacion son elevados, por lo que la fabricacidén de nuevas dietas, mas eficientes,
sustentables y econémicas con ingredientes alternativos, es necesaria para un cultivo de totoaba

sostenible.

Figura 4. Totoaba macdonaldi

1.2. Justificacion

El crecimiento de la acuicultura de peces carnivoros ha aumentado la demanda de formulaciones de
alimentos con un alto contenido proteico, que dependen de la harina de pescado como principal fuente
de proteina. Conforme este ingrediente se vuelve mds escaso, costoso y menos sostenible, es necesaria
la busqueda de ingredientes alternativos. El uso de harinas vegetales para sustituir a la HP es una opcidn
viable si se incluyen medidas preventivas para los efectos adversos, como la enteritis causada por niveles

altos de inclusion de estas harinas con factores antinutricionales.
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El uso de macroalgas como ingrediente funcional puede ser una nueva alternativa como sustituto parcial
de la HP o como prebidtico en las dietas, aportando proteccion contra los factores antinutricionales de las

harinas a base de plantas, favoreciendo la digestion y absorcién de los nutrientes, con lo cual se podra

reducir la inclusion de harina de pescado. Es necesario evaluar los efectos no sdlo a nivel fisiolégico sino
también inmunoldgico dando una mejor descripcion de los procesos celulares que estan siendo

afectados.

T. macdonaldi es una especie con creciente potencial econdmico para la acuicultura en México, pero
debido a que el alto costo del alimento para su cultivo incrementa los gastos de produccién, es necesario
el desarrollo y produccidn de una dieta mexicana que cumpla con los requerimientos nutricionales de la
especie y que disminuya los costos de cultivo. Sobre todo, si se incluyen ingredientes alternativos de bajo
costo, comparados con la harina de pescado. El presente estudio evalué el efecto del uso de macroalgas
como ingrediente funcional en el desempeno del crecimiento, capacidad digestiva y respuesta inmune en

juveniles de T. macdonaldi alimentados con dietas que incluyan harinas vegetales.

1.3. Hipotesis

e La inclusion de macroalgas como ingrediente funcional en la formulaciéon de las dietas para
juveniles de T. macdonaldi permitira incorporar harinas vegetales como sustituto parcial de la
harina de pescado sin comprometer el desempefio del crecimiento, digestibilidad y la salud del

organismo.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusién de macroalgas en las dietas con harinas vegetales sobre el crecimiento,

digestibilidad y la respuesta inmunoldgica en juveniles de T. macdonaldi.



25

1.4.2. Obijetivos especificos

e Evaluar el efecto del uso de macroalgas como un ingrediente funcional en dietas con ingredientes
vegetales para juveniles de T. macdonaldi sobre los diferentes indices de crecimiento y eficiencia
alimenticia, la digestibilidad de las dietas, la actividad de la tripsina, lipasa y amilasa en el

intestino.

e Evaluar el efecto del uso de macroalgas como un ingrediente funcional en dietas con ingredientes
vegetales para juveniles de T. macdonaldi sobre la respuesta inmunoldgica con base en los andlisis
de sangre, valorando la cantidad de leucocitos y el estallido respiratorio, la expresidon de genes
inmunolégicos, fisioldgicos y de estrés celular, asi como los cambios histolégicos del intestino

distal (i.e., salud intestinal).

= Evaluar el efecto del uso de macroalgas como un prebidtico (0 vs. 3%) para reducir la enteritis en
juveniles de T. macdonaldi alimentados con dietas formuladas con harina de soya (26% de la

dieta).
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Capitulo 2 . Metodologia

2.1. Formulaciény elaboracion de las dietas

Se evaluaron cuatro formulaciones de dietas isoproteicas (47%) e isolipidicas (13%) de acuerdo con los
requerimientos de T. macdonaldi previamente reportados (Rueda-Lépez et al., 2011; Fuentes-Quesada et
al., 2020). La empresa Grupo Algamar, S.A. de C.V. formuldé dos dietas comerciales (ALG1 y ALG2) que
incluyen harina de macroalgas. Su formula exacta ha sido protegida por ser propiedad intelectual de la
empresa, sin embargo, algunos de los ingredientes que incluyen son; harina de pescado, harina de
macroalgas, gluten de maiz, frijol seco, trigo y semilla de canola. Las otras dos dietas fueron formuladas y
elaboradas en el laboratorio de nutricion del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior
de Ensenada (CICESE), utilizando el aditivo Mega Smart Kelp de la misma empresa como prebidtico, que
es un concentrado de diferentes macroalgas marinas con un alto porcentaje de polisacaridos (laminarina,
fucoidano y manitol) y minerales. Una de las dietas se elaboré sin prebidtico (DPBO) y la otra incluyd 3%
(DPB3). Estas dietas incluyeron harina de pescado como fuente proteica (Maz Industrial SA. de CV.
Mazatlan Sinaloa, México) y dos fuentes de proteina de soya; 26% de harina de soya (Alimentos COLPAC,
Sonora, México) y 7% de concentrado de harina de soya (NutriVanceTM Midwest Ag Enterprises, Inc. MN,
USA). Se agregd aceite de krill como atrayente (Biogrow, ProAqua, México). Para cumplir con los
requerimientos nutricionales de T. macdonaldi en cuanto a aminodcidos esenciales se adiciond; lisina,
metionina, treonina, arginina y taurina (Madrid et al., 2019). Como aglutinante para la dieta se utilizd

almiddn previamente gelatinizado (fécula de maiz) (Tabla 1.).

La elaboracién de las dietas consistié en mezclar los macronutrientes por 10 minutos en una mezcladora
Hobart modelo HL200, posteriormente los micronutrientes por otros 10 minutos, se agregaron los aceites
y el aglutinante junto con 30% de agua (del total de peso de la dieta a elaborar). Para conseguir la
consistencia gelatinizada del almidén, se agregd agua tibia y se calentd la mezcla por 2 minutos en
microondas. Después de la homogenizacidn de los ingredientes se formaron pellets con un molino de
carne y una placa de molienda de 4mm de didmetro. Las dietas se secaron a 60°C en una estufa por
aproximadamente 48 horas y se almacenaron dentro de bolsas plasticas en refrigeracion (-10°C) hasta su

utilizacion.
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Tabla 1. Formulacion de las dietas experimentales para juveniles de Totoaba macdonaldi. La formulacidn se presenta
como g kgt de peso seco en las dietas DPBO y DPB3. Las dietas comerciales ALG1 y ALG2 son férmulas protegidas

por la empresa.

Dietas experimentales

Ingredientes ALG1 ALG2 DPBO DPB3
Harina de pescado ® 382 382
Harina de soya ® 260 260
Concentrado de soya‘© 71 68
Harina de maiz 79.5 52.5
Almiddn gelatinizado 80 80
Aceite de pescado ® Féormula cerrada comercial, 96 96
Rovimix ¢ incluye en sus ingredientes 30 30
Stay-C ¢ principales: harina de 10 10
Taurina © pescado, gluten de maiz, 10 10
Metionina harina de macroalgas, frijol 4.1 4.1
Lisina f seco, trigo, semilla de 10 10
Arginina f canola 1.8 1.8
Treoninaf 0.5 0.5
Atrayente 8 1 1
Benzoato de sodio 2.5 2.5
Cloruro de colina 1.5 1.5
BHT 0.1 0.1
Prebidtico " 0 30

Composicién proximal

Proteina cruda (%) 49.80.0 47 £ 0.5 47.2£0.9 47.3+0.5
Lipido crudo (%) 13.4+0.3 12.9+0.5 13.5+0.2 13.3+0.3
Humedad (%) 4.7+0.0 5.2+0.0 40+0.6 6.9+0.0
Ceniza (%) 16.1+£0.0 16+0.4 12.2+0.0 129+0.0
ELN (%) 20.6+0.3 24.1+0.7 27.2+£0.7 26.5+0.5

Saponinas (%)

1.038+0.01 0.545+0.04 0.259+0.01 0.238+0.04

#Maz Industrial SA. de CV. Mazatlan, Sinaloa, México (69% de proteina, 10% lipidos)
b Alimentos COLPAC, Sonora, México (48% proteina y 6% lipidos)
¢ NutriVance TM Midwest Ag Enterprises, Inc. MN, USA (60% proteina y 0.5% lipido)

4 DSM, Guadalajara, México

¢ Insumos NUBIOT SA. de CV., México
fFree aminoacids, EVONIK, Degussa, México

8 Aceite de krill, Biogrow, Proveedora de Insumos Acuicolas, SA. de CV., Mazatlan, Sinaloa, México
h Mega Smart Kelp, Grupo Algamar, Ensenada, Baja California, México.
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2.2. Condiciones del cultivo y bioensayo

Los juveniles de T. macdonaldi fueron donados por la empresa Acuario ocednico y la Universidad
Autonoma de Baja California (UABC). Los 120 organismos fueron trasladados por tierra en un tanque de
1 m?3 con oxigenacion al Laboratorio de Peces Marinos del CICESE. Los peces se aclimataron por dos
semanas durante las cuales fueron alimentados con la dieta para peces marinos de Algamar (pellet de
5mm) en un sistema de recirculacion con 12 tanques de 450 L, conectados a un filtro de cama mavil, un
biofiltro fluidizado (medio kaldnes K1), un fraccionador de proteina, un intercambiador de calor (Titan Air
Cooled Aqualogic) y una bomba de agua (3/4 hp). Las condiciones del agua fueron monitoreadas
diariamente con un medidor multipardmetro (YSI Pro-2030). La temperatura se mantuvo en 23.4 + 0.4°C,
oxigeno disuelto 5.88 + 0.3 mg L, saturacion de oxigeno 88.5 + 5.6%, salinidad de 35.6 + 0.3%o y tuvieron
el fotoperiodo natural de marzo a mayo (12 hrs luz/12 hrs oscuridad). También se evalud la concentraciéon
de nitrégeno residual en el agua con un kit colorimétrico API diariamente durante las semanas de
aclimatacidn y posteriormente cada tercer dia, se mantuvieron los niveles de nitrégeno amoniacal total

(NAT) <1 mgL?, nitritos <0.5 mgL'y nitratos <40 mgL™.

Posteriormente se dio inicio al bioensayo en el cual las totoabas tenian un peso inicial promedio de
157.8 + 23 g, fueron alimentadas tres veces al dia en los horarios 8:00, 12:00 y 16:00 hrs a saciedad
aparente durante 8 semanas. En cada tanque se sembraron 10 organismos y representé una de las tres
réplicas de los cuatro tratamientos. Los tratamientos evaluaron cada una de las formulaciones de las
dietas (i.e., DPBO, DPB3, ALG1 y ALG2) y fue asignadas de manera aleatoria a cada unidad. Antes y después

de cada dosis de alimentacion, el alimento fue pesado para conocer el consumo diario.

2.3. Muestreo

Al inicio del bioensayo y cada quince dias, se llevé a cabo una biometria de todos los organismos del
sistema. Para seguir los protocolos bioéticos de la institucidn se anestesiaban las totoabas de un tanque
por inmersidn en agua de mar con metanosulfonato de tricaina (MS-222), a una concentracion de
30 mgLl'! por aproximadamente durante 5 minutos o hasta que perdieran el equilibrio, para

posteriormente registrar su peso con una bascula (AND, Serie SK-2000WP) y medir la longitud total del
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pez con un ictidmetro. Posteriormente se colocaron en un tanque de recuperacién antes de ser

regresados a sus tanques experimentales (Ross y Ross, 2008).

Durante el bioensayo, después de la tercera semana, se procedié a iniciar la recoleccién de heces de los
organismos en cada tanque. Esto se realizd después de la alimentacién y antes de que comenzara el
proceso de lixiviacidn (i.e., estimado en unos 30 minutos después de la alimentacion). Se utilizé un tubo
de vidrio como sifén para recolectar las heces. Inmediatamente después las heces eran colocadas en un
filtro de 140 um y enjuagadas con agua destilada. Posteriormente fueron colocadas en charolas y se
dejaron secar por 24 horas en una estufa a 60°C. Finalmente se almacenaron en refrigeracion (4°C) hasta
su posterior analisis. Este proceso se repitié hasta que se acumularon 3 gramos de materia seca de heces

por tanque.

Al inicio del experimento fueron sacrificados cuatro organismos como muestra inicial y al finalizar tres
peces por tanque. Antes del sacrificio por sobredosis de tricaina (200 mg L?) se anestesiaron los
organismos con el protocolo previamente mencionado, se pesaron y se extrajo sangre de la vena caudal

con una jeringa de 1 ml. La sangre extraida se colocd en tubos de plastico con anticoagulante EDTA (BD

Vacutainer) y se refrigeraron a 4°C hasta su analisis (no mas de dos dias).

Posteriormente los organismos fueron disecados para extraer el sistema digestivo. Para esto se realizd un
corte transversal a unos milimetros del ano y hasta los arcos branquiales, para asi exponer la cavidad
abdominal sin cortar el intestino. Se separd y peso el higado, mientras que el intestino fue almacenado
de tres maneras diferentes segun el analisis a utilizar. Para histologia se utilizé la parte distal del intestino,
se enjuago con agua marina filtrada interna y externamente, posteriormente se colocé en tubos Falcén
de 15 mililitros cubriendo el doble del volumen de la seccidn del intestino con formaldehido al 35%. Para
los analisis moleculares se cortaron secciones de tres centimetros de largo a medio centimetro del ano,
se limpiaron con agua destilada y se colocaron en tubos Eppendorf con RNAlater (Ambion, USA) y se
refrigeraron (4°C). Los intestinos destinados a los andlisis de actividad enzimatica se almacenaron a -20°C
hasta ser utilizados. Por ultimo, se tomaron muestras del musculo de todas las totoabas sacrificadas. Ese
mismo dia las muestras fueron pesadas y secadas a 60°C en una estufa por 24 horas y posteriormente se

almacenaron a 4°C.
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2.4. Analisis proximal

Se analizé la composicidn proximal de las dietas formuladas, asi como de las muestras del musculo (inicio
y final del bioensayo) para determinar la cantidad de proteinas, lipidos, extracto libre de nitrégeno (ELN),

humedad y cenizas.

Se cuantificd la humedad por analisis gravimétrico, secando las muestras a 60°C en una estufa hasta
alcanzar el peso constante, no mas de 48 horas. Las muestras secas se usaron para cuantificar el contenido
de proteinas por el método de micro-Kjeldahl (Ma y Zuazago, 1942). Los lipidos se cuantificaron por el
método de Soxhlet (1879) utilizando éter de petrdleo. Por ultimo, las cenizas se obtuvieron incinerando
las muestras a 550° C durante 8 horas en una mufla (Lindergerg/Blue M, modelo BF51842PBFMC-1)
(A.0.A.C., 1990).

El extracto libre de nitrégeno (ELN), que incluye los carbohidratos solubles e insolubles se calculd con la

formula ELN (%) = 100 - (% proteina cruda + % lipidos crudos + % ceniza).

2.4.1. Determinacion de saponinas en las dietas

Se estimé la cantidad de saponinas en las dietas de manera gravimétrica segun el método descrito por
Harborne, (1985) y Ezeabara, (2014) el cual consistié en mezclar la muestra, seca y molida, con etanol al
20% en bafio maria a 55°C. Posteriormente, la mezcla se filtrd y el extracto se redujo por evaporacién a
un 60% a 90°C. Posteriormente se homogenizd con dietil-éter en un embudo de separacién y se dejé
reposar hasta que las fases se separaron. El extracto no espumoso se volvid a agitar con dietiléter hasta
gue cambid a un tono incoloro. Posteriormente las saponinas fueron extraidas con n-butanol y lavadas
con NaCl al 5% en el mismo embudo de separacidn. Se colecté la fase superior en una vaso, previamente
pesado, y se dejo evaporar en una estufa a 60°C por 24 horas aproximadamente. Finalmente se procedid

a pesar en una balanza analitica (Precisa modelo 92SM-202A).
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2.5. Desempeiio del crecimiento y eficiencia alimenticia

El desempefiio del crecimiento y la eficiencia alimenticia se evaluaron calculando los siguientes indices con

los datos recopilados de las biometrias:

e Supervivencia (S); donde Nf es el nimero final de organismos y Ni el nUmero inicial.

s =2Lx100 (1)
e Crecimiento (C);
C = Peso final (g) — peso inicial (g) (2)
e Incremento en peso relativo (IPR %);
IPR 0 = Pesofinal —peso inicial(g) 1 3)

peso inicial (g)

e Coeficiente de crecimiento térmico (CCT); donde pf es el peso final, pi peso inicial, T temperatura

en °Cy d el nimero de dias que durd el experimento.

(pf %—pi%>
CCT = ~ma (100) (4)

e Tasa de eficiencia proteica (TEP);

TEP = peso ganado (5)

proteina consumida

e Tasa de conversion alimenticia (TCA);

TCA = alimento consumido (g)= (6)

ganancia en peso (g)
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e Consumo de alimento diario (CAD % dia™);

(alimento consumido por pez)
(pit+pf)/2
dias

FI =100 *

(7)

¢ Indice hepatosomatico; considerando Ph como el peso del higado y Pt el peso total del

organismo

1HS = P2 %100 (11)
Pt

2.6. Determinacidn del coeficiente de digestibilidad aparente

El coeficiente de digestibilidad aparente (% CDA) fue calculado por el método de cenizas insolubles en
acido (CIA) segun Van Keulen y Young (1977), modificado por Montafio-Vargas et al. (2002). Una muestra
seca de heces de cada tanque y muestras de cada una de las dietas fueron previamente pesadas e
incineradas a 500°C en una mufla (Lindergerg/Blue M, modelo BF51842PBFMC-1). Posteriormente, las
muestras de cenizas se hirvieron en acido clorhidrico dentro de vasos de precipitado cubiertos por vidrios
de reloj para evitar la evaporacién. Tras cinco minutos en ebullicidn la solucién fue filtrada con un papel
Whatman de 110 mm de apertura previamente pesado y lavado con agua destilada. El filtro con las cenizas
fue incinerado a 500°C para finalmente registrar por método gravimétrico las cenizas insolubles que
fueron retenidas en los filtros. Posteriormente se calculé el coeficiente de digestibilidad utilizando las
siguientes formulas;

CIA = Peso de ceniza insolubel(g) x100 (8)

Peso de materia seca(g)

CDA = [100 _ (CIA%endieta)] 100

CIA% en heces
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2.7. Analisis histolagico

Para detectar cambios morfoldgicos por una posible enteritis en T. macdonaldi, se realizé un analisis
histoldgico del intestino distal. Las muestras del intestino se colocaron en formaldehido al 37% con buffer
fosfato durante 72 horas. Posteriormente, cada seccidn de intestino se subdividio en mas de tres
secciones de aproximadamente 4 mm de ancho y se colocaron en cartuchos para histologia para que
fueran deshidratadas gradualmente en etanol (80-100%) y xileno. Posteriormente se incluyeron en
parafina y se cortaron de manera transversal en secciones de 5-7 um de espesor en un micrétomo
rotatorio (Leica RM2245). Las secciones se tifleron con hematoxilina-eosina y hematoxilina-eosina-azul

alcian pH 2.5.

Las laminillas histoldgicas se visualizaron bajo un microscopio Axioscope.Al (Zeiss®) y fueron evaluadas
por el sistema de puntuacidn semicuantitativo propuesto por Urdn (2008). Por este método se calificaron
las siguientes caracteristicas; la abundancia de vacuolas supranucleares (VSN), la cantidad de células
mucosas en los pliegues mucosos (CM) las cuales fueron detectadas con la tincion hematoxilina-eosina-
azul alcian pH 2.5, el grosor de la lamina propria (LP) y la infiltracion de granulocitos eosindfilos (GE),
dentro de una escala de 1 a 5 en la que 5 es la condicion mas severa de enteritis segin el estudio

previamente mencionado (Anexo).

También se capturaron imagenes fotograficas con la camara para microscopio (Axiocam) y con el
programa ZEN 3.4 (blue edition) se midieron y contaron las estructuras morfoldgicas del intestino que se
ha registrado sufren mayor dafo al incluir harinas vegetales en las dietas para peces marinos (Fuentes-

Quesada et al., 2018; Zhu et al., 2020).

Por ejemplo, se contaron la cantidad de pliegues mucosos (#PM) en cada seccidn histoldgica, se calculé el
porcentaje de pliegues mucosos que se encontraban fusionados en la zona de la mucosa sub-epitelial
(%PM/MS-E), la longitud de los pliegues mucosos (Long PM) se midié desde la base del pliegue hasta la
punta, la altura de los enterocitos (Altura E), la longitud de la ldmina propria (Long LP), la longitud de la
mucosa sub-epitelial (Long MS-E) y el diametro del intestino (DI). Cada pardmetro se midid 30 veces por

seccion y se evaluaron 3 secciones de intestino por muestra de pez (Figura 5).
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Figura 5. Estructuras histoldgicas del intestino distal de Totoaba macdonaldi. A. Se muestra la longitud de un pliegue
mucoso en negro (Long PM), las flechas muestran un PM en verde y en rojo pliegues fusionados en la zona
submucosa (%PM/MS-E), en el circulo rojo se sefiala una célula mucosa. B. sefiala las medidas de la mucosa
subepitelial (MS-E), lamina propria (LP) y la altura de los enterocitos (AE).

2.8. Actividad enzimatica

2.8.1. Extracto y ensayos enzimaticos

Las muestras congeladas del intestino fueron liofilizadas y posteriormente cada muestra fue pesada. Para
extraer los extractos enzimaticos se homogenizaron en 10 ml de agua destilada con un homogeneizador
de tejidos (Polytron PT 1200, Kinematica AG) en frio (0-4°C). Posteriormente fueron centrifugados a
8228.48 g (8000 rpm) durante 20 minutos a 4°C en una centrifuga Eppendorf 5810 R. Se dividio el
sobrenadante en aproximadamente 10 alicuotas equitativas en tubos Eppendorf de 0.6 ml por muestra
de intestino y fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis. Para determinar la actividad enzimatica se
realizaron ensayos por métodos espectrofotométricos. Se utilizaron enzimas comerciales como controles
positivos. Se utilizaron 3 réplicas por extracto enzimatico para cada enzima y los resultados se
estandarizaron en unidades enziméticas por g de intestino (U intestino®). Una unidad de actividad
enzimatica en los tres ensayos se definié como la cantidad de enzima requerida para provocar un aumento

de 1 unidad de absorbancia por minuto (Applebaum et al., 2001; Fuentes-Quesada et al., 2018).
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2.8.1.1. Actividad de la tripsina

Se siguid el método propuesto por Erlanger (1961) para determinar la actividad de la tripsina en el que se
utilizé 1 mM de BAPNA (N -benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida hidrocloridrico, Sigma B-4875) en 500 pL de
DMSO como sustrato. La reaccion se realizd con 50 mM buffer Tris-HCI (20 mM CaCl,, pH 8.2) y se incubd
a 37°C por 30 min. La reaccién se detuvo con acido acético al 30% y se registrd la absorbancia a 410 nm
en un lector de placas Varioskan Flash Thermo Scientific. Se utilizé agua destilada como blanco de lectura
y como control positivo en lugar del extracto enzimatico se utiliz6 enzima comercial de pancreas porcino

(SIGMA T-0303).

2.8.1.2.  Actividad de la lipasa

La actividad de la lipasa se estimd de acuerdo con el método de Gjellesvik (1992), usando 56 mM de
Nitrofenil miristato (Sigma 70124) como sustrato disuelto en 0.5 mL de DMSO. La reaccién se inicié con
15 mM de buffer Tris-HCl y 25 mM de taurocolato de sodio a un pH de 8.5 y a 37°C. El incremento en
absorbancia de la reaccidon se midié cada minuto a 405 nm por 60 minutos y como control positivo se

utilizé lipasa comercial Tipo Il de pancreas porcino (SIGMA L-3126).

2.8.1.3. Actividad de la amilasa

Se utilizé el método descrito en el manual de (Worthington Biochemical Corporation, 1993). Para esto se
utilizé almidén comercial (Sigma S9765) al 1% como sustrato. La reaccidn inicié con 20 mM del buffer de
fosfato de sodio, 6 mM de cloruro de sodio y como colorante el acido dinitrosalicilico al 2% en un pH de
6.9. Posteriormente los tubos se incubaron en un bafio de agua hirviendo por 5 minutos. Finalmente se
dejaron temperar y se mezclaron para leer la absorbancia a 540 nm. En este caso se realizé una curva
estandar de maltosa para calcular la cantidad de maltosa que fue liberada durante la reaccién y como

control positivo la amilasa comercial de pancreas porcino Tipo IV-B (SIGMA A3176-500KU).
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2.9. Analisis inmunoldgicos

2.9.1. Recuento de leucocitos

Siguiendo el método de Del Rio-Zaragoza et al. (2011), se colocaron 20 plL de sangre con anticoagulante
en un tubo de ensayo y se agregaron 4 ml de solucidon Natt-Herrick en relacién 1:200, se mezclaron y se
dejaron reposar a temperatura ambiente durante cinco minutos. Posteriormente se realizé el conteo de
leucocito en una cdmara de Neubauer, agregando una gota de la solucién en ambos extremos de la

camaray dejando reposar por cinco minutos. El nimero de leucocitos se calculé con la siguiente formula:

__ (Total de celulas blancas contadas+10)

# de cel blancas ul™! 5

x 200 (10)

2.9.2. Actividad del estallido respiratorio (AER)

Se analizaron las muestras de sangre siguiendo la metodologia propuesta por Ibrahem et al. (2010).
Brevemente, se colocaron 100 ul de sangre con anticoagulante y 100 pl de nitroazul de tetrazolium al
0.2%, NBT (Sigma-Aldrich, CAS 298-83-9) en un tubo de 0.6 ml y se incubd por 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se tomaron 50 pl de la suspension de las células sanguineas con NBT y se
colocaron en un tubo Eppendorf con 1 ml de N-dimetil formamida, se centrifugaron por 5 minutos a
1157.13 g (3000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5810 R a 4°C). Se tomaron 250 pl de sobrenadante y se
colocé en una microplaca, se midio la absorbancia a 620 nm. Los resultados se estandarizaron en unidades

de absorbancia por ul (U pl2).

2.10. Analisis de expresion de genes

Se evalud el efecto de las macroalgas sobre la expresidn relativa de algunos genes de la respuesta
inmunoldgica como la interleucina 8 (il8), la inmunoglobulina M (igm) y de estrés celular la proteina de
choque térmico 70 (hsp70) y la acuaporina 8 (agp8). Para la expresion génica se utilizaron las muestras

del intestino distal que se encontraban en RNAlater (Ambion) a 4°C.



37

Para extraer el ARN total de las muestras se utilizd un kit de RNA comercial, NucleoSpin®RNA. Se removid
el DNA gendmico (gDNA) por medio de la digestién con DNasa en columna usando rDNase a 37°C por 30
minutos. Se evalud la calidad y cantidad del ARN mediante espectrofotometria a 260/280nm con el equipo
Nanodrop® LITE, Thermo Fisher Scientific, USA, las muestras en el rango de 1.9 y 2.1 fueron utilizadas el
proceso de retrotranscripcién. El ARN total (500 ng) se utilizé en una reaccidn de 20 pl usando el kit de
transcripcién reversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems; Carisbad CA, USA) en un
termociclador Verity 96 (Applied Biosystems) para obtener el ADN complementario (cDNA). El programa

de retrotranscripcién consistiéo en 10 min a 25°C, 120 min a 37°C, 5 min a 85°C y al final se mantuvo a 4°C.

Finalmente se utilizd la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) utilizando en la reaccion el
reactivo SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems, USA), 1 ng de cDNA y los oligonucledtidos sentido
y antisentido (200 nM cada uno, indicados en la Tabla2) en un volumen de 10 pl total, en placas de reaccion
MicroAmp® Fast Optical de 96 pozoz (Applied Biosystems, USA) cubiertas con una pelicula adhesiva
MicroAmp® Optical (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa de los genes se calculd por el método
de AACt utilizando un umbral automatizado y una linea base para determinar los valores de CT (Livak y
Schmittgen, 2001). La amplificacion comprendid la desnaturalizacién inicial y activacién de la polimerasa
por 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos por 15 s a 95°C, posteriormente por 45 segundos a 60°Cy una
curva de fusién de 60°C a 95°C por 20 minutos. Para optimizar las condiciones del RT-gPCR se hizo a una
temperatura de anillamiento (60°C), la concentracién de oligonucleétido (200 nM) y la concentracion del
molde (cinco series de dilucién 1:10 de 10 ng a 100 fg de ARN). Los nimero de acceso en GenBanck de los
genes evaluados son los siguientes: HM754483.1 para 18S como gen de referencia, XM_023404852 para
hsp70, KY173353 para igm, KU847777 para il8 y XM_023423310 para agp8. Como calibrador se utilizé el

cDNA de dos muestras del tratamiento DPBO.

Tabla. 2. Secuencia de pares de oligonucleétidos utilizados en la reaccion de gPCR, se muestra el tamafo del
amplicén en pares de bases (pb), eficiencias de reaccién (E) y coeficientes de determinacién de Pearson (R?).

. . Secuencia antisentido (3’ —  Tamafio
Gen Secuencia sentido (5’ - 3’) , E R?
5) pb
18S CGGTTCTATTTTGTGGGTTTTC CTTTCGCTTTCGTCCGTCTT 126 0.98 1.00

il8 CCTGAGAAGTCTGGGAGTCG GGAGTTGGGAGGGATGATCT 179 0.94 0.99
igm CAGACAGGCTCCTGGAAAAG GTGCGTCTCGAGCACAATAA 188 0.95 0.99
hsp70 CCGGTTTGATGACACAGTTG CGAGGTAGGCTTCAGCAATC 103 1.00 0.99
aqp8 GCACAAATCAGGTGAGCAGA CCCAGACAGGGCTGAAATAA 187 1.03 0.98
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2.11. Analisis estadisticos

El analisis estadistico se realizd en el software R versién 3.6.1. Primero se probaron los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos con las pruebas estadisticas de Shapiro-
Wilk’s y Barlett respectivamente. Se realizd un analisis de varianza de una via con nivel de significancia de
P<0.05 para las variables de crecimiento, eficiencia alimenticia, composiciéon muscular, actividad
enzimatica, andlisis sanguineos y expresidn de genes. En caso de encontrar diferencias significativas entre
tratamientos se utilizé una prueba post hoc de Tukey. Los datos del IHS fueron transformados por raiz
cuadrada para su evaluacién. En el caso de las datos de histologia se utilizé la prueba no paramétrica de

Kruskal Wallis y una prueba de Dunn como analisis post hoc.
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Capitulo 3 . Resultados

3.1. Desempeiio del crecimiento y eficiencia alimenticia

El peso promedio inicial de los juveniles de T. macdonaldi fue de aproximadamente 157.8 + 23 gr. Como
se observa en la Figura 6 hubo un incremento gradual del peso de manera similar en todos los
tratamientos durante las primeras dos semanas del bioensayo, a partir de la cuarta semana se observaron
diferencias entre los tratamientos. Cabe destacar que la supervivencia de los organismos fue del 100%

durante el bioensayo.

Al finalizar el experimento los juveniles de T. macdonaldi alimentados con las dietas ALG1 y ALG2
resultaron con crecimiento, IPR y CCT significativamente menor que los demads tratamientos, como se
muestra en la Tabla 3. En cuanto al peso final y TEP fue significativamente mayor para los peces
alimentados con la dieta DPBO en comparacién con los alimentados con las dietas ALG1 y ALG2, pero no
con respecto a los peces del tratamiento DPB3. Por otro lado, la TCA y CAD no mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos.

Con respecto al indice hepatosomatico, en los peces alimentados con la dieta ALG2 fue significativamente

mayor, por el contrario, los peces alimentados con la dieta DPB3 mostraron un indice de 0.89%.
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Figura 6. Incremento del peso de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas que incluyen macroalgas
con relacién al tiempo. La imagen muestra el peso promedio registrado en las biometrias durante 56 dias de los 4
tratamientos evaluados; ALG1 y ALG2= dietas comerciales con harina de macroalgas y plantas, DPBO = dieta sin
prebiotico y soya, DPB3 = dieta con prebidtico y soya.

Tabla 3. Desempefio bioldgico y eficiencia alimenticia de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con las dietas
experimentales después de 56 dias.

ALG1 ALG2 DPBO DPB3 Valor de P

Supervivencia (%) 100 100 100 100

Peso inicial (g) 157.8+25.1 161 +£23.1 155.2+20.9 157.3+23.4 0.322
Peso final (g) 302.6 +49.6°° 299.7+45.7° 341+52.2°2 334.8 +56.3% 0.002
Crecimiento (g) 141.3+3.3" 141.3+8.1° 185.5+21.1°2 177.5+7.7° 0.002
IPR (%) 87.9+3.2° 89.6 +1.5° 119.5+11.7° 113.1+6.2° 0.0008
CCT 0.97 +0.01° 0.98 +0.02° 1.23 +0.09° 1.18 £+ 0.03? 0.0006
TEP 1.3+0.12¢ 1.4 +0.12% 1.8 +0.08° 1.6 £0.13% 0.001
TCA 1.4+0.06 1.4+0.15 1.3+0.20 1.4 +0.06 0.579
CAD (% dia™®) 1.6+0.10 1.6 +0.15 1.8+0.12 1.8+0.11 0.181
IHS (%) 1.02+0.12*  1.15+0.13? 0.99+0.11° 0.89+0.07° 0.0002

- Incremento en peso relativo (IPR); coeficiente de crecimiento térmico (CCT); tasa de eficiencia proteica (TEP);
tasa de conversion alimenticia (TCA); consumo de alimento diario (CAD); indice hepatosomatico (IHS)

- DPBO = dieta con soya, DPB3 = dieta con soya y prebidtico, ALG1 y ALG2 = dietas comerciales con macroalgas y
harinas de origen vegetal. Los valores representan la media * desviacion estandar (D.E.).

- El valor de P del ANOVA de una via con un nivel de significancia a=0.05 y las letras en superindice indican
diferencias significativas entre tratamientos a>b>c en el analisis post hoc de Tukey.
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3.2. Composicion proximal del musculo

En la Tabla 44. se muestra la composicion proximal del musculo de juveniles de T. macdonaldi al inicio y
al final del bioensayo. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de nutrientes en el
musculo (P>0.05) de los organismos entre los diferentes tratamientos, con un porcentaje en promedio de

20% de proteina, 1.3% de lipidos, 77% humedad, 1.5% de cenizay 1.1% de extractos libres de nitrégeno.

Tabla 4. Composicidn proximal (% en peso himedo) del musculo de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados
con las dietas experimentales después de 56 dias.

. . Valor
Inicial ALG1 ALG2 DPBO DPB3

deP
Humedad 775+11|76.7+04 77+13 76.2+04 76.6+x0.8 0.664
Proteina 18.7+09 | 189+05 194+1.2 20.3+0.5 19.7+0.4 0.227
Lipido 0.85+0.2 | 1.01+0.2 1.4+0.3 1.5+0.6 1.3+0.7 0.651

Ceniza 1.4+0.1 1.5+0.1 1.5+0.1 14+0.1 1.5+0.1 0.4
ELN + fibra 1.6+0.5 1.8+0.3 0.7+0.5 0.6+0.8 0.9+0.5 0.083

- Extracto libre de nitrégeno (ELN).

- DPBO =dieta con soya, DPB3 = dieta con soyay prebidtico, ALG1 y ALG2 = dietas comerciales con macroalgas
y harinas de origen vegetal. Los valores representan la media + D.E. El valor de P del ANOVA de una via con
un nivel de significancia a=0.05 de los resultados finales

3.3. Determinacion del coeficiente de digestibilidad aparente

Se encontraron diferencias significativas en la digestibilidad aparente de la materia seca de las dietas
(P<0.05) (Figura 7). La dieta DPBO fue la de mayor digestibilidad con un porcentaje de 72.42 + 2.44, aunque
no hay diferencia significativa con respecto a la dieta DPB3. La dieta de menor digestibilidad fue ALG1 con

43.72 £ 3.19% vy sin diferencias estadisticamente significativas con respecto a la dieta ALG2.



42
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Figura 7. Coeficiente de digestibilidad aparente de las diferentes dietas (CDA%). Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos. Mientras que las barras indican la media + D.E. DPBO = dieta con soya,
DPB3 = dieta con soya y prebidtico, ALG1 y ALG2= dietas comerciales con macroalgas.

3.4. Actividad enzimatica en el intestino

No se observaron diferencias significativas en la actividad de las enzimas intestinales tripsina (P=0.69),
lipasa (P=0.447) y amilasa (P=0.737), en los peces de los diferentes tratamientos. Cabe sefialar que en el
caso de la tripsina y amilasa hubo una mayor actividad en los peces del tratamiento DPBO y con respecto

a la lipasa se observé mayor actividad enzimatica en el tratamiento ALG2 (Figura 8).
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Figura 8. Actividad enzimatica total (U intestino?) de la tripsina (A), lipasa (B) y amilasa (C) en el intestino de juveniles
de Totoaba macdonaldi alimentados con las dietas experimentales después de 56 dias. Las barras representan la

media + D.E. DPBO = dieta con soya, DPB3 = dieta con soya y prebidtico, ALG1 y ALG2 = dietas comerciales con
macroalgas

3.5. Analisis inmunoldgicos

No se encontraron diferencias significativas en los andlisis sanguineos realizados en los juveniles de
T. macdonaldi en los diferentes tratamientos; ni en la cantidad de leucocitos en la sangre ni en la actividad
del estallido respiratorio. Aunque se puede observar en la Tabla 5 que la AER fue mayor con respecto a la

muestra inicial, de 30 U I hasta 50-62 U ul™ en los tratamientos. En el conteo de leucocitos las muestras
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del tratamiento ALG1 tuvieron una mayor cantidad leucocitos por microlitro de sangre y por el contrario

la dieta DPB3 fue la de menor cantidad (22.83 + 8.19 x103).

Tabla 5. Andlisis inmunoldgicos en juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con las dietas experimentales
después de 56 dias. Los valores representan la media £ D.E. Las letras en superindice diferente indican diferencias
significativas entre tratamientos.

Inicial ALG1 ALG2 DPBO DPB3 Valor de P
AER!? 0.30+0.03 0.52+0.14 0.50+0.14 0.55+0.10 0.62 +0.06 0.596
# de leucocitos? | 27.92+5.44 | 29.83+11.29 2594 +5.68 25.01+490 22.83+8.19 0.751

1 AER = Actividad del estallido respiratorio, absorbancia a 620 nm (U pl?)
2 ndmero de leucocitos x103 pl™ de sangre
DPBO=dieta c/ soya, DPB3=dieta c/soya + prebidtico, ALG1 y ALG2=dietas ¢/ macroalgas y harinas vegetales.

3.6. Analisis histolégicos

El sistema de puntuacion semicuantitativo mostrd para todos los tratamientos un promedio mayor a 3.5
en la escala de 1 a 5, lo cual indica afectacidon en las estructuras intestinales. Entre estas afecciones se
incluyen una disminucion en la cantidad de vacuolas supranucleares de los enterocitos, un aumento del
numero de células mucosas en los pliegues intestinales, engrosamiento de la Iamina propria e infiltracidn
de granulocitos eosindfilos en los pliegues. Estas caracteristicas son algunos signos patoldgicos de la
enteritis en el intestino de las totoabas evaluadas después de 56 dias de bioensayo. No se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos en ninguna de los valores de estimados para estos

parametros (Figura 10).

Cabe destacar que el tratamiento ALG2 mostré un mayor nimero de células mucosas, ademas de que se
observaron diferencias en las imagenes histoldgicas. Por ejemplo, con la tincién hematoxilina-eosina se
observaron precipitados en los pliegues mucosos, que con un analisis mds especifico como, la tincién azul-

alcian, fueron identificados como células mucosas caracterizados por una diferente coloracion (Figura 9).

Por otro lado, en las medidas morfoldgicas del intestino de los peces no se encontraron diferencias
significativas en el nimero de pliegues mucosos entre los tratamientos, ni en el porcentaje de pliegues
fusionados (Figura 10 I-L). Sin embargo, es importante mencionar que fue un porcentaje de fusién en mas
del 43% de su totalidad. Con respecto a la longitud de los pliegues de las mucosas intestinales en los cortes

histolégicos del tratamiento ALG2 se observaron pliegues mas largos con respecto a los demads
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tratamientos. El tamafio de los enterocitos fue de mayor tamafio en los tratamientos ALG2 y DPBO. El
grosor de la lamina propria fue mayor en ALG1 en comparacion con los demas tratamientos mientras que
la mucosa sub-epitelial mostré mayor engrosamiento en los tratamientos DPB. Por ultimo, el valor del
didmetro intestinal fue similar en todos los tratamientos a excepcion de DPB3 que fue significativamente

menor (Tabla6).

Tabla 6. Analisis histoldgico de juveniles de Totoaba. macdonaldi alimentados con las dietas experimentales después
de 56 dias. Sistema de puntuacién semicuantitativo y evaluacién de medidas morfoldgicas.

Sistema de puntuacion semicuantitativo

ALG1 ALG2 DPBO DPB3 Valor de P
VSN 37 +1 39+1.2 4 +0.3 46 £0.3 0.144
CM 4.2 +£0.5 5+0.3 3.4 £09 43 £0.5 0.119
LP 3.7 x11 4 + 0.5 3.8 0.9 3.8 +0.5 0.929
GE 3.9 £0.6 4 £0.7 3.8 £0.6 4 +£09 0.827
Promedio 3.8 £0.5 4+04 3.7 £0.6 4 +0.3 0.749

Evaluaciéon de medidas morfoldgicas

#PM 60.55 + 10.7 62+£8.2 60.55+8.6 53.55+6.8 0.0785
% PM/ MS-E 58.08 + 13.5 59.36+9 54.19 + 12.2 43.54+18.3 0.182
Long PM 475.11 £ 128.9° 557.29 + 152.7° 510.7 + 200.4° 512.93 +174.7° >0.001
Altura E 28.3£8.4° 31.88 +10.2° 31.94+9.9 28.23£8.3% >0.001
Long LP 35.13 +28.8° 28.34+22.6° 28.06+22.9° 25.52 +19° >0.001
Long MS-E 61.92 +20.8° 59.55 + 24.2b 64.22 +24.6° 67.46 +20.8° >0.001
DI 3.4+0.7° 3.4+06° 3.6+1.9° 3.2+0.8° 0.0003

- Los valores representan la media + D.E. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos.

- DPBO =dieta con soya, DPB3 = dieta con soya y prebidtico, ALG1 y ALG2 = dietas comerciales con macroalgas.

- Pliegues mucosos (PM); vacuolas supranucleares (VSN); células mucosas (CM); lamina propria (LP); mucosa
sub-epitelial (MS-E); granulocitos eosindfilos (GE); nimero total de pliegues mucosos en el intestino (#PM)*;
porcentaje de pliegues mucosos con engrosamiento en la mucosa sub-epitelial (%PM/MS-E); longitud de los
pliegues mucosos, um (Long PM); altura de los enterocitos, um (Altura E); longitud de la lamina propria, um
(Long LP); longitud de la mucosa sub-epitelial, um (Long MS-E); didametro del intestino, mm (DI). *El nimero de
pliegues por corte histoldgico.



Figura 9. Células mucosas en el intestino distal de Totoaba macdonaldi. Las figuras A-C fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina, la figura A muestra pliegues mucosos de totoaba alimentada con dieta DPBO, B con
DPB3 mientras que la figura C con dieta ALG1, se sefialan los precipitados observados en las totoabas de
los tratamientos donde las dietas incluyen macroalgas. Las figuras D y E se tifieron hematoxilina-eosina y
azul alcian pH 2.5, la figura D muestra células mucosas del tratamiento DPBO, la figura D del tratamiento
ALG1 las cuales se observan en diferente coloracidn.
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Figura 10. Imagenes histoldgicas del intestino distal de Totoaba macdonaldi. En las imagenes se muestran algunos de los cambios morfoldgicos en el
intestino, A, E, | pertenecen al tratamiento DPBO. B, F, J=DPB3; C, G, K=ALG1; D, H, L=ALG2. En la primera fila se pueden observar la longitud de los pliegues
mucosos y la abundancia de estos. En las imagenes E-H se puede observar el grosor de la lamina propria, asi como infiltracion de granulocitos eosindfilos
tefidos de rojo. Las imagenes I-L tefiidas con azul alcidn muestran la cantidad de células mucosas presentes en los pliegues intestinales.
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3.7. Analisis de expresion de genes

Se observaron diferencias significativas en la expresidon de genes en el intestino distal de T. macdonaldi
en los diferentes tratamientos. La expresién relativa de los genes cuantificados se presenta en la Figura
11. Con respecto a la expresion del gen /I8 el tratamiento ALG2 mostré una expresion significativamente
mayor que los tratamientos DPBO y DPB3, sin embargo, con respecto a ALG1 no mostrd diferencias
significativas. El tratamiento DPB3 mostré una expresion significativamente menor que igm con respecto
a los demas tratamientos. En cuanto al gen de estrés celular, hsp70 en el tratamiento ALG1 hubo una
expresion significativamente mayor con respecto a ALG2. Mientras que la expresion del gen agp8 fue

significativamente menor en los tratamientos ALG1 y DPB3.
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Figura 11 Expresion de genes de il8 (A), igm (B), hsp70 (c) y agp8 (d) en el intestino distal de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con las dietas experimentales después de 56 dias. Las barras representan la mediat DE. las
letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos a>b>c en el analisis post hoc de Tukey, el valor
de P del ANOVA de una via con un nivel de significancia a=0.05. DPBO = dieta con soya, DPB3 = dieta con soya y
prebidtico, ALG1 y ALG2 = dietas comerciales con macroalgas. .
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Capitulo 4 . Discusion

Los resultados de este estudio muestran los efectos de la inclusién de las macroalgas y otros ingredientes
alternativos como sustitutos parciales de la harina de pescado, tanto en el desempefio biolégico como en
la capacidad digestiva y la salud intestinal de los juveniles de T. macdonaldi, explorando variables de
respuesta clasicas y algunas técnicas mas recientes, como las herramientas moleculares. La integracién
de diversas variables provee una representacién mas clara de los eventos fisiolégicos que pueden ocurrir
al incluir nuevos ingredientes en las dietas experimentales. Actualmente existe un gran volumen de
investigaciones en nutricién acuicola dedicadas a la evaluacion de nuevos ingredientes con buen
rendimiento biolégico con el objetivo de disminuir la demanda del uso de la harina de pescado vy las
consecuencias ambientales que conlleva su produccidn. El uso de las macroalgas en las dietas acuicolas
como ingrediente funcional puede tener un efecto positivo en la sostenibilidad de la acuicultura en

general y particularmente para el cultivo de T. macdonaldi.

4.1. Desempeiio del crecimiento y eficiencia alimenticia

La tasa de crecimiento de T. macdonaldi fue similar a lo que previamente se ha reportado en la especie
(CCT entre 0.97 y 1.2) inclusive en totoabas alimentadas con dietas que incluyen una menor cantidad de
ingredientes vegetales (Zapata et al., 2016; Fuentes-Quesada et al., 2020; Villanueva-Gutiérrez et al.,
2020;). A diferencia de lo esperado el desempefio del crecimiento y eficiencia alimenticia de los peces
resulté mayor en los tratamientos con las formulaciones de las dietas experimentales (DPBO y DPB3) en
comparacién con los tratamientos donde se evaluaron las formulaciones de las dietas comerciales (ALG1
y ALG2). Se estimaba lo contrario por el grado de enteritis que podria generarse al incluir 26% de harina
de soya (HS) y consecuentemente las deficiencias en el crecimiento que pudiera provocar. Anteriormente
estudios con la misma especie revelaron que con niveles mayores al 22% de inclusidn de HS en la dieta se
ha observado un menor desempefio (Fuentes-Quesada et al., 2018). A continuacidn, se presentan algunas
de las razones por las que se cree se observaron estos resultados y que se iran desglosando a lo largo de

la discusion.

Primeramente, se ha asociado un menor crecimiento debido a un menor consumo del alimento por la

palatabilidad de las dietas, en especial aquellas formuladas con ingredientes vegetales. Esto es debido a
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que algunos factores antinutricionales asociados a esos ingredientes, como las saponinas, se caracterizan
por tener un sabor amargo y desagradable (Bureau et al., 1998; Santigosa et al., 2008). Sin embargo, el
consumo de las dietas en el presente estudio, evaluado por los indices de CAD y TCA, fue similar en los
cuatro tratamientos, probablemente por la adicidn de atrayentes e ingredientes con buena palatabilidad

como el aceite de krill, la harina y aceite de pescado (Fuentes-Quesada et al., 2018).

Los efectos negativos en el crecimiento (i.e., CCT e IPR) atribuibles a la inclusién de ingredientes vegetales
en las dietas también se han asociado a que las dietas formuladas no cumplen con los requerimientos
nutricionales de los peces. En el presente estudio las cuatro dietas fueron formuladas con las cantidades
necesarias de proteina y lipidos estimadas para T. macdonaldi (Rueda-Ldpez et al., 2011). Sin embargo,
aunque se cumplan los requerimientos de proteinasy lipidos de la especie de interés, las fuentes proteicas
y/o lipidicas pueden ser deficientes en los aminoacidos esenciales (a.a.e.) y acidos grasos esenciales
(a.g.e.) requeridos, que son realmente los nutrientes que aportan energia y sustratos para procesos
celulares vitales y la produccion de nuevo tejido. Por lo que el verdadero requerimiento es por una mezcla
balanceada de a.a.e. y a.g.e. que constituyen a las macromoléculas (Wilson, 2002). La falta de a.a.e. o
a.g.e. resulta en la reduccién de sintesis de proteinas y estructuras celulares, disminuye el mantenimiento
de procesos metabdlicos y por lo tanto el crecimiento se ve afectado negativamente (Sargent et al., 2002;

Halver y Hardy, 2003).

Las dietas DPBO y DPB3 se formularon con un contenido de 26% de harina de soya, 7% de concentrado de
soya, otros ingredientes vegetales y harina de sardina (con 69% de proteina) la cual aporté el mayor
porcentaje de proteina en la dieta. Asimismo, para prevenir deficiencias por la inclusion de la soya, se
incluyé aceite de pescado como la fuente principal de acidos grasos y se suplementd con a.a.e. (i.e.
metionina, lisina, arginina) y vitaminas (i.e. vitamina E). Este balance nutricional pudo hacer mas
productivas estas dietas inclusive con la cantidad de harinas vegetales que incluian. Por su parte las dietas
ALG1 y ALG2 contenian harina de pescado, ingredientes de origen vegetal (i.e., frijol seco, gluten de maiz,
trigo, semilla de canola) y harina de macroalgas, que aportaron hasta un 50% de proteinas y 13% de
lipidos. Sin embargo, el crecimiento fue significativamente inferior a las totoabas de los tratamientos DPB,
por lo que es probable que no tuvieran los a.a.e 0 a.g.e (PUFAs y LC-PUFAs) en cantidades o proporciones
adecuadas para T. macdonaldi (Villarreal et al., 2011; Madrid et al., 2019). En el presente estudio no se

determind la cantidad de a.a.e. y a.g.e. de las dietas por lo que no se puede concluir definitivamente esta
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conjetura y se recomienda analizar el perfil de estos nutrientes en las dietas y su digestibilidad para

futuros estudios.

Por otro lado, |a tasa de eficiencia proteica (TEP) indica la cantidad de proteina consumida para aumentar
una unidad de pesoy es unreflejo de la calidad de la proteina dietética. Por lo tanto, este indice demuestra
que la proteina aportada por las dietas DPBO y DPB3 tuvo un mejor aprovechamiento para el crecimiento
de T. macdonaldi que la proteina aportada por las dietas ALG1l y ALG2. La calidad proteica esta

influenciada por la composicién de aminoacidos y la digestibilidad de la proteina (Wilson, 2002).

Anteriormente Fuentes-Quesada y colaboradores (2018), reportaron una menor TEP en T. macdonaldi
gue habian consumido una dieta con mayor contenido de harina de soya. En su experimento evaluaron
dietas isoprotéicas (48.5%) e isolipidicas (8.6%) en las que aumentaron la sustitucién de harina de pescado
por de harina de soya. Los FAN presentes en las dietas que contenian harina de soya indujeron
alteraciones en la morfologia del sistema digestivo, en la salud intestinal y disminuyeron la actividad de
enzimas digestivas, estos cambios a su vez afectaron la TEP y el crecimiento, debido a una menor
utilizacion de los nutrientes en las dietas. También se ha observado en otras especies de peces que los
FAN de la harina de soya afectan la digestibilidad de la dieta. Por ejemplo, Krogdahl et al. (2003),
observaron que en S. salar, una inclusion de 12% de harina de soya extraida con solvente (i.e., para reducir
los lipidos), redujo el crecimiento y la conversidn del alimento, debido al contenido de FAN que afectaron
la digestion y absorcion de nutrientes de las dietas. Incluso en el hibrido de la carpa dorada (C. carpio x
Carassius auratus) un pez omnivoro también hay afectaciones en el crecimiento y la TEP, tras un periodo
de ocho semanas de alimentacién con dietas que incluian concentrado de proteina de soya (CPS). En este
caso se hizo una sustitucién de hasta el 100% de la harina de pescado por CPS, lo que ocasiond la alteracién

de la integridad intestinal y disminuyé los indices de crecimiento (Zhu et al., 2020).

Por lo tanto, los FAN afectan la digestibilidad de las proteinas, lo que reduce la calidad proteica de las
dietas. Aunque las afectaciones dependen del tipo de ingredientes incluidos en la dieta, el procesamiento
de las harinas y la especie a estudiar también suelen tener un efecto perjudicial en la asimilacién de
proteina. En el presente estudio no se identificd especificamente cual de los ingredientes en las dietas
ALG pudieron afectar la TEP, pero se identificd que hay un mayor contenido de saponinas o moléculas
similares (Tabla 1) en comparacion con las dietas DPB. Estas moléculas posiblemente afectaron la salud

intestinal de los peces y provocaron una disfuncién digestiva y de absorcion de la proteina dietética.



52

Por otro lado, en este estudio la composicidon proximal del muisculo no tuvo diferencias significativas en
los peces alimentados de los diferentes tratamientos. De manera similar en estudios previos con
T. macdonaldi, el contenido de proteina muscular no cambié entre organismos alimentados con
diferentes dietas experimentales. Por ejemplo, Trejo-Escamilla et al. (2017), evaluaron dietas isoprotéicas
e isolipidicas, incrementando la sustitucion de HP por CPS desde 15% hasta 100%. Encontraron que a
partir del 45% de inclusion de CPS en las dietas hay diferencias significativas en el desempefio del
crecimiento y eficiencia alimenticia de T. macdonaldi. La sustitucién no tuvo un efecto en el contenido de
proteina en el musculo, pero si en el de lipidos, aumentando a la par de la sustitucion de HP. Mientras
qgue Fuentes-Quesada (2018), no observd cambios significativos en la composicidn proximal corporal de
T. macdonaldi mas que en el contenido de cenizas, cuando evalué dietas isoprotéicas e isolipidicas que
incluian 24% de harina de soya, glutamina y/o agavina, en donde la glutamina pudo mejorar la absorcién

de minerales y lo que afecto el contenido de cenizas.

Por el contrario, se ha observado que no hay cambios significativos en la composicién muscular en otras
especies como S. aurata, D. labrax (Bonaldo et al., 2008), la anguila, Monopterus albus (Zhang et al., 2019)
y S. salar (Krogdahl et al., 2003) al ser alimentados con harina de soya en las dietas, aunque si afecté su
desempeno. Los autores explican que los FAN de la soya afectan la digestion de los nutrientes, pero su
utilizacion y los procesos metabdlicos consecuentes no, por lo tanto, se depositan de la misma forma en
el musculo y el contenido de nutrientes no cambia, como ocurrié en el presente estudio. Aunque el efecto
de las fuentes vegetales en el crecimiento del musculo ha sido poco estudiado se sabe que podria influir
en la abundancia del musculo blanco, pero el mecanismo molecular que afecta el crecimiento musculary

no su composicién no ha sido comprendido completamente (Zhang et al., 2019).

Los resultados del desempeio del crecimiento y eficiencia alimenticia demostraron que la sustitucién de
harina de pescado por soya sigue teniendo un alto potencial en la acuicultura de T. macdonaldi, ya que
hasta un 26% puede ser incorporado sin comprometer la ganancia de peso y utilizacion del alimento. El
bajo desempefio del crecimiento con las dietas ALG1 y ALG2 probablemente esté relacionado con la

digestibilidad de las dietas y la eficiencia de la utilizacién de la proteina.

Con respecto a los valores del indice hepatosomatico (IHS) de los juveniles de T. macdonaldi reportados
en el presente estudio, fueron entre 0.89 y 1.15% y se observaron diferencias significativas entre

tratamientos. Los valores del IHS coinciden con los resultados obtenidos por Trejo-Escamilla et al. (2017)
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(0.9y 1.17%) en la misma especie aunque de menor peso (103-144 gr. en su estudio contra 300-340 gr.
del presente estudio). No obstante, en ese estudio no observaron diferencias significativas entre el IHS de

las totoabas cuando fueron alimentadas con dietas en las que se sustituyd HP por CPS desde 15% al 100%.

Por su parte Fuentes-Quesada et al. (2018), obtuvieron valores mas altos del IHS (i.e. 1.71%) con una dieta
control, en contraste, en las totoabas que fueron alimentadas con mas de 44% de harina de soya en la
dieta el IHS disminuyd significativamente junto con el contenido de vacuolas de grasa en los hepatocitos.
Cuando incluyeron el 64% de harina de soya en las dietas, el IHS incrementd, lo relacionaron con un
proceso de catdlisis en el tejido muscular, debido a que se consumieron las reservas de lipidos del higado
asi que los nutrientes del musculo circulan y son nuevamente depositados en el higado, incrementado el
contenido de vacuolas de grasa y el IHS. Por otro lado, Robaina et al. (1995), observaron que en S. aurata
el higado de los peces que consumieron altos niveles de harina de soya mostraron un mayor contenido
de vacuolas de grasa. Ademadas, mencionan que el acido fitico de la soya puede disminuir la disponibilidad

de fésforo y glicégeno, e incrementa la deposicion de lipidos en el higado.

En el presente estudio puede ser que alguno de los ingredientes en la dieta ALG2 provocara el incremento
del IHS. Ya sea que los FAN, como las saponinas causaran una menor disponibilidad de lipidos, el consumo
de reservas energéticas del higado, posteriormente la deposicién de nutrientes por catalisis muscular y
qgue incrementaran el contenido de vacuolas de grasa. Pero, no es evidente cual fue la razén de las
diferencias del IHS en el presente estudio debido a que no se evaluaron otras caracteristicas del higado.
Es importante que estudios futuros evallen este érgano ya que tiene un papel principal en la asimilacion
de los nutrientes absorbidos por el intestino y es uno de los principales drganos de almacenamiento de
reservas energéticas (Sargent et al., 2002; Webster y Lim, 2002; Rust, 2003; Zakes et al., 2010; Gonzalez-
Félix et al., 2018). Sobre todo, seria relevante evaluar si existe alguna relacion entre los componentes de

las macroalgas y la fisiologia del higado.

4.2. Digestibilidad de las dietas y capacidad digestiva

Como se menciond previamente, la digestibilidad de las dietas tiene un efecto en el crecimiento de los

peces debido a que es un proceso multiple, primero de digestidn y después de absorcién. Por lo tanto, el
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coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) es un indicador de la biodisponibilidad de los nutrientes para

ser usados en el metabolismo de los peces y difiere entre los ingredientes que son incluidos en las dietas.

En el presente experimento, el CDA fue significativamente diferente entre las dietas experimentales y las
comerciales (Figura 6). Estudios anteriores han revelado que la digestibilidad de los ingredientes vegetales
como la soya, lupino, canola, girasol y habas en los peces carnivoros es menor que los ingredientes de
origen animal. Esto se ha asociado a un mayor contenido de carbohidratos principalmente en forma de
polisacaridos no almidonados, a un mayor tiempo de digestién de la proteina vegetal y a la menor
cantidad de aminoacidos esenciales (Santigosa et al., 2008; Dam et al., 2019; Tran-Ngoc et al., 2019;
Egerton et al., 2020;). En el presente estudio el CDA de las dietas ALG fue menor, sin embargo, como se
desconoce la formulacién exacta de estas dietas no podemos elucidar cudl de los ingredientes afectd
directamente el CDA. Por lo que tendrian que evaluarse de manera particular los componentes y las

cantidades incluidos en estas dietas para poder identificar los ingredientes que disminuyeron el CDA.

Otro factor que pudo influir en el CDA son los FAN, los cuales son compuestos muy diversos
(Seccién 1.1.2.), que varian segun el tipo de planta. En este caso los FAN de las dietas ALG pudieron ser
inhibidores de la actividad de enzimas digestivas o compuestos que provocaron cambios morfolédgicos en
el intestino distal, afectando la funcionalidad de las estructuras intestinales. Por ejemplo, el acortamiento
de los pliegues mucosos disminuye el area superficial para el intercambio de sustancias a través de la
barrera epitelial (Merrifield et al., 2011). Se cree que la regidn distal del intestino aporta del 5 al 8% de la
absorcién total de los macronutrientes, sin embargo, también se encarga de otras funciones como la
absorcién de componentes digestivos enddgenos como la taurina, de proteinas intactas y de
componentes menos digeribles, por lo que su afectacion puede tener gran influencia en la disponibilidad
y utilizacién de los nutrientes, principalmente en aquellas dietas que tienen un mayor contenido de
ingredientes menos digestibles. Es necesario que en trabajos futuros se identifiquen los FAN de las dietas
para reconocer cudles son sus verdaderos efectos en la digestibilidad de los ingredientes en los peces que

las consumen (Rumsey et al., 1994; Baeverfjord y Krogdahl, 1996; Krogdahl et al., 2003).

Por otra parte, las macroalgas como sustituto de la harina de pescado han sido poco estudiadas en peces.
Algunos autores han demostrado que al agregar sélo 5% de Gracilaria bursa o Ulva rigida mejoraron la
utilizacién de nutrientes en la tilapia de Nilo y con una inclusion del 1.5 al 6% del alga café M. pyrifera en

0. mykiss, se incrementé el contenido de PUFAs en el musculo sin afectar el crecimiento (Dantagnan et al.,
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2009; Garcia-Vaquero y Hayes, 2016). Es importante mencionar que los beneficios observados al incluir
macroalgas en las dietas para corresponden a porcentajes de inclusion menores al 10%. Por ejemplo,
Davies et al. (1997), demostré que la adicion de mas de 16% de Porphyra purpurea en Chelon labrosus
afecté negativamente el desempefio del crecimiento y utilizacidon del alimento por el contenido de
carbohidratos complejos que contenia la dieta al afiadir esa alga. Al incluir la microalga spirulina,
Artrhospira sp., en las dietas para T. macdonaldi se ha reportado una baja digestibilidad de la dieta y se
cree que es una consecuencia de las estructuras complejas de la pared celular algal la cual contiene
peptidoglucanos poco digeribles para los peces carnivoros (Ranferi y Lazo, 2019; Villanueva-Gutiérrez

et al., 2020).

Adicionalmente se sabe que algunos de los compuestos de las macroalgas y del ingrediente Mega Smart
Kelp utilizado en el presente estudio contienen alginatos, que son polisacdridos carboxilados de gran peso
molecular. Estos compuestos son muy abundantes en las algas cafés como como Sargassum sp., Fucus sp.
y laminariales como M. pyrifera y Laminaria sp. (Castro-Gonzalez et al., 1994; Sardari y Nordberg, 2018).
A partir de los alginatos se han producido fibras dietéticas y oligosacaridos que han incrementado la
microbiota intestinal en humanos (Lactobacilos y Bifidobacterias), que benefician al hospedero (Sardariy
Nordberg, 2018). Pero también se sabe que la estructura compleja de los alginatos puede formar una
goma viscosa a través de la interaccion con el agua, que pueden reducir la digestion de las proteinas en la
dieta y tiene un efecto inhibitorio de la amilasa pancredtica en puercos (Sardari y Nordberg, 2018).
También se ha reportado que las macroalgas pueden tener factores antinutricionales como lectinas, acido
fitico, inhibidores de enzimas y moléculas complejas poco digeribles (Garcia-Vaquero y Hayes, 2016). Por
lo tanto, es probable que las macroalgas incluidas en las dietas ALG afectaran la digestibilidad de las dietas,
ya que es uno de los componentes que no tenia DPBO y sélo se incluyd un 3% en DPB3. Seria interesante
realizar estudios en el futuro orientados a evaluar el CDA de las macroalgas utilizadas en las dietas ALG de

manera independiente, reconocer si tienen FAN y cdmo pueden afectar el desempefio de los peces.

La digestibilidad de las dietas esta directamente relacionada con la actividad de las enzimas digestivas. El
proceso de digestion es muy complejo e involucra procesos fisicos, quimicos y enzimaticos que comienzan
desde que el alimento es ingerido por la boca y termina con la excrecidn de las heces por el ano. Los
procesos enzimaticos de la digestidon son especificos para la ruptura molecular de las proteinas, lipidos o
carbohidratos. Se ha reportado que el perfil nutricional y la forma molecular de los nutrientes, particular

de cada dieta, puede promover o disminuir la produccion y actividad de las enzimas digestivas, la
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evaluacidn de su actividad en el intestino es un buen indicador de la capacidad digestiva de los organismos

(Webster y Lim, 2002; Trejo-Escamilla et al., 2017).

Las enzimas digestivas pueden ser secretadas al lumen intestinal, estar unidas al borde de cepillo de los
enterocitos o dentro de las células epiteliales contenidas en vacuolas supranucleares (Rust, 2003). La
tripsina es una de las principales proteasas secretadas al lumen del intestino de peces carnivoros que
corta los enlaces peptidicos de la proteina en el extremo carboxilo de los aminodcidos arginina y lisina. Es
una enzima clave en el proceso digestivo debido a que activa zimdgenos de otras enzimas digestivas que
participan en el proceso digestivo. Por su parte las lipasas intestinales son responsables de la hidrdlisis
extracelular de los lipidos para liberar los acidos grasos y otros compuestos y puedan asi ser absorbidos.
Las amilasas se encargan de la digestién de los polisacdridos presentes en los carbohidratos como el
almiddn, aunque en los peces carnivoros su actividad es baja, ya que el contenido de carbohidratos que

consumen naturalmente es menor que los demas macronutrientes (Halver y Hardy, 2003; Rust, 2003).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en la actividad enzimdtica de las tres
enzimas digestivas cuantificadas debido a la alta variabilidad entre replicas en estas variables. No
obstante, se observaron notables aumentos en la actividad de las enzimas tripsina y amilasa en el
tratamiento DPBO y de la lipasa en ALG2 (Figura 8). En contraste con estos resultados diversos autores
han observado cambios significativos en la actividad de las enzimas digestivas al incluir harina de soya en
las dietas. Por ejemplo, Zhang et al. (2019), en la anguila M. albus, observaron una disminucion
significativa de la actividad de la tripsina con el incremento de concentrado de soya en la dieta, a pesar
de que contiene bajos niveles de inhibidores de tripsina, en comparacién de la harina de soya. Mientras
que las actividades de la amilasa y lipasa aumentaron inicialmente y después disminuyeron, los autores
sugieren que M. albus puede tener la capacidad de adaptar su fisiologia digestiva a cambios en la
composicion nutricional. Asimismo, Fuentes-Quesada et al. (2018), mostraron que la actividad de la
tripsina y la amilasa disminuy6 significativamente en las totoabas con la inclusién gradual de harina de
soya en las dietas, este fendmeno lo atribuyeron al estado crénico de inflamacidn, la atrofia de estructuras
intestinales que reducen la actividad enzimatica en general del tejido mucoso y por la presencia de
inhibidores y otros factores antinutricionales en la soya. Krogdahl et al. (2003; 2015), han reportado que
el contenido de fibras, fitoesteroles, fitoestrégenos y saponinas en ingredientes a base de plantas, afectan
la reabsorcion de las sales biliares e incrementan la cantidad de bilis en el intestino, lo cual puede

estimular la secrecion y actividad de la lipasa significativamente. Sin embargo, en el presente estudio no
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se pudo concluir que las diferencias en el crecimiento, eficiencia alimenticia y digestibilidad de las
totoabas esté relacionada con cambios en la actividad de enzimas digestivas. La evaluacién de la actividad
enzimatica en diferentes etapas de los bioensayos, podria dar una imagen mas amplia de su
comportamiento, de los efectos de los ingredientes y de la capacidad de adaptacion de la fisiologia
digestiva con respecto a la composicion nutricional. Ademads, serd necesario evaluar una dieta basal que
no incluya ingredientes que pudieran afectar la actividad enzimatica para tener una comparacién mdas

atinada del estado fisioldgico normal.

4.3. Respuestas asociadas a la salud intestinal

En contraste con lo esperado, las variables de la respuesta inmunoldgica evaluadas en las muestras de
sangre (AER y conteo de leucocitos) no resultaron en diferencias significativas entre tratamientos (Tabla
5). Es probable que la enteritis y las alteraciones locales de la region distal del intestino, como la
infiltracidn de leucocitos o el acortamiento de los pliegues mucosos que se discutirdn posteriormente, no
tuvieron un efecto sistémico evidente, no repercutieron en la salud general del pez o los andlisis no estan

intimamente relacionados con el efecto de las macroalgas.

Los resultados de la AER del presente estudio coinciden con los de Vazirzadeh et al. (2020), donde
incluyeron en las dietas para trucha arcoiris macroalgas como Sargassum boveanum, Gracilariopsis
pérsica e Hypnea flageliformes y no encontraron diferencias significativas en los valores de AER entre
tratamientos durante el experimento. Sin embargo, el indice disminuyd considerablemente a partir del
dia 47 y mencionan que los efectos inmunoestimulantes de las algas son a corto plazo (menos de dos
semanas). Por el contrario, en el estudio de Enciso y Lazo (2015), en T. macdonaldi, si se observo el efecto
estimulatorio con dietas que incluian prebidticos como quitosano o inulina. Los autores reportan que la
AER aumentd significativamente al inicio y posteriormente en el dia 60 la actividad disminuyd en las
totoabas que consumieron los prebidticos, esto sin afectar el crecimiento. Por lo que se recomienda hacer
pruebas del estallido respiratorio a lo largo del experimento para detectar si existe inmunoestimulacion

por parte de las macroalgas agregadas a las dietas.

En el presente estudio cabe destacar que los valores de AER estimados fueron mayores al final del

bioensayo en todos los tratamientos en comparacion con los valores de las muestras iniciales. Esto puede
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representar un estado mas activo de las respuestas inmunoldgicas innatas en la sangre por el incremento
de especies reactivas de oxigeno, es decir mayor fagocitosis ligada con actividad microbicida o eliminacién
de antigenos. Puede ser que los factores antinutricionales aportados por las dietas fueran detectados
como antigenos durante el experimento. Anteriormente se ha reportado en S. aurata (Kokou et al., 2017)
y en la corvina de aletas cortas Cynoscion parvipinnis (Minjarez-Osorio et al., 2016) que al ser alimentadas
con dietas que incluyen derivados de soya, hay un aumento significativo de la AER. Estos estudios
mencionan que los factores antinutricionales de las dietas pueden facilitar reacciones hipersensitivas,
como una mayor actividad fagocitica o que el desbalance nutricional y deficiencias causadas por el
reemplazo de harina de pescado son un factor de estrés, que ocasionan efectos adversos en la respuesta
inmune de algunas especies de peces que son susceptibles a ingredientes especificos de las plantas. Sin
embargo, es necesario tomar un mayor nimero de muestras iniciales y a lo largo del bioensayo para
corroborar cual es el patron de la AER en T. macdonaldi al evaluar nuevos ingredientes en las dietas

(Rumsey et al., 1994).

Con respecto al nimero de leucocitos en la sangre, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. Los resultados de Sado et al. (2008), coinciden con los del presente estudio. Por ejemplo, al
alimentar a O. niloticus con manano oligosacaridos (MOS) como prebiédticos, no se observaron diferencias
significativas en el conteo de leucocitos, aunque las dietas tuvieron un efecto negativo en el consumo de
alimento y el crecimiento. Los autores mencionan que los conteos de leucocitos, pueden ser poco fiables
por las diferencias que se pueden dar en el nimero de células, no sdlo con el estrés de los peces ante un
factor nutricional, sino también puede haber variaciones por la edad, sexo, la temporada del afio y otras

condiciones ambientales (Weiss y Wardrop, 2000).

No obstante, los datos de los conteos celulares pueden indicar una respuesta fisiolégica ante algun factor
de estrés al que estén expuestos los peces, incluidos cambios en la dieta y son variables relativamente
faciles de evaluar. Por lo que es recomendable emplear un grupo control en el que no haya ningun factor
de estrés para diferenciar los valores de sangre normales de los peces (Modra et al., 1998). A diferencia
del presente estudio, Rumsey et al. (1994), observaron un incremento significativo en la cantidad de
leucocitos en O. mykiss alimentadas con harina de soya y concentrado de soya, que se relacionaron con
las lesiones crdnicas en el intestino, mencionan que el incremento de leucocitos puede indicar el inicio de
una respuesta inflamatoria, de una reaccién hiper sensitiva y la activaciéon inmune. Mientras que Ebrahimi

et al. (2012), al suplementar las dietas de la carpa, C.carpio, con Immunogen, un prebidtico comercial,
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observaron una mayor sobrevivencia contra bacterias pero también observaron un aumento significativo
de leucocitos en la sangre. Estos autores mencionan que el incremento de leucocitos puede ser el
resultado del estrés por el consumo diario del prebidtico. Sin embargo, gracias a ese aumento la

mortalidad ante patégenos disminuye y mejora el estado de salud de los peces.

En el presente estudio los efectos de las macroalgas como prebiético pudieron influir en la actividad
inmunolégica o por el contrario los ingredientes causaron una reaccién hipersensitiva. Probablemente
todos los tratamientos tuvieron un factor de estrés ya que no se observaron diferencias significativas
entre tratamientos. Por lo tanto, es altamente recomendable contar con un conteo de leucocitos control,
ya sea incluyendo un grupo control en el disefio experimental o un nimero de muestras iniciales

significativas y evaluarlo a través del experimento.

En cuanto a los andlisis histoldgicos del intestino y su caracterizacidén semicuantitativa se sabe que los FAN
no sélo disminuyen la actividad enzimdtica y modifican procesos digestivos, sino que también generan
cambios morfoldgicos en el intestino de los peces carnivoros (Baeverfjord y Krogdahl, 1996; Hendricks,
2003). En el presente estudio se observaron lesiones y cambios morfoldgicos en el intestino distal en las
totoabas de los cuatro tratamientos (Tabla6). La mayoria de las alteraciones observadas son enteropatias
tipicas de la enteritis inducida por soya que se han descrito en varias especies de peces carnivoros como
O. mykiss (Rumsey et al., 1994), S. aurata (Bonaldo et al., 2008) y S. salar (Krogdahl et al., 2003; Krogdahl
et al., 2015).

Previamente Fuentes-Quesada et al. (2018), describieron para T. macdonaldilos cambios morfoldgicos en
el intestino distal cuando se incluia desde 22% hasta 64% de harina de soya en las dietas. Los autores
mencionan que a partir del 22% de inclusién de soya las totoabas desarrollaron enteritis, lo que generdé
hiperplasia de las células mucosas, densamente agrupadas en los apices de los pliegues, se produjo un
aumento en la fusién de pliegues mucosos y su acortamiento, atrofia de la mucosa intestinal, una
disminucién en la altura de los enterocitos, reduccidn de sus vacuolas supranucleares y el engrosamiento
de estructuras de los pliegues como la [dmina propria, por la infiltraciéon de granulocitos eosinéfilos. Sus
resultados los llevaron a concluir que T. macdonaldi tiene una alta sensibilidad a la soya, que afecta las
estructuras vy la fisiologia del intestino distal, lo cual limita la utilizacion de los nutrientes en las dietas. Los
cambios morfoldgicos observados en las totoabas del presente estudio, alimentadas con dietas DPB

coinciden con los resultados descritos por Fuentes-Quesada et al. (2018), para con una inclusién de 22%
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de soya en las dietas y permiten pensar que los tratamientos ALG tenian soya o componentes similares
gue provocaron el mismo tipo de cambios, como las saponinas que se encontraron en mayor proporcion

en estas dietas.

Algunos de los cambios morfoldgicos que se observaron en general en los cuatro tratamientos fue poca
abundancia de vacuolas supranucleares en los enterocitos, una gran cantidad de células mucosas en los
pliegues intestinales, la infiltracidon de granulocitos eosindfilos y un porcentaje mayor a 43% de pliegues
mucosos fusionados. La disminucién del nimero de vacuolas supranucleares afecta mecanismos como la
endocitosis, el funcionamiento de los enterocitos y la digestion intracelular. Mientras que la hiperplasia
de células mucosas y la infiltracidon de leucocitos son respuestas inmunoldgicas ante factores de estrés,
como pueden ser los FAN. Un mayor numero de células mucosas genera mayor cantidad de mucosa que
protege la barrera epitelial y lubrica los materiales no digeridos del alimento (Bakke-McKellep et al., 2000;
Merrifield et al., 2011). El aumento de leucocitos es el resultado del reclutamiento de estas células en la
zona de inflamacién intestinal, con el propdsito de reparar las lesiones provocadas (Bakke-McKellep et al.,

2000; Bakke-mckellep et al., 2007; Uran et al., 2008).

De manera particular las medidas morfolégicas de las estructuras de los pliegues mucosos (i.e. longitud
de los pliegues, lamina propria, altura de los enterocitos) fueron muy variables entre los tratamientos,
como se muestra en la Tabla6. Estos resultados coinciden con los que describieron Tran-Ngoc et al. (2019),
en O. niloticus, donde evaluaron dietas en las que incluyeron en cada una un tipo de harina vegetal
diferente, como la harina de soya, de girasol, canola y arroz. Observaron que la soya fue la que mas afecté
las estructuras intestinales, pero en las demas dietas con plantas, también observaron alteraciones tipicas
de la enteritis. Lo mismo pudo ocurrir con las totoabas en el presente trabajo y como consecuencia, estos
cambios pudieron reducir la capacidad de absorcién de los nutrientes, reduciendo la digestibilidad, lo que
resultdé en un menor desempeiio del crecimiento en los tratamientos ALG. En contraste, algo no esperado
fue que los peces alimentados con la dieta ALG2 tuvieran la mayor longitud de los pliegues intestinales
(Figura 10), esta cualidad permitiria una mayor capacidad para absorber los nutrientes al incrementar el
area de superficie, por lo tanto, la absorcién de nutrientes no se veria afectada. Esto ultimo podria indicar
que el efecto negativo de estas dietas esta relacionado con la digestion y no la absorcidon de los

ingredientes en las dietas.
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Continuando con el cuestionamiento de ¢ por qué si los analisis histolégicos de los peces alimentados con
la dieta ALG2 fueron similares a los de los peces alimentados con la dieta DPB, tuvieron un peor
desempeno? podriamos agregar que es de gran importancia recalcar que las diferencias en la coloracién
de las células mucosas en las imagenes histolégicas, fue probablemente por la excrecidn de otro tipo de
muco-polisacaridos por las células mucosas los cuales se tifieron de otro color (Barén, B y Fuentes-
Quesada, J., comunicacién personal, octubre 2021) (Figura 9). Ya que Unicamente en los tratamientos que
incluian macroalgas se observaron estas caracteristicas, asi que es posible que este tipo de ingredientes
en la formulacién de las dietas repercutid en los procesos de digestidn y absorcion de los nutrientes.
Anteriormente Cerezuela et al. (2012), evalud los efectos de Bacillus subtilis y microalgas (Tetraselmis
chuii y Phaeodactylum tricornutum) como ingredientes funcionales en S. aurata. Todos los tratamientos
de ese estudio mostraron alteraciones morfolédgicas en diferentes grados, similares a la enteritis
producida por soya. Con el uso de técnicas histoquimicas (PAS y azul alcian) observaron diferentes
coloraciones en la tincion de las células mucosas. En la dieta con B. subtilis, T. chuii y P. tricornutum
aumentaron las células mucosas de mucina neutra y con las demds dietas disminuyeron las células
mucosas de mucina mixta. Cerezuela et al. (2012), mencionan que el cambio en las células mucosas fue
por la adicién de bacterias y microalgas en las dietas, los cuales modificaron la microbiota intestinal ya

establecida, por consecuencia el contenido de mucinay el tipo de mucosidad secretada.

Pese a que la fisiologia y los efectos de la mucina no es bien entendida, se ha sugerido que existen dos
tipos, la mucina acida que protege contra la translocacidn de bacterias y la neutra que se ha relacionado
con la hidrdlisis enzimatica y el proceso de absorcion de nutrientes. En peces herbivoros como la carpa,
las mucinas acidas se encuentran presentes en altas cantidades en el intestino posterior ya que facilitan
la eliminacion de residuos y la absorcidon de moléculas solubles en agua y otras particulas. Es probable que
células mucosas de propiedades acidas se incrementaran con la presencia de macroalgas o alguno de sus
componentes (incluidos en Mega Smart Kelp). Por lo tanto, se recomienda evaluar otro tipo de técnicas
que logren diferenciar el tipo de mucinas que fueron secretadas con estas dietas en T. macdonaldi, para

asi diferenciar tipos de células mucosas y su funcién en la digestion y absorcion de nutrientes.

Por otro lado, es importante mencionar que algunas de las alteraciones fisioldgicas mencionadas
anteriormente, son también el resultado de la interaccion y expresién de genes relacionados con el
sistema inmune, como los que se evaluaron en el presente estudio. En este sentido la inmunoglobulina M

y la interleucina 8 son proteinas que forman parte del tejido linfoide asociado al intestino, asi que pueden
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encontrarse en la mucosa intestinal en un estado natural y se encargan de generar respuestas
inmunoldgicas rdpidas. El tracto gastrointestinal al ser una de las principales entradas de agentes externos
incluyendo patdgenos, necesita de estas moléculas para evitar enfermedades. Sin embargo, se ha
detectado que estas moléculas también tienen un papel importante ante otros agentes que afectan la

salud, como los FAN en las dietas.

La expresidn de interleucina 8 esta ligada con el sistema innato ya que es una molécula de naturaleza
proinflamatoria asi que es un buen indicador de este tipo de respuesta (Fuentes-Quesada et al., 2020; W.
Zhang et al., 2021b). En el presente trabajo se observaron diferencias significativas en la expresién de il8
entre los juveniles de T. macdonaldi alimentados con las diferentes dietas. En aquellos peces que
consumieron la dieta ALG2 hubo una mayor expresion de il8 que en las que consumieron la dieta DPB3.
Estudios previos han demostrado que hay un incremento en la expresién de interleucinas pro-
inflamatorias en aquellos peces susceptibles a la soya. Si la inflamacién intestinal ocasionada por el
consumo continuo de factores antinutricionales es prolongada, puede provocar un agotamiento
fisiolégico, que reduce los niveles de il8. (Zhang et al., 2019; Zhou et al., 2018; Fuentes-Quesada et al.,
2020; Zhang et al., 2021a;). Sin embargo, también se sabe que la adicién de prebidticos en las dietas puede
regular la expresion de interleucinas proinflamatorias, especialmente cuando hay un estimulo
inflamatorio en el intestino (Lokesh et al., 2012; Shokryazdan et al., 2017). Tomando en cuenta los
resultados de CDA e histoldgicos, es probable que en las totoabas del tratamiento ALG2 los niveles altos
de il8 hayan sido provocados por los cambios morfolégicos y por algun factor de la dieta que estimulé la
inflamacidn. Mientras que en las totoabas del tratamiento DPB3, el Mega Smart Kelp pudo disminuir la

expresion de esta molécula proinflamatoria, por lo que podria considerarse como un inmunoestimulante.

En otro sentido, las inmunoglobulinas (Ig) se relacionan con el sistema humoral adaptativo, ya que al
reconocer antigenos especificos generan anticuerpos que viajan a través del torrente sanguineo a la zona
que son requeridos y generando una memoria inmunoldgica para su posterior defensa. Se ha detectado
en puercos que cuando consumen soya se producen anticuerpos que reconocen estructuras la soya, las
globulinas G y BC de, por lo que el incremento de Ig al ingerirla se relaciona a un efecto hipersensitivo por
macromoléculas de la soya (Li et al., 1988). Este tipo de reconocimiento ha llevado a sugerir que la
enteritis es una respuesta mediada por células de cardcter especifico y no sdlo es una respuesta innata y
generalizada (Rumsey et al., 1994). En este estudio se observd una expresion de igm significativamente

alta en las totoabas de los tratamientos ALG1, ALG2 y DPBO, como resultado de una posible reaccién
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aguda a los ingredientes de las dietas. En S. salar, alimentados con harina o extractos de soya, Krogdahl
et al. (2000), detectaron el aumento en los niveles de IgM en el intestino distal lo que los llevé a deducir
el posible efecto inmunogénico en esa regidn del intestino. Posteriormente Bakke-McKellep et al. (2007),
demostraron que en el salmdn existe una cadena dispersa y moderada de linfocitos B positivos a IgM en
la ldamina propria y en el tejido intraepitelial de la zona apical de los pliegues mucosos, que pueden
constituir parte de la barrera intestinal. Al inducir soya en las dietas, esta poblacidn se incrementa de
manera difusa hacia la zona apical de la mucosa. Aunque no se tiene claro si la igm estd involucrada en la
induccién del proceso inflamatorio o como reaccién de defensa después de la posible disrupcién del
epitelio, como una reaccidn alérgica. En este caso puede ser que la adicién de Mega Smart Kelp en la dieta
DPB3 haya disminuido la expresién de igm. Previo a este estudio, Fuentes-Quesada et al. (2020),
observaron en las totoabas que consumieron una dieta con soya y agavina como prebidtico, una menor
expresion de igm en comparacién con una dieta que incluia soya sin prebidtico. Estas ultimas totoabas
también tuvieron un mejor desempeno del crecimiento y un cambio en la composicidon de la microbiota
intestinal, la cual beneficio la salud de los peces. Lo cual concuerda con lo que se observo en las totoabas
de este estudio, que fueron alimentadas con la dieta DPB3. Se propone que en un futuro se evalué si Mega
Smart Kelp tiene la capacidad de modificar la microbiota intestinal y cual seria su beneficio en otros peces

marinos.

Por otro lado, la proteina HSP70 esta involucrada en la sobrevivencia celular y en la citoproteccién, ya que
una de sus principales funciones se relaciona con el plegamiento de otras proteinas, su estabilizacién y
manteniendo la homeostasis celular. Ademads, se ha demostrado que pueden suprimir respuestas
inmunoldgicas y promover la integridad del epitelio intestinal expuesto a sustancias tdxicas (Sealey et al.,
2013). Existen varios posibles mecanismos de transduccion de sefiales sensibles a estresores que inician
o regulan la produccion de HSP, por ejemplo, cambios ambientales que alteran la homeostasis celular
(lwama et al., 1998). En S. aurata alimentada con niveles elevados de proteina vegetal (i.e. 25-75%), se
incremento la expresidn de hsp70 en el intestino distal. Esta respuesta se asocié con la citoproteccién y
con mecanismos homeostaticos contra respuestas inflamatorias potencialmente causadas por la soya,
por lo que la HSP70 también responde a la composicion subdptima de las dietas, indicando estrés cuando
hay una mayor expresion molecular de hsp70 (Kokou et al., 2017). Bakke-mckellep et al. (2007),
detectaron en el salmén, la presencia de células epiteliales positivas a HSP70 en el dpice de los pliegues
mucosos cuando fueron alimentados con soya. Estas células fueron aquellas que sobrevivieron a los

cambios morfoldgicosy a la inflamacidn, las cuales responden a los estresores (FAN) en la soya, intentando
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regular las vias apoptodticas y facilitar la recuperacion celular por medio de la expresion de hsp70. La
expresion de HSP70 en estas células pueden ser responsables del reclutamiento de leucocitos y de la
inflamacidn del tejido conectivo (lwama et al., 1998; Tsukimiy Okabe, 2001; Uran et al., 2008; Wanget al.,
2018). Ademas se sabe que la HSP70 parece proteger a la mucosa contra toxinas y condiciones de Ulceras
en mamiferos al tratar de mantener la integridad intestinal (Wang et al., 2018). Los valores de expresién
significativamente mas altos de hsp70 en las totoabas alimentadas con la dieta ALG1 puede ser un reflejo

del estrés por la cantidad de saponinas y factores antinutricionales incluidos en la dieta.

Por ultimo, las acuaporinas son proteinas transmembranales que generan canales de agua e incrementan
la permeabilidad en la membrana celular. En mamiferos se han identificado al menos cuatro isoformas,
incluida la agp8, que se expresan en el epitelio intestinal (Jutfelt, 2006). En el salmén del Atlantico se ha
observado la presencia de agp8 en el borde de cepillo, en la regién sub-apical y basolateral de las
membranas de los enterocitos y estos canales incrementan el transporte de agua trans-epitelial (Sundell
y Sundh, 2012). Los estudios en peces con respecto a estas moléculas empiezan a tomar mayor
importancia por su funcion osmdtica (Jutfelt, 2006). Previamente Fuentes-Quesada et al. (2020) y
Krogdahl et al. (2015), describieron en T. macdonaldi y en el salmdn respectivamente, que la expresion
de agp8 en el intestino disminuyd significativamente cuando los peces ingirieron soya y especificamente
saponinas, lo que ocasioné una disminuciéon de la absorcion de agua por parte de los enterocitos,
provocando un mayor contenido de agua en el lumen y diarrea, un sintoma comun de la enteritis. Por el
contrario, Zhang et al. (2021a), encontraron en el mero Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus una
mayor expresion de la agp8, 9y 10, pero una reduccion en las agpl, 4 y 12 cuando ingirieron dietas con
40% de harina de soya fermentada. Estos autores mencionan que el cambio en la permeabilidad intestinal
hace que el sistema inmune local quede expuesto a los antigenos externos, que normalmente no cruzan
la barrera epitelial e inducen la enteritis, como los FAN de las dietas y microorganismos patogénicos.
Ninguno de estos resultados coincide con lo que pudo haber ocurrido en las totoabas de los tratamientos
evaluados en el presente estudio, puede ser que algin compuesto en la dieta ALG2 provocara una mayor
expresion de este gen. En este caso es necesario contar con un tratamiento que no incluya factores de
estrés que ayude a reconocer mejor la expresion molecular de las agp y reconocer cuales son los

verdaderos efectos de las macroalgas en este tipo de moléculas.

En conclusidn, se observé un mejor desempefio del crecimiento y eficiencia alimenticia en los peces

alimentados con las dietas DPBO y DPB3 que incluian 26% de harina de soya, en las que se observé un
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mejor TEP, CDA y una menor expresion de il8. Sin embargo, se observaron dafios morfoldgicos en el
intestino distal en todos los tratamientos, caracteristicos de la enteritis, que se deben tomar en
consideracion al alimentar a estos peces por tiempo prolongados con estas dietas. El menor desempefio
productivo de las dietas ALG1 y ALG2 se relaciond principalmente con un mayor contenido de FANs (i.e.,
saponinas) y su efecto en la digestibilidad de las dietas. Sin embargo, aunque contenian un nivel adecuado
de proteina y lipidos, no se puede descartar el efecto de la calidad de la proteina de estas dietas con una
menor TEP, posiblemente ocasionada por alguna deficiencia o desbalance de nutrientes esenciales como

algun a.a.e. y se recomienda evaluar en estudios posteriores.

Es de gran interés conocer las propiedades de las macroalgas, un ingrediente funcional que ha sido poco
estudiado, pero con un alto potencial principalmente por el tipo de polisacédridos que contienen. Sin
embargo, la adicidn del prebidtico, Mega Smart Kelp, en la dieta para T. macdonaldi no resulto en efectos
positivos en el crecimiento, eficiencia alimenticia ni la digestibilidad de las dietas en la totoaba, pero si
disminuyd la expresién de igm en el intestino distal en comparacion con las del tratamiento DPBO, sin el

prebidtico, lo que abre las puertas para estudios futuros con este prebiédtico.

Este estudio también demostré que T. macdonaldi sigue siendo un pez nacional viable para la acuicultura
comercial por su facil adaptacién al cultivo y crecimiento a pesar de las condiciones de salud intestinal
observadas. Por ultimo, queda mencionar que gracias a la evaluacion de diferentes variables se logré un
mayor conocimiento de los efectos de las dietas en la respuesta inmune y en la salud intestinal de la
totoaba. No obstante, quedan por detallar algunas técnicas para mejores evaluaciones futuras, que
permitan reconocer los factores antinutricionales en las dietas, utilizando por ejemplo otros métodos de

tincién y deteccion de mucinas.
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Capitulo 5 . Conclusiones

e T. macdonaldi tuvo un mejor crecimiento y eficiencia alimenticia cuando consumieron las dietas
DPB que incluian harina de soya en comparacion con las dietas comerciales con macroalgas. Uno
de los principales factores a los que se le atribuye este resultado es a la calidad de la proteina,

que se refleja en una menor TEP.

e La adicién de Mega Smart Kelp en la dieta con soya (DPB3) no produjo efectos positivos en el
crecimiento, eficiencia alimenticia y digestibilidad de los juveniles de T. macdonaldi en un periodo

de 56 dias.

e Las diferencias nutrimentales en las dietas no afectaron significativamente la composicion

proximal del musculo de T. macdonaldi después de 56 dias.

e Los ingredientes como frijol, canola, trigo y/o macroalgas de las dietas ALG afectaron
negativamente la digestibilidad de las dietas (CDA). La reduccién del CDA se relaciond
directamente con el contenido de factores antinutricionales (FANs), como las saponinas,

presentes en estas dietas.

e Las diferencias en la composicidn de las dietas no afectaron significativamente la actividad de las
enzimas digestivas en el intestino de T. macdonaldi a pesar de los cambios morfoldgicos del

intestino que ocurrieron después de 56 dias.

e la respuesta inmunoldgica de T. macdonaldi evaluada por analisis de sangre (i.e., actividad del
estallido respiratorio y la cantidad de leucocitos) no resultaron diferentes, por lo que la adicidn

de macroalgas no afectd estas variables.

o Después de 56 dias de duracion del estudio, el IHS de T. macdonaldi se vio afectado por los
tratamientos, mostrando un mayor indice en los organismos alimentados con la dieta ALG2,

posiblemente por el alto contenido de saponinas.

e Las totoabas de todos los tratamientos evaluados mostraron alteraciones en la morfologia del

intestino distal, tipicas de la enteritis. Sin embargo, se observaron coloraciones diferentes entre
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las células mucosas con las dietas que incluian macroalgas o sus derivados (ALG1, 2 y DPB3). La
adicion de macroalgas pudo alterar la composicién de mucina y afectar la digestibilidad de las

dietas.

Las dietas ALG incrementaron la expresion relativa del gen il8 en el intestino de T. macdonaldi lo
gue demuestra un estado inflamatorio latente probablemente estimulado por saponinas u otros
FANs. En contraste, la adicidn del ingrediente Mega Smart Kelp disminuyd la expresion de esta

molécula, lo cual demuestra su capacidad prebidtica y su potencial inmunoestimulante.

Las dietas ALG1, ALG2 y DPBO mostraron mayor expresion de igm, que puede estar asociado a un
efecto hipersensitivo y una respuesta inmune especifica. La adicién del prebidtico en la dieta DPB3
pudo regular la expresién de igm en el intestino distal de T. macdonaldi alimentadas con esta

dieta.

El contenido de la dieta ALG1 provocd una mayor expresion relativa del gen hsp70 en el intestino
de T. macdonaldi, como respuesta al estrés celular ocasionado por la cantidad de saponinas
incluidas en esta dieta. Es probable que este incremento de hsp70 refleje la respuesta celular para

mantener su integridad.

En este trabajo no se pudo concluir que las macroalgas tengan un efecto benéfico en
T. macdonaldi, pero tampoco repercutieron cuando fueron afiadidas como prebidtico (DPB3) por

lo que se deberia estudiar con mas detalle sus efectos.
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Capitulo 6 . Recomendaciones

Conocer con mas detalle la formulacidon de los ingredientes de las dietas comerciales para evaluar

su efecto en la digestibilidad de las dietas.

Conoce el contenido de aminodacidos y acidos grasos de las dietas comerciales para descartar la

posibilidad de deficiencias de nutrientes esenciales.

Evaluar la inclusién de macroalgas como Unico prebidtico en las dietas para reconocer y evaluar

su efecto en los peces.

Extraer o probar los polisacdridos puros de las macroalgas (laminarina, alginato entre otros) para

evaluar sus efectos prebidticos en las dietas.

La cuantificacién y evaluacion de otros factores antinutricionales en las dietas, asi como la
caracterizacion precisa las saponinas, proporcionard un mejor entendimiento de las alteraciones

gue provocan en la salud intestinal de los peces.

Para la evaluacion de analisis de sangre se recomienda un mayor nimero de muestreos a lo largo
del bioensayo y un tratamiento control sin estresores (dietéticos) para una mejor comparacion e

interpretacion de los resultados.

Evaluar la actividad enzimatica en diferentes etapas de los bioensayos y disminuir la variabilidad
entre réplicas (aumentando el nimero de replicas) para dar una imagen mds amplia de su

comportamiento y de los efectos de los tratamientos

Las medidas morfoldgicas derivadas en los analisis de histologia son tardadas pero precisas y
eficientes, se recomienda aplicar nuevas técnicas de tincidn para elucidar el tipo de mucus que

las células mucosas puedan secretar.

Tener un mejor conocimiento de las formulaciones de las dietas o de su composicién nutrimental
seria un beneficio para los actores involucrados en el proyecto, dando mejores conclusiones con
respecto a los ingredientes y condiciones utilizadas.
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Anexos

Tabla 7. Sistema de puntuacion semicuantitativo descrito por Uran, (2008). Recuperado Se evaluaron la cantidad de
vacuolas supranucleares contenidas en los enterocitos (VSN), la cantidad de células mucosas coloreadas de azul en
los pliegues mucosos (CM), el grosor de la lamina propria (LP) y la infiltracién de granulocitos eosinéfilos en los
pliegues mucosos (GE). Cada parametro se calificé en una escala del 1 al 5, en la que 5 es la condicidn mas severa de
enteritis. Tabla modificada de Uran, (2008)

o
N=]
(8] . P
5 Cantidad de células mucosas en los
= Vacuolas supranucleares pliegues
®
o
Tamafio basal Células difusas
1
Incremento de
2 Reduccion del células dispersas
tamaio
Reduccion del ‘ Células ampliamente
3 tamafio y difusion distribuidas
Comienza extincién Grupos densos de
4 de vacuolas células
Sin vacuolas Muy abundantesy
> apretadas
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