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RESUMEN

Se implementd el uso del polisacarido B-1,3/1,6-glucano (prebidtico) como un
inmunoestimulante para pejelagarto (Atractosteus tropicus) en la etapa larvaria. Con la
finalidad de evaluar la capacidad del aditivo en la mejora del crecimiento, actividad de
las enzimas digestivas y”expresion de genes involucrados en la funcidon de barrera
intestinal (fisica e inmune)y utilizandose distintos niveles de inclusion (0.2, 0.4, 0.6,
0.8%) y un grupo control (0.0%): El experimento se realizd por triplicado utilizando 100
organismos por unidad experimentaly en un periodo de 21 dias. No se presentaron
diferencias significativas en los indiCes-de crecimiento con respecto al control (p>0.05).
Los resultados en las enzimas digestivas muestran cambios en L-aminopeptidasa,
quimotripsina, fosfatasa acidasé~y-"alcaninas con mayor actividad en las larvas
alimentadas con la dieta de 0.4%. /Asi también, las enzimas lipasa y tripsina,
presentaron mayor actividad con las dietas de 06% y 0.8%, con respecto al grupo
control (p<0.05). Tras la exposicion de la dieta del B<glucano, los genes occ, muc-2 y
lys, involucrados en el reforzamiento de la barrera epiteliahjntestinal, la sintesis de la
capa de mucosa y la defensa antibacterial, respectivamente;;aumentaron su expresion
principalmente con la inclusion del 0.4%. A demas, el gen ned<2 involucrado en la
respuesta inmune innata, presentdé mayor expresion con el nivel de 0.6%. Estos genes
presentaron una tendencia a aumentar su expresion a medida que se~incrementé el
porcentaje de inclusion de B-glucano, para posteriormente descender e inhibirse a la
mayor concentracién evaluada. Es asi como las apreciaciones del polisa¢arido B-

1,3/1,6-glucano como inmunoestimulante para la etapa larvaria, son observadas en la



expresién molecular y actividades enzimaticas, con la adicion de bajas dosis del aditivo

en la eta@larvaria de pejelagarto, recomendandose incorporaciones del 0.4% en las
<

7,

dietas.



1.- INTRODUCCION

La industria acuicola, es considera una alternativa ante el evidente decline de las
pescas globales. La FAO en el 2020 informo sobre el estado de la pesca mundial, en
donde el 34.2%)se encontraba en condiciones sobreexplotacion, debido a que el
sistema de pesea global tiene limites biolégicos y medioambientales (Farradia et al,
2022). Un ascensos*del poder adquisitivo en algunos paises y el incremento
demografico, han convertido a la acuicultura en una fuente viable para el suministro de
proteina animal (FAO, 2016;.Hossain et al., 2022).

Para cubrir la demanda mundial, en acuicultura se emplea principalmente sistemas de
cultivos intensivos (2 a 30 org /\m?) para aprovechar el maximo los espacios y obtener el
producto en el menor tiempo pesible (Sanabria-Parrado, 2016). Naturalmente, los
organismos en cultivos conviven con Jalgunos agentes patdégenos, hongos, virus y
bacterias; no obstante, si alguno de €llos rompe el equilibrio es muy probable que
terminen provocando infecciones_y patologias (Piazzon et al.,, 2017; Lizarraga-

Velazquez et al., 2018).

Las afecciones, patologias y la muerte masiva dé peces en estos sistemas de cultivo
encaminaron la busqueda de recursos'.como antibidticos, antivirales, parasiticidas,
desinfectantes, antifingicos, y otros productos para Contrarrestar tales circunstancias
(Cabello, 2004; Van Doan et al., 2016; Mugwanya et al.;, 2021). No obstante, han
desencadenado efectos contraproducente, como retraso~de los ciclos de vida,
resistencia bacteriana. Ademas, generaron un aumento de la mortalidad en organismos
tratados, repercutiendo en pérdidas econdmicas y llegando a ser-prehibidos en muchos
paises (Cabello, 2006; Martins et al., 2014; Darwesh et al., 2022). Ademas, pueden
modificar el color y pH en el agua utilizada en los cultivos, incluso se han encontrado
efectos como deformaciones esqueléticas o falta de extremidades, coma@ meénciona en
algunos casos de estudio en salmon, trucha arcoiris y carpa (Shao, 2001; Beravides et
al., 2018; Silva et al., 2022).

Pensando no solo en la salud de los peces, sino también, en el evitar los efectos

contraproducentes en la salud humana, y en minimizar el impacto ambiental



(Betaneourt-Gordillo, 2014; Santos & Ramos, 2018), se recurrié al uso de suplementos
y aditives«alimenticios como carotenoides, acidos organicos, probidticos, prebidticos,
péptidos antimicrobianos, entre otros (Mioso et al., 2014; Gadde et al., 2017). En vista
de los beneficios obtenidos con este tipo de suplementos, se han tratado de incorporar
como aditivos ‘funcionales en las dietas para mejorar el crecimiento, la ingesta y la
digestibilidad de alimentos (Puerta-Rico, 2016; Calado et al., 2017).

Actualmente, hay un ‘mercado enfocado en mejorar la salud y supervivencia de peces,
entre ellos se encuentraespecialmente el polisacéarido p-1,3/1,6-glucano, como uno de
los inmunoestimulantes mas usados en acuicultura (Miest et al., 2016). Clasificandose
como una fibra dietética (prebiotico) que se asocia a diversos beneficios en la salud del
hospedador, esto depende de (da fuente de que provengan como avena, cebada,
centeno, hongos, bacterias y levaduras, (Mishra, 2020). Principalmente el 3-glucano de
levadura, tienen las particularidades “de ‘mejorar la respuesta inmune innata (dirigida
contra virus, hongos y bacterias)ypor medio de vias de sefializacion de reconocimiento,
principalmente del receptor Dectina1 desde el.huésped (Moreno et al., 2014; Fahie et
al., 2016), con el rol esencial de eliminacion de jpatdégenos a través de macréfagos y
enterocitos. Ademas, permite una mejor respuesta al estrés, crecimiento y ayuda

alcanzar una mayor tasa de supervivencia<\Wood, 2007; Pizarro et al., 2014).

En el Sureste de México existen una gran diversidad de.especies de peces nativos con
potencial de su cultivo, entre ellas, el pejelagarto (A. tropicds) es una de las especies
dulceacuicolas méas importantes en el estado de Tabasco. ES un. espécimen valorado
culturalmente y con un alto potencial productivo en la region_(Méndez-Marin et al.,
2012). Debido a la importancia que representa, es necesario comprender y optimizar el
cultivo de esta especie a pesar de los avances logrados en el area\de ecologia,
reproduccion, alimentacion, nutricibn y en otras areas como genomica (Nelson et al.,
2006; Guerrero-Zarate et al., 2014; Frias-Quintana et al., 2016; Martinez-Burguete et
al., 2021).

Por lo tanto, el presente trabajo se evaluara la inclusién de distintos porcentajes-de-f3-
1,3/1,6-glucanos en las dietas de larvas de A. tropicus, y el efecto en el crecimiento,



proceses de digestion como la actividad de las enzimas digestivas y en la condicion de
bienestar_animal por analisis moleculares mediante la cuantificacion de la expresion
relativa (QPCR) de genes involucrados con la funcién de barrera intestinal y el sistema

inmunoldgica:



2.- ANTECEDENTES

2.1.- B-Glucanos como fibra dietética

Las investigaciones en acuicultura relacionadas a sanidad, nutricion y bienestar han
incorporado componentes funcionales afadidos a las dietas que les permitan a los
organismos obtener) propiedades benéficas como son &cidos grasos, bioactivos,
inmunoestimulantesy prebioticos y prebibticos (Abuajah et al., 2015; Akhter et al., 2015).
Este ultimo considerade.'como “fibra dietética”, la cual en los inicios McCance y
Lawrence (1929) la definieron como “fibra no disponible”; aquellos carbohidratos de
origen vegetal constituidos principalmente por celulosa con valor energético
insignificante. A partir de la déeada de los 50’s han surgido otras propuestas, entre las
mas completas se tiene la de Trowell et al., (1976) “La fibra dietética consiste en los
polisacaridos vegetales y la lignina que! son resistentes a la hidrélisis por las enzimas
digestivas del hombre”. Esta definicion posteriormente fue adoptada por el Comité
Asesor de Expertos en Fibra Dietética de‘Salud y Bienestar de Canadéa, que busco6 una

definicion base mas amplia que permitiera ajustar futuras declaraciones (NIM, 2001).

Actualmente la definicion de “fibra dietética” aceptada por Asociaciéon de Productores de
Cereales de la Union Europea del 2004 (ACC) y Comision del Codex Alimentarius (Joint
FAO, 2006), incluye todos aquellos extractos y/o_ramificacion de carbohidratos
analogos solubles o insolubles en el agua, resistentes a hidrolisis y/o fermentacion con
grado de polimerizacion >2 y que contengan, efectos benefigieSos como la estimulacion

de la fermentacion coldnica, laxacion y/o modulacion de glucosa(Abuajah et al., 2015).

Los primeros trabajos en prebidticos las describen como fibras dietéticas asociados a
una alta viscosidad y gran peso molecular (Jenkins et al., 1978; Choenechol & Tovar,
1988); que, ademas, pueden ser despolimerizados por las amilasas (Wood et al., 1991).
Los inmunoestimulantes en acuicultura se han aconsejado como proteccion ante
infecciones (Cruz-Suarez et al., 2000; Pionnier et al., 2013), teniendo efectos’bastante
previsorios como la capacidad de estimular el sistema inmune innato en los® peces,
actividad de eliminacion de bacterias y la integridad intestinal (Rendon & Balcazar,

2016; Chen et al., 2019). Los B-glucanos son bioactivos organicos, un tipo de poliméro



de glucosa formados por mondmeros de sacaridos unidos entre si por enlaces
glucosidices a través de enlaces lineales -1—3 y B-1—6 (ej. Hongos, levaduras, entre
otros) y enlages B-1—3y B-1—4 (ej. Cereales) segun Del Corno et al., (2020). También,
pueden presentar ramificaciones, que difieren del tipo funciones bioldgicas, peso
molecular y solubilidad debido a la fuente de origen; como cereales, hongos, levaduras,

bacterias y algas marinas (Pizarro et al., 2014; Mishra, 2020; Bobade et al., 2022).

2.2.- B-Glucanos en teledstees

Los B-Glucanos son un ingrediente valioso y funcional con propiedades importantes a
nivel fisioldgico, una de las caractéristicas principales de los B-Glucanos de la levadura
Saccharomyces cerevisiae son las-funciones inmuno estimulantes (Wilson et al., 2015).
Los efectos de B-glucanos de levaddra especialmente de Saccharomyces cerevisiae,
han sido evaluados en peces como Daniorerio, inoculados con el patbgeno Aeromonas
hydrophila donde los resultados’ arrojadoes” fueron positivos a la disminucién de la
mortalidad; Rodriguez et al., (2009) documentaron diferentes niveles de dosis (5, 2 y
0.5 mg-ml™?), en donde el B-glucano—estimuld 'las proteinas como quimiocinas vy
citocinas, que estan envueltas en el procese de atraecion y migracion de los leucocitos
gue intervienen como antigenos, de esta manera, se-logro activar expresion del gen
IFN-y (Interferon gamma), el cual es importante en el_papel de la respuesta inmune
innata (Nunes et al., 2016; Xu et al., 2019).

Selvaraj et al., (2005) estudiaron los efectos del B-glucane®de levadura como
coadyuvantes en Cyprinus carpio, bajo el desafio con Aeromonas~hydrophila, logrando
un mayor porcentaje (54%) de sobrevivencia en aquellos suministrados«con B-glucano,
asi mejoro el sistema inmunitario aumentando la produccion de anticuerpos, células
sanguineas como leucocitos, neutrofilos, seguidos de monocitos y lazexpresion del
ARNm IL-1b (Pyo et al., 2003).

Los peces en etapa larvaria aun carecen de un sistema inmune especifico desarrallado,
lo que ha generado tratamientos preventivos para el fortalecimiento del mismo (Bricknell
& Dalmo, 2005). Un trabajo en la etapa larvaria realizado en Oreochromis niloticus con



B-1,3/146-glucanos; en donde se realizdé un solo tratamiento con la administracion del
1% de aditivo en la dieta, mostro una mejora en la absorcion de nutrientes en la parte
anterior del intestino (Diaz & Gallego, 2016); por lo que también surge la curiosidad de
coémo influye-en las comunidades microbianas intestinales. Otro estudio en la especie
Cyprinus carpioe- L4 alimentada con dietas con incorporacion de 0.1%, 1% y 2% de [3-
1,3/1,6-glucanos, se 'ohservaron modificaciones en las comunidades microbianas, los
andlisis de secuéncia . detectaron las pertenecientes a filos, Fusobacterias,
Proteobacteria, Firmicutes)y bacterias no identificadas, las cuales podrian afectar de
manera positiva en las microvellosidades intestinales (en cuanto al grosor y densidad),
observandose crecimiento bengeficioso con la suplementacion del 1% y 2% (Kuhlwein et
al., 2013).

Existe un ensayo con un modelo parecido, en donde se uso la levadura con la misma
especie Cyprinus carpio L., los parametros medidos fueron crecimiento, morfologia
intestinal y perfil hematoinmunolégico ‘en concentraciones de 0%, 0.1%, 1% y 2%,
coincidiendo en que las concentraciones 1% vy, 2% muestran resultados favorables en
crecimiento, conversion alimenticia‘y "ganancia“en. peso (Kuhlwein et al., 2014). En el
analisis histologico, se mostro la presencia de leacocitos en el epitelio intestinal y una
mayor presencia de monocitos intraepiteliales; esto indica una respuesta inmune
localizada en la zona intestinal donde ‘las células _sanguineas migran a zonas
respondiendo a factores por patdgenos (Rubio-Godoy, 2010). En otro estudio para la
especie Rutilus rutilus, compararon el efecto de la suplementacion de B-1,3/1,6-
glucanos con Lactobacillus plantarum, en cuanto al rendimiento del\crecimiento no hubo
diferencias significativas, pero mejoro los parametros de la inmunidad innata, es decir la
actividad lisozima y pinocitotica de los fagocitos, capaz de asimilar @ ingerir algun
cuerpo extrafio y eliminarlo (Penagos et al., 2009). Ademas, se menciona_que el efecto
puede durar hasta 2 semanas en los organismos, después de volver azalimentar con

pienso comercial (Kazun et al., 2020).



2.3.- Prebioticos en Atractosteus tropicus

La inclusion, de suplementos como los prebidticos en A. tropicus es reciente, iniciando
con tres estudios en la etapa juvenil e incorporarlos previamente a la etapa larvaria. Se
ha comenzadoautilizando los mas comunes en otras especies como los oligosacaridos
de manano, en coneentraciones de 0.0%, 0.2%, 0.4%, 0.6% y 0.8% para juveniles (5.11
+ 0.08 g; Najera-Arzola et al., 2018). Este ingrediente alimenticio, ha sido considerado
por su capacidad de asimilacién en los organismos, con enzimas indicadoras del estado
nutricional como proteasa_Aacida, proteasa alcalina, tripsina, quimotripsina, leucina
aminopeptidasa, carboxipeptidasas, lipasas, a-amilasa, fosfatasas acidas y fosfatasas
alcalinas, siendo reflejado en-€lspeso, la talla y su respuesta ante enfermedades. Y en
la etapa larvaria, en concentraciones del 0.0%, 0.25%, 0.5% y 0.75% (0,030 = 0,006 Q)
en donde la suplementacion del«0.75% indican mejoras en crecimiento, actividad

enzimatica y sobrevivencia (Maytorena-Verdugo et al., 2022).

Otro de los prebioticos encaminados a-megjorar el rendimiento de A. tropicus, es el
inmunoestimulante B-glucanos (1,3/1,6), sus”efectos demostraron una mejora en la
respuesta inmunitaria y un incremento de las actividades enzimaticas utilizadas como
marcadores del estado nutricional / (proteasas. alcalinas, tripsina, leucina,
aminopeptidasa y amilasa), en donde la quimotripsinasmostré actividad a partir de una
concentracion a partir del 1.0% y 1.5% (Nieves et al., 2018); la cual esta implicada en la
hidrolisis de proteinas, ademas de actuar no solo hidrolasas sino también transferasas

(Jesus-Ramirez et al., 2017).

También, se ha utilizado el prebiético fructooligosacarido (FOS) adicionado en 5, 10, 15
y 20 g/kg? en la dieta para la etapa (con peso de 0.25 + 0.01 g y longitud\total de 4.2 +
0.4 cm), esto porque el fos tiene una alta solubilidad y estabilidad @limentaria. Se
reporta que a partir de la concentracion de 5 g/kg aumento la actividad de_las enzimas
digestivas como las proteasas acidas, quimotripsina y leucina aminopeptidasa), la
absorcion de lipidos, expresion en genes del sistema inmune y barrera intestinal (OCC,
MUC2, NODZ2, B-actin y EF1-a). Los autores sefalan que una dieta con FOS a partir de
5g/kg™ty 10g/kg™ resulta benefico no solo en actividad enzimatica, sino también, en la



morfolegia de la barrera intestinal (Sepulveda-Quiroz et al., 2020). Por lo tanto, se
incluyo-también en la etapa de larvas con porcentajes del 0.0%, 0.25%, 0.50% y 0.75%
en donde” _especificamente en porcentaje de 0.75% mejor6 los pardmetros de
crecimiento y~supervivencia, asi como aumentar la actividad de amilasa y proteasa
alcalina, importantes por su capacidad de hidrolizar nutrientes, asi también, logro
aumentar la expresion de genes como muc-2, zo-2 y claudin-3, demostrando la
capacidad prebiotica de\afectar de manera positiva al huésped (Pérez-Giménez et al.,
2022)

2.4.- Genes asociados a la funeidn de barrera intestinal en Atractosteus tropicus en 3-
Glucanos

El uso de algunos genes involucrados~en la funcion en la barrera de los peces como
indicadores de su “condicion” (capacidad.de resistir al desarrollo de enfermedades), es
posible mediante pruebas de biologia molecular (Beaz-Hidalgo et al., 2016). Una de las
herramientas de analisis frecuentemente utllizadas es la técnica de gPCR, pero se
requiere de genes de referencia “estables” que_sirvan de control enddgeno; entre los
mas utilizados se encuentran el 18s (ARN Rihos6mico), GAPDH (Gliceraldehido-3-
Fosfato), B-actina (actb) que estdn implicados .en la capacidad estructural y
citoesquelética de la célula. También, se encuentra efl-a (factor de elongacion factor 1
alpha) en el metabolismo de la sintesis de proteinas en«diferentes especies (Rojas et
al., 2022; Thépot et al., 2022). Estos genes se han utilizado‘en peces como Coregonus
maraena (Altmann et al., 2015), Micropterus salmoides (Ma etal., 2019), Oreochromis
niloticus (Zheng et al., 2019) Danio rerio (Rassier et al., 2020) entre otros. Para el caso
de A. tropicus se reporta como gen mas estable el efl, seguido del 18s y B-actina,
relacionados a la transmisidén, recombinacion y segregacion de genes entre los

apropiados para esta especie (Jiménez-Martinez et al., 2021).

Algunos de los genes involucrados en el reforzamiento de la funcion de barrera~de los
peces son el muc2 (Mucina 2), que forma parte de las mucinas que constituyen la

mucosa semipermeable que recubre el tracto digestivo, branquias y piel (Xue et _al.,



2015);.€l gen nod2 (Domain 2), considerado el mas importante de la familia NLR como
receptores:del sistema inmune expresado en algunos érganos linfoides (rifidn interior,
timo, bazo, dejido asociado a mucosas o intestino) (He et al.,, 2021); el gen lys
(Lysozima), {que rompe eficazmente las paredes bacterianas y presenta una alta
actividad fungiea’ contra una variedad amplia de patdgenos (Duffin et al., 2020). Estos
genes (muc2, nod2'y'lys) se han evaluado en peces como Megalobrama amblycephala
y Oreochromis niloticuSy En otras especies como Danio reiro, se evaluaron los genes
asociados al sistema inmune innato de los peces, y ademas se evalué el gen occ
(ocludina), que pertenece a/uh grupo de proteinas que ayudan a sellar las barreras
epiteliales (Guo et al., 2019).“El gen lys muestra una actividad importante en el
desarrollo temprano de los tele6steos ante infecciones u estrés (Li et al., 2020),
mostrando un aumento de actividad ante aditivos inmunoestimulantes como lo

muestran en la investigacion para Lates calcarifer (Ashouri et al., 2019).



3.- JUSTIFICACION

Las investigaciones en nutricion acuicola siguen siendo uno de los temas principales en
especies cultivadas para mejorar la sanidad, el bienestar y el rendimiento, sobre todo
en la etapa larvaria: La cual es considera una etapa crucial en el desarrollo de peces,
puesto que falta ‘que, desarrollen sus funciones biologicas al maximo. Uno de los
inmunoestimulantes mas-Utilizados en acuicultura han sido los B-Glucanos de levadura,
estos han demostrado ‘tener caracteristicas capaces de estimular células y proteinas
relacionadas con el sistema inmune y mejorar el crecimiento, entre otros beneficios.
Mejorar el sistema inmune en peces es prioridad, ya que ningun producto de origen
farmacologico puede asegurar la.ausencia de efectos negativos, como es la resistencia
bacteriana, patologias adversas osincluso efectos en los consumidores y el medio
ambiente. Sin embargo, existen ‘.otras alternativas que permiten atacar las
enfermedades desde el individuo,.como‘es reforzando sus defensas sin tener que hacer
uso de productos ajenos a su naturaleza. Por lo tanto, en el presente trabajo se evalu6
la adicion de diferentes concentraciones ‘B-Glucanos B-1/3, B-1/6 en larvas de
Atractosteus tropicus, y se describieronslos efectos que ejercen en el proceso de

digestion (actividad enzimatica), crecimiento'y sistema‘inmunolédgico de los organismos.



4.- OBIETIVOS

4.1.- Objetive general:

Determipar, el efecto de B-Glucanos -1/3, B-1/6 en el crecimiento, supervivencia,
fisiologia-digestiva y sistema inmune en larvas de A. tropicus.

4.2.- Objetivos especificos:

1. Evaluar el crecimiento«y supervivencia en larvas de A. tropicus con diferentes
porcentajes de inclusién de B-Glucanos (-1/3, B-1/6 en la dieta.

2. Describir el efecto de la‘inclusion de B-Glucanos B-1/3, B-1/6 sobre la actividad
de las enzimas digestivas en'larvas de A. tropicus.

3. Evaluar la inclusion de B-Glucanos\3-1/3, B-1/6 sobre la expresion de los genes
de integridad de la membrana intestinal (nod2, lys, muc2, y occ) en larvas de A.
tropicus.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto prebidtico del B-glucanos 1,3/1,6 de levadura Saccharomyces
cerevisiae/en distintos porcentajes de inclusion (0.0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8%) en la dieta
para larvas-des pejelagarto (Atractosteus tropicus) sobre el crecimiento, actividad
enzimatica digestiva'y expresion genomica del sistema inmune. El bioensayo inicio a
partir del 3 dia después.de la eclosion (dde) y durd un periodo de 21 dias, en donde se
utilizé un total de 1500 larvas de 0.055 £ 0.008 g y longitud total de 2.46 + 0.26 cm. La
larvicultura se realiz6 en™Um sistema de recirculaciéon con 15 tanques de 70 L%
utilizando una densidad de 100_organismos por unidad experimental. No se observaron
diferencias significativas en el crecimiento de las larvas por la inclusién de los [3-
glucanos (p>0.05). Las enzimas digestivas muestran cambios en las actividades de
lipasa y tripsina, presentando valores mayores en los peces alimentados con dietas de
0.6% y 0.8% de B-glucanos comparados €on.los otros tratamientos (p<0.05). La
actividad de L-aminopeptidasa, quimotripsina, feSfatasa acidas y alcaninas mostraron
variaciones superiores en las larvas alimentadas coen’ la dieta de 0.4% de B-glucanos
respecto al grupo control. La expresion relativa de los<genes de la integridad de la
membrana intestinal (mucina 2) MUC-2, (ocludinas) OCC, (dominio de oligomerizacion
de union a nucledtidos) NOD-2 y del sistema inmune LYS (lisosima), mostrd una sobre-
expresion en las larvas alimentadas con la dieta de 0.4% B-glucangs’respecto al resto
de los tratamientos (p<0.05). En conclusion, la inclusion de B-glucanosen«0.4% a 0.6%
en dietas para las larvas de A. tropicus podria ayudar en el larvi-cultivo, al\observarse
efectos en el incremento la actividad de varias enzimas digestivas y la expresion de

genes del sistema inmunitario por la adicion de 3-glucanos.






INTRODUCCION

En lasactualidad hay un mercado enfocado en mejorar la salud y supervivencia de
peces, adicionando a las formulaciones diversos tipos de prebibticos. Los comunmente
probados en- peces son GOS (galactooligosacaridos), MOS (mannanoligosacaridos),
FOS (fructooligesacaridos) scFOS (fructooligosacaridos de cadena corta), XOS
(xylooligosacaridos)» AXOS (arabinoxilooligosacaridos) e inulina, asi como otras
mezclas prebidticas (Guerréiro et al.,, 2017). Ademas, dependiendo de las fuentes de
los prebidticos, encontramas”diferentes atributos benéficos, como la sustitucion de
grasas y azucares la mejora de_palatabilidad por medio de la lubricacion de la lengua, e
incluso la mejora de la respuesta inmune (Singla, 2017; Khangwal et al., 2019). El
polisacarido B-1,3/1,6-glucano~es uno de los inmunoestimulantes mas usados en
acuicultura (Miest et al., 2016).#Este-prebigtico es clasificado como una fibra dietética
con particularidades para mejorar-la“respueSta.inmune innata, a nivel de citoquinas
promueve un mejor crecimiento y tolerancia al estres, permitiendo mejorar las tasas de
supervivencia (Wood, 2007; Pizarro et al., 2014; Dos-Santos et al., 2019; Revina et al.,
2020)

De esta manera, los B-glucanos son un ingrediente valioso 'y funcional con propiedades
importantes a nivel fisioldgico, una de las caracteristicas principales de los (3-glucanos
de la levadura Saccharomyces cerevisiae son las funciones inmunoestimulantes
(Wilson et al., 2015). Los efectos de B-glucanos se han evaluado en peces como Danio
rerio inoculados con el patégeno Aeromonas hydrophila, en donde su efecta.disminuyo
la mortalidad (Rodriguez et al., 2009), al estimular los B-glucanos las proteinasycomo
guimiocinas y citocinas, las cuales estan involucradas en el proceso de atraceion y

migracion de los leucocitos que intervienen como antigenos (Nunes et al.,, 2016).



Asimismo, la adicion de B-glucanos aumenta la expresion del gen IFN-y (Interferén
gamma),)el cual juega un importante papel en la respuesta inmune innata (Xu et al.,
2019). Por otra parte, el gen muc-2 es un liberador de mucinas para permitir el
mantenimiento_del sistema gastrico referente a su lubricacion, al crear una barrera de
proteccion y permeabilidad en contra de agentes patogenos (Pelaseyed et al., 2014;
Xue et al.,, 2015). ‘Asi~también, las ocludinas son proteinas de membrana con una
funcion hermética a nivel gitoplasmatico y permiten la reorganizacion celular de actina
lo que posibilita funciones ‘desmovimiento, division celular, fagocitosis y actividades de
manera externa (Garcia & Jay, '2006; Edelblum & Turner, 2015; Kuo et al., 2019). El
gen nod-2 (Proteina del Dominio {de) Oligomerizacion de unién de nucleétidos) forma
parte de la familia intracelularg?expresado en la region epitelial especificamente en
células Paneth involucradas en_el-funcionamiento de células madre, morfogénesis
intestinal y principalmente por ser agentes antimicrobianos en la region de la microbiota
(Caruso et al., 2014; Gassler, 2017).\_Por otra”parte, la lisozima forma parte de la
comunidad de proteinas asociadas al sistema inmune_innato, producida a partir de
neutrofilos y macréfagos; que fungen como receptores©de las familia NOD para la
degradacion de la pared celular bacteriana (Ragland et al., 20173 Kawai et al., 2018).

En otro orden de ideas, en el Sureste de México existen peces hativos con potencial
para su cultivo, entre ellas, el pejelagarto (Atractosteus tropicus) es unade las especies
dulceacuicolas méas importantes en el Estado de Tabasco. Esta espeeie habita en
cuerpos de agua dulce en vegetacion abundante (Miller et al., 2005). Es dn.espécimen
valorado culturalmente, tiene un alto potencial productivo en la region” "y es un
importante modelo biologico (Méndez-Marin et al., 2012; Marquez-Couturier,~2015;

Vazquez-Navarrete, 2015). La mayor parte de los trabajos se han enfocado en la



nutricion para desarrollar los alimentos especificos, como en la determinacién del
requerimiento de proteinas y lipidos, disefio de dietas micro encapsuladas, sustitucion
del alimento vivo, fisiologia digestiva, entre otros (Marquez-Couturier et al., 2006; Frias-
Quintana et-al.p 2016; Sadenz de Rodrigafiez et al., 2018; Huerta-Ortiz et al., 2018;
Jiménez-Martinez et al., 2020). Recientemente, se comenzd a explorar la evaluacion de
los aditivos funcionales, en dietas para juveniles de A. tropicus al incluir B-glucanos
1,3/1,6, en donde la in¢lusion entre 1.0 y 1.5% mejora el crecimiento, la respuesta de
genes del sistema inmune e<ncremento de la actividad de proteasas alcalinas, tripsina,
leucina aminopeptidasa y a-amilasa (Nieves et al., 2018). Incluyendo ademas a FOS
(Frutooligosacarido) como otro de_les aditivos selectos en acuicultura, mejorando la
actividad enzimatica (proteasas acidas, quimotripsina y leucina aminopeptidasa), la
expresion de genes de la barrerayintestinal (occ, muc2, nod2, (B-actina, efl-a) y la
modificaciéon de la morfologia en la barrera intestinal, a partir de 5 g/kg™* para la etapa
juvenil (Sepulveda-Quiroz et al., 2020);, por* consiguiente debido a los efectos
potenciadores que ha conseguido para la especie, se”ha.puesto a prueba algunos otros
como MOS (oligosacaridos de manano) con resultados” favorables en los indices de
crecimiento, la actividad enzimatica digestiva y marcadores inmunitarios (N4jera-Arzola
et al., 2018). De esta forma, en el presente trabajo se evalué la inclusion de B-glucanos
1,3/1,6 en las dietas para larvas de A. tropicus y sus efectos.en ‘el crecimiento,
actividad de las enzimas digestivas y la expresion de genes de ladintegridad de la

membrana y sistema inmune.



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de organismos

El experimento se realiz0 en el Laboratorio de Fisiologia en Recursos Acuaticos
(LAFIRA) de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBIol) de la Universidad
Juarez Autonoma sde  Tabasco (UJAT). Los organismos para el experimento se
obtuvieron de un lote.de reproductores de A. tropicus que dispone el laboratorio (una
hembra de 3.8 kg y cinco machos de 1.5 kg), mediante un desove inducido por la
hormona sintético GNRH (Sincroforte) aplicada via intramuscular (utilizando 1 pg- kg de

pezl).

Disefo experimental

En este experimento se evalud el efectd_de, B-glucanos 1,3/1,6 en porcentajes de
inclusion del 0%, 0.2%, 0.4%, 0.6% y70.8% (nombradas dieta control; dieta 0.2, dieta
0.4, dieta 0.6 y dieta 0.8, respectivamente) en larvas de A. tropicus. El bioensayo se
efectué durante un periodo de 21 dias (24 DAH) a partir de la eclosion (3 dde) y se
utilizaron un total de 1500 organismos (100 peces por) unidad experimental por
triplicado). La alimentacion de las larvas se realizd 5 veces al dia a saciedad aparente
(8:00, 10:30, 12:30, 15:30 y 18:30 horas), esto de acuerdo-con, el esquema de
alimentacion propuesto por Frias-Quintana et al., (2015). El experimento se realizd en
un sistema de recirculacién conectado a 15 tanques de 70 L* con flujo ¢onstante de 10
L-Y/min y un filtro biolégico. La calidad del agua se monitore6 todos los dfas“con una
sonda multiparamétrica HANNA (H19829-00041), midiéndose temperatura (30:6 #-0.14

°C), pH (7.1 £ 0.04) y oxigeno disuelto (3.4 + 0.34 mg L?). Ademas, se sifone6 el



sobrante de alimento al final del dia y cada 48 horas se realiz6 un recambio del 20% de

agua al sistema.

Formulacion'y elaboracion de dietas experimentales

En la tabla 1 se’muestra la formulacion de las dietas con la adicion de los distintos
porcentajes de B-glucanos 1,3/1,6 realizadas a partir de la dieta base propuesta por
Frias-Quintana et al. (2015). La elaboracion de las dietas semipurificadas se realizd por
el protocolo propuesto por” Alvarez-Gonzélez et al., (2001), las cuales fueron
isoproteicas, isolipidicas e isoenergéticas. Los analisis proximales se determinaron de
acuerdo con los métodos oficiales de/da Asociacion Oficial de Quimica Analitica (AOAC,
2005). La ceniza a partir de in€inerar la dieta en una mufla a 550° C por 24 hora. La
determinacion proteina se realizoreon el método Kjeldahl utilizando &cido clorhidrico
como medio para atraparlo e hidroxidos sédico~para la cuantificacion. Los lipidos se
cuantificaron mediante la técnica descrita_por Bligh & Dyer, (1959) y el extracto libre de

nitrégeno (NFE) descrito por Brett & groves, (1979).

Tabla 1. Formulacion y composicion de dietas experimentales, para larvas de A.

tropicus

Ingredientes DIETAS

Control

Harina de Pescado? 29.8 29.8 29.8 29.8 29(8

Harina de Ave? 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00




Harina de Puerco? 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00

Harina de Soya 44%?2 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Almidon de Maiz® 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Trigo® 8.66 846 826  8.06 7.86
Aceite'desPescado® 4.1 4.1 4.1 4.1 4.1
Lecitina de.Saeya“ 4.00 400 4.00 4.00 4.00
B-Glucano 1,3/1,6 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80
Premix de vitamina® 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Grenetinad 2.00 200 2.00 2.00 2.00
Vitamina C" 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Total 7100 100 100 100 100

Composicion Proximal (%)*

Energia (KJ/g) 1770 * 71769 1768 17.69 17.74
Proteina Cruda 44,0 43-89 4425 43.71 43.92
Extracto de Eter 1502 1402, 1456 14.83 15.07
Ceniza 15.09 13.%6" . 13.57 13.32 13.78
NFE!? 27.4 27.39 /27.45 28.05 27.28

*Los datos proximales fueron generados a partir de la dieta tedrica base.

3Proteinas marinas y agricolas S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco; "Pronat Ultra, Merida, Yucatan,
Mexico; ‘Ragasa Industrias S.A. de C.V.; YAgavidtica, Monterrey, Nuevo Leon; ®Vitamina premix MARCA
DEL PREMIX "D gari, alimentos y productos dietéticos relampago, S.A. de C.V.y9ROVIMIX® STAY-C®

35 —DSM, Guadalajara, Mexico; GELPHARMA S.A. de C.V.



indic€s de crecimiento

Al finalizar el bioensayo se evalud el crecimiento, para el peso hiumedo se utilizando
una balanza digital (Ohaus HH120) y la longitud total se midié con el Software imageJ
(NIH, BethesdasMD, Estados Unidos) (White et al., 2006). Asimismo, se calcularon los
siguientes indices zootécnicos de acuerdo con lo propuesto por Tomas-Almenar et al.,
(2020):

Ganancia en peso (WG) =/[(peso final - peso inicial)/ peso inicial] x 100;

Tasa de crecimiento especifiea (SGR) = [(Ln peso final - Ln peso inicial) / nimeros de
dias] x 100;

Tasa de conversion alimenticia (FER) = alimento consumido (g) / peso ganado (Q);
Sobrevivencia (%) = (num. final-de organismos / num. inicial de organismos) x 100.

Factor de conversion alimenticia’FER = Total de alimento consumido (g) / Ganancia en

peso (Q).

Actividad enzimatica digestiva

Al finalizar el experimento se tomaron tres larvas por«nidad experimental (n=9 por
tratamiento) para determinar la actividad de las enzimas digestivas. Las larvas se
sacrificaron a partir de un shock térmico (-2 °C), para después ser.disectadas y extraer
el estbmago e intestino. A partir de las muestras de los érganos se realizo la
preparacion de los extractos multi-enziméticos, para lo cual los @Grganos fueron
homogenizados en frio (4 °C) en un volumen 1:10, con un homogenéizador Ultra-

Turrax en solucion 1:10 de agua destilada, las muestras homogeneizadas se



centrifugaron (12,000 g por 15 min a 4 °C) y el sobrenadante separ6 en alicuotas de 60
ML endubos eppendorf para ser congelados a -80 °C hasta su posterior uso.

Para la concentracion de proteina se realiz6 por la técnica de Bradford (1976) utilizando
como estandarquna curva de albumina de suero bovino. La actividad de proteasas
acidas se midio\por la técnica de Anson (1938), utilizando como sustrato hemoglobina
(0.25%) disuelta conbuffer en tampén de Glicina-HCI 100 mmol L't a pH 2y 37 °C. La
actividad proteasas alcalinas por la técnica descrita por Kunitz (1947) modificada por
Walter (1984) utilizando caseina (1%) as a sustrato in 100 mmol L™*Tris-HCI buffer, 10
mmol L™t CaClz (pH = 9.0) a 37°\C. Para ambas técnicas se utilizaron 15 pl de extracto,
15 minutos de reaccién, un coeficiente de extincion molar (CEM) de 0.008 y la lectura a
una absorbancia de 280 nm.a actividad tripsina por la técnica de Erlanger et al.
(1961) utilizando 20 pl de extracto-enzimatico en sustrato BAPNA (N-a-Benzoil-DL-
Arginina P-nitroanilida) 2mM diluidojen un buffer. de Tris-HCL 50mM + CaClz pH 8. La
actividad quimotripsina por la técnica descrita por Del Mar et al. (1979) utilizando 15 pl
de extracto en sustrato SAPNA (succinyl-(Ala)2-Pre-Phe-p-nitroanilida) 1.25 mMol L*
con tampon Tris-HCI 50mM (pH 8.0) con un tiempo de reaccion de 30 min. La actividad
leucina-aminopeptidasa por la técnica descrita por Maraux et al. (1973) usando L-
leucina-p-nitroanilida 1 mmol L** como sustrato en buffer fosfatetsodico 50 mMol L a
pH 7.8 y 37 °C para las técnicas descritas anteriormente con 15 pl dé‘extracto con un
tiempo de reaccion 30 min. La medicidn de estas técnicas se realizé a-una‘absorbancia
de 410 nm, utilizdndose un CEM de 964 para quimotripsina y de 8800 para‘tripsina y L-
aminopeptidasa. La actividad de lipasa por la técnica descrita por Versaw et al."(1989)
usando 10 pl de extracto enzimatico con B-naftil caprilato 100 mmol L como sustrato

en buffer Tris-HCI 50 mmol L con colato de sodio 100 mMol L* a pH 7.5 a 37° C



realizado con un tiempo de incubacién de 15 min, se utilizé6 un CEM de 0.02 y una
absorbancia 540 nm. La actividad a-amilasa por la técnica de Somoyi-Nelson descrito
por Robyt & Whelan (1968), utilizando 15 pl de extracto en almidén (2%) como sustrato
en tampén fesfato-sodio 100 mmol L, NaCL 50 mmol L* a pH 7.5 con un tiempo de
incubacién de 30'min, un CEM 133.87 y una absorbancia de 540 nm. Finalmente, para
medir las actividades de fosfatasa acida y alcalina se utilizé la técnica de Bergmeyer,
(1974) utilizando 4-nitrafenilfosfato al 2.04% para fosfatasas acidas en buffer de &cido
citrico y citrato de sodio (1*1_p/p) 0.1 mmol L* a pH 5.5, en buffer de glicina NaOH 0.1
mmol L a pH 10 para fosfatasas'alcalinas, con un tiempo de incubacién de 15 min, 10
pl de extracto, un CEM 18.5 y abSerbancia de 280 nm. Las actividades de todas las
enzimas se calcularon con las?siguientes ecuaciones: 1) Unidad por ml = (Aabs x
volumen final de la reaccion (mi))x(CEM xstiempo (min) x volumen del extracto (ml));

2) Unidades por mg de proteina = Unidades por.ml./ mg de proteina soluble.

Andlisis de expresion molecular

En la evaluacién de la expresion de genes involucradoss€n.Ja respuesta de proteccion
de la barrera nod-2 (Nucleotide-Binding and Oligomerizacién_Bomain), muc2 (Mucin2),
y occ (Ocludin) y del sistema inmune lys (Lysosima), los primers, se disefiaron a partir
del transcriptoma de A. tropicus (Martinez-Burguete et al., 2021) y.Se ‘utilizaron como
genes de referencia el efla (Elongation factor 1) y B-Actin (BAC) donde“la expresion
relativa, fue calculada del promedio de ambos genes de referencia confrentada con el
control (Livak & Schmittgen, 2001; ver tabla 2). Para ello, se realizé el muestreo de tres

larvas (24 h de inanicion) por unidad experimental (N=9 por tratamiento), las cuales



fueren sacrificadas con un shock frio (-2 °C) y se conservaron en RNA later (volumen
1:10) 01, 24 horas y luego se almacenaron a - 80 °C hasta su uso. EI ARN total se
extrajo com reactivo trizol (Invitrogen®codigo de reactivo) segun las instrucciones del
fabricante y-sSe: cuantifico el ARN total por espectrofotometria (A260/280) con un
nanodrop Jenway®s Posteriormente se realizo la sintesis de ADNc a partir de 1.5 pg de
ARN total de lasmuestras, bajo las especificaciones del kit iScriptTM Reverse
Transcription Supermix_ for*RT-PCR (BIO-RAD®), utilizdndose oligo (dT) y/o random
primers en una reaccion de-velumen final de 20 ul por muestra. El ADNc se almacené a
- 80 °C hasta su posterior andlisis.

La cuantificacion de la expresion rélativa de los genes se realizé por analisis de qPCR,
utilizando un termociclador CEX96 Touch™ Real-Time (Bio-Rad) en una reaccion de
volumen total de 10 pL por mdestra, donde se utilizaron 5 yL de SsoAdvancedTM
Universal SYBR® Green Supermix: (Bio-Rad),.4.5 uL ADNc, 0.5 yl de primers (10
pmol). Todas las reacciones se realizaron usande las siguientes condiciones: 1 ciclo de
50°C por 2 min, seguidos de 1 ciclo 95°C por 10 mins40 ciclos 95°C por 15 segundos y
60°C por 1 minuto, y finalizaron con una curva melting bajo condiciones estandar del
programa de 60 ciclos para confirmar la amplificaciéon de upssolo producto en cada

reaccion.



Tabla 2. Secuencia de referencia de oligonucleétidos para genes de defensa de la
barrera intestinal para qPCR de Atractosteus tropicus.

Temp.
(°C)

Nombre del Gen Simbolos Oligo Secuencia de primer (5-3")

Dominio de union

" -F GTAGTGAACAAGGAGGCGGAC 66°
a nucleotidos y. nod-2

. -R TGAGCTCATCCAGGCCATCG 64°
oligoma-2
Ocludina Yo -F TGACGAATACCACAGACTGAAG 64°
P -R CGATCATAGTCGCTGACCATC 64°
Mucina-2 5 -F GGCCTCCTCAAGAGCAGCACGGTG 70°
uciha- muc- .-R  TCTGCACGCTGGAGCACTCAATG  72°
L. -F CACTGCAGCCATCAATCACAAC 66°
Lisozima lys o
b -B ATTAGTCAGCAGCTTGCTGCAG 66
Factor de of1 -F ACGCTGAAGGCCGGCATGGTG 70°
elogacion 1 -RV  GGATGTCCTTCACCGACACGTTC 72°
. -F GTCATCACCATTGGCAATGAGAG 68°
B-actina bac

-R GACAGTACAGTGTTGGCATACAG 68°

Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron mediante la prdeba de la normalidad (Kolmogorov
Smirnov) y homocedasticidad (Levene)..Los dates .de crecimiento se analizaron
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de una viay como prueba a posteriori se
utilizé la prueba Tukey. En los analisis de la actividad enzimatica y expresiéon génica se
utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y a posterioridayprueba de Nemenyi.
Todos los andlisis se realizaron en el programa estadistico Statistica’? y se utilizd un

nivel de significancia de p<0.05.



RESULTADOS

indices’de crecimiento

Las larvas/de A. tropicus alimentadas durante 21 dias con los distintos porcentajes de
inclusion deB-glucanos no mostraron diferencias significativas en el crecimiento (peso
humedo y longitudstotal) con respecto a las larvas alimentadas con la dieta control
(p>0.05). Los indices «de crecimientos tampoco mostraron diferencias significativas
comparados con las( larvas alimentadas con el tratamiento control (p>0.05).
Unicamente, en el porcentajestle sobrevivencia de las larvas alimentadas con las dietas
Control, dieta 0.2% vy dieta' 0:6% presentaron valores estadisticos significativos
mayores, a las larvas alimentadas{con las dietas 0.4% y 0.8% de B-glucanos (p>0.05;

tabla 3).



Table 3. Pardmetros de crecimiento y supervivencia (media + SD) de A. tropicus

alimentados con dietas formuladas con diferentes concentraciones de [B-glucanos

1,3/1,6.
Indices de DIETAS
Crecimiento Control 0.4
2.50 + 2.48 + 253+ 2.36 + 241 +
LTI (cm)
018 0.09 0.13 0.12 0.11
0
0.054+ 0.055 + 0.058 + 0.051 + 0.057
PCI (g9)
0.23 0.20 0.28 0.16 0.26
2.63+ 2.66 + 2.76 2.58 + 2.64 +
LTF (cm)
0.23 0.20 0.28 0.16 0.26
0.59 + 0.58/+ 0.63 + 0.56 + 0.59 +
PCF (9)
0.02 0.01 0.02 0.01 0.02
Sobrevivencia  33.66 + 34.66 + 2733 32.99 + 25.99 +
(%) 4,932 3.052 +1:41° 7.792 1.73P
21
5.18 + 5.17 + 5.21 + 5.26 + 5.08 +
TCE (% days)
0.06 0.14 0.14 0:18 0.23
13.37 13.34 + 13.80 + 1322+ 13.19 +
GP(%)
0.4 0.6 0.9 0.8 0.7
1.30 + 1.15+ 1.20 + 1.83+ 1.43 +
ICA
0.82 0.91 0.25 0.44 0.61

LTI: longitud total inicial; PCI: peso corporal inicial; LTF: longitud total final; PCF: peso corporalfinal; GP:
ganancia de peso; TCE: tasa de crecimiento especifica; ICA: indice de conversion alimenticia. (Las letras

en superindice indican diferencias significativas entre tratamientos de hileras).



Actividad enziméatica digestiva

La aectividad de las enzimas digestivas en las larvas alimentadas con distintos
porcentajes de inclusidon de B-glucanos se muestra en la tabla 4. La actividad de las
proteasas acidas y alcalinas no fue modificada por la inclusién de B-glucanos (p>0.05).
Por su parte, la‘'mayor actividad de tripsina fue detectada en las larvas alimentadas con
la dieta 0.8% (608.67_+,63.45 U mg proteina™) con respecto a las larvas alimentadas
con la dieta control (189.43 + 33 U mg proteina™t; p<0.05). La mayor actividad de
guimotripsina (26.33 + 3.32-U/mg proteina™) y L-aminopeptidasa (552.63 + 38.06 U mg
proteina™) se registré en los peces alimentados con la dieta 0.6, con respeto al nivel de
actividad del control (16.64 + 1.056°\U mg proteina™; 214.64 + 6.68 U mg proteina™;
respectivamente; p>0.05). Por_.atra parte, la mayor actividad de la lipasa se registré en
las larvas alimentadas con la di€ta.0.6%.0.8% (3.56 + 0.21 U mg proteina™ y 4.0 +
0.46 U mg proteina™; respectivamente; p>0.05).y la mayor actividad de fosfatasas
acidas y alcalinas se obtuvieron en las.larvas alimentadas con la dieta con 0.4% de B-
glucanos (0.71 + 0.04 y 0.33 = 0.04 U mg proteina™!, respectivamente; p>0.05).
Finalmente, la actividad de la a-amilasa no presento diferencias significativas entre los

tratamientos (p<0.05).



Tabla 4. Actividad de las enzimas digestivas en larvas de A. tropicus alimentadas con
distintes porcentajes de inclusion de B-glucanos 1,3/1,6 (media + SD).

Actividad DIETAS

Enziméatica
(U/mg proteina™")

Proteasa Acida™~ 802+0.89 7.35+0.86 9.84+0.11 8.80+2.06 8.12+1.72

Control ) 0.4

Proteasa
Alcalina 13.56 £3:08 8.05+0.95 943+1.09 13.12+4.10 8.61+2.86
Tripsina 189.13% 212.44 + 28251 + 323.93 + 608.67 +
33.00¢ 13.64¢ 44.42° 9.48 63.452
Quimotripsina 19.18 + 26.33 £ 2161+ 23.30 £
16.64 + 1.05° 0.21P 3.322 1.90° 1.97°
L- 214.64 + 355.25'¢ 552.63 + 376.76 365.77
aminopeptidasa 6.68°¢ 61.49° 38.062 52.73P 47.13
Lipasa 1.47 £ 0.24°> 0.18+.0.11°¢ 1486+ 0.48> 3.56 +0.212 4.0 + 0.462
a-amilasa 0.23+0.05 0.14+0.02 0.160.02 0.22+0.07 0.14+0.05

Fosfatasa Acida 0.31 +0.05¢ 0.44 +0.03" 0.71+0.042_ 0.53 + 0.04°> 0.45 + 0.04°
Fosfatasa

Alcalina 0.21 +0.01¢ 0.24 +£0.002°¢ 0.33 +0.042 0.27.+0.02° 0.29 + 0.02°

Las letras en superindice indican diferencias significativas entre tratamientos de hileras.

Expresion de genes inmunitarios
La expresion relativa de genes analizados en las larvas de A. tropicus alimentadas con

distintos porcentajes de B-glucanos se muestra en la figura 1. Las expresiones de muc-



2 y occ mostraron los valores mayores (de 14.75 + 1.93 y 3.97 £ 0.30, respectivamente)
para lasylarvas alimentadas con la inclusion del 0.4% de B-glucanos (Fig. 1la y b).
Finalmente, la mayor expresion de lys (9.34 + 0.39) se detecté para las larvas
alimentadascon_la inclusion de 0.4% de B-glucanos (Fig. 1c). El gen nod-2 tuvo la
mayor expresion{de‘3.69 + 1.05) en las larvas alimentadas con la inclusion de 0.6% de
B-glucanos (fig. 1d)y"este porcentaje de inclusion podria ser suficiente para activar el
mecanismo del sistema /inmune, defendiendo la pared intestinal de organismos

patdégenos para la etapa larvaria de A. tropicus.
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Figura 1. Expresion relativa (media + SD) de a) Mucina-2 (mue-2); b) ocludina (occ); c) lisozima (lys) y d)
dominio de unién a nucledtidos y oligomerizacion dominio 2 (nod-2) en larvas de A. tropicus alimentadas
con distintos porcentajes de inclusién de B-glucanos (Las letras ‘en’superindice indican diferencias

significativas entre tratamientos de hileras).

DISCUSION

Los B-glucanos son cadenas de polisacaridos y son componentes estructurales en de
la pared celular de diversas especies como levaduras, cereales, hongos, bacterias y
algunas algas (Vetvicka et al., 2013). Los tipos de enlaces pueden variar de acuerdo

con la propiedad de las fuentes, por ejemplo, los B-(1—3), (1—6)-glucano son



especificamente de la levadura (Saccharomyces cerevisiae) y son activadores de
respueSta de proteccion mediante macrofagos, efectos antioxidantes, curacién de
heridas 'y /los receptores de por medio de células inmunes (monocitos, linfocitos,
neutrofilos, “Langerhans) y no inmunes (epiteliales, endopiteliales y fibroblastos)
(Petravi¢-Tominac et'al., 2010).

Por otra parte, los#f-glucanos procedentes de levaduras forman parte de aditivos
promotores de efectos benéficos en organismos acuaticos (Dharsono et al., 2018). Es
asi, que han sido evaluados“en especies como el Lutjanus peru, por exposicion de
nanoparticulas de 5 mg ml* de\solucién salina afiadido a 100 mg hidroxidocloruro de
zinc, los resultados mostraron mejorando la respuesta inmune celular, midiendo niveles
de la enzima superéxido dismutasa, ‘catalasa y peroxidasa (Velazquez-Carriles et al.,
2018). Asimismo, su adicion mejord-la viabilidad de las células ZT4 (10ug/ml por 24h)
gue son dirigidos a glicoproteinas para inhibir’la.replicacién del virus SVCV (virus de la
carpa), en un reto ensayado en Danio_rerio (Medina-Gali et al., 2018). Otro efecto de
los B-glucanos, es usado como un agente contra. el trastorno de enteritis en
Oncorhynchus mykiss y lius mayor en concentraciones de"0.0%, 0.1%, and 0.2% en un
periodo de 30 dias, mejorando los parametros sanguineos, lastapacidad antioxidante,
tolerancia al estrés y rendimiento de los indices de crecimiento (Ji et al.,, 2019;
Shadrack et al., 2022). En crustaceos como el Litopenaeus vannamei{(Alvarez-Sanchez
et al., 2018), Portunus pelagicus (Anjugam et al., 2016) y Cherax tenuimanus (Sang &
Fotedar, 2010) su uso ha sido exitoso con una concentracion superior{al’0.1% con
resultados benéficos.

Los indices de crecimiento de las larvas de A. tropicus en este estudio, son tipicos-en la

etapa larvaria de esta especie segun lo descrito por diversos autores (Frias-Quintana et



al., 2015; Palma-Cancino et al., 2019; Maytorena-Verdugo et al., 2022). Sin embargo, el
uso de’los B-glucanos en la etapa larvaria de A. tropicus como promotor de crecimiento
no muestra un efecto directo. En este sentido, el estudio de Nieves et al., (2018) con
juveniles de"A’ tropicus tampoco mostré un mayor crecimiento al utilizar los B-glucanos.
En otras especies_.como Oreochromis niloticus (Pilarski et al., 2017), Cyprinus carpio
(Pionnier et al., 2013) y. Morone chrysops x Morone saxatilis (Li et al., 2009), tampoco
mostraron incrementos(en €l crecimiento al incluir los B-glucanos. Esto probablemente
se debe a diferentes aspectos como la dosis suministrada, la via de administracion, el
tiempo del tratamiento, el tipo de,B-glucano y la etapa de vida (Dalmo et al., 2008). Otra
situacién es metabolizar los B-glucanos para pasarlos de oligosacaridos complejos a
monosacaridos simples, paraZello® se debe contar con enzimas intestinales y
pancreaticas de tipo [(B-glucanasas.-principalmente, o bien pueden ser suministra de
forma exdgena (Chen & Seviour, 2007;,Gonzalez et al., 2011). Bajo este panorama,
disponer de bacterias con la capacidad de” digerir componentes vegetales a
oligosacaridos méas simples como: Bacteroides especificas que usen como sustrato a
los glicanos para que sean hidrolizados por la glucoésido hidrolasa (Temple et al., 2017).
Lo que promueve la estabilidad del microbioma, ligando asi la®mejora de la digestion,
asimilacion de nutrientes, ademas de disminuir el dafio ocasionado por patégenos al
mejorar el sistema inmune (Ghanbari et al., 2015).

Las actividades tipo quimotripsina y L-aminopeptidasa mostraron los valorés mas altos
para las larvas de A. tropicus alimentadas con 0.4% de B-glucanos. D€ ‘esta forma,
nuestros resultados muestran un efecto claro de la adicion de este prebibticos/Sobre la
fisiologia digestiva, particularmente de las proteasa de larvas de A. tropicus, las eudales

presentan habitos alimenticios tipicos de un carnivoro en su etapa temprana de vida



(Frias-Quintana et al., 2015). Asimismo, se observa una mayor actividad para las
enzimashdigestivas como las lipasas, a-amilasa y fosfatasas. En este aspecto, la
actividad de diversas enzimas digestivas en Lutjanus peru (Guzman-Villanueva et al.,
2014), Scophthalmus maximus (Miest et al., 2016) y Cyprinus carpio (Mohammadian et
al., 2019), se “incrementan al incluir los B-glucanos, lo que se relacion con la
composicién microbianae influye en las actividades enzimaticas digestivas al mejorar
las funciones gastricas (como la absorcion, digestion intestinal y la integridad celular de
los enterocitos (Dimitroglowret al., 2011; Santos et al., 2020). En un estudio reportado
en Carassius auratus var. Pengze por Cao et al., (2019) se muestra el aumento de las
actividades lipasa, tripsina, fosfatasa acida y alcalina, lo que indica mayor funcionalidad
de los enterocitos (Dimitroglou-et al.,» 2011). Ahora bien, las actividades de fosfatasas
estan relacionadas a la transfosforilacion/de’ mono ésteres de fosfato y se consideran
importantes para la capacidad Tregulacion{ metabdlica, metabolismo energético y
traduccién de sefalizacidn de rutas celulares (Ezquerra-Brauer et al., 2015).

En cuanto a la actividad de a-amilasa no.observaren_diferencias significativa sen los
diferentes niveles de inclusion de (-glucano. En este sentido, Lirango et al., (2013)
reportaron en juveniles de Oreochromis niloticus una disminuc€ion de la actividad, ya
gue esta enzima degrada los almidones y glucégeno a partir de daruptura del enlace a-
glucosidico (Singh et al., 2012), por lo que la presencia de los B-glucanos, que son
carbohidratos no digeribles, tiene un efecto diferente al llegar hastaslasfegion de la
microbiota y estimular la secrecion de acidos grasos de cadena corta a“partir de la
fermentacion bacteriana (Wang et al., 2015). Respecto a la lipasa en las larvas)de A.
tropicus, se observa un aumento de su actividad, lo que estaria relacionada ‘eon la

mayor capacidad de romper el enlace éster de los acidos grasos y propiciar una mejora



del metabolismo de lipidos (Dawood et al., 2020). En un ensayo con (Pagellus acarne)
coincide, que la implementacion de prebidticos se relaciona con una mayor
disponibilidad de nutrientes a partir del incremento de las actividades enziméticas
digestivas, lo que promueve un aumento de la eficiencia alimentaria (Zaineldin et al.,
2018). Asimismeoy Sarao & Arora, (2017), relacionan este efecto con la modificacion de
bacterias colénicas”y-el aumento de fermentacion por accion del metabolismo
microbiano. En este mismorsentido, se menciona que el uso de prebidticos como los B-
glucanos, puede contribuir‘ensel aumento de la actividad enzimética de lipasas, tripsina,
proteasas y celulosas, esto debido a la comunidad bacteriana por la produccion de
enzimas extracelulares como se demuestra en Lutjanus peru (Guzman-Villanueva et
al.,, 2014). Sin embargo, los beneficios por el uso de prebidticos, puede variar en cada
especie desde la estimulacion aCtividad enzimatica, mejora de la morfologia intestinal,
mayor resistencia a infecciones, aumento enfel.crecimiento, mejora en la composicion

corporal y un mayor equilibrio de las comunidades microbianas (Merrifield et al., 2010).

Por otra parte, los B-glucanos tiene la capacidad de estimular factores humorales por
medio reconocimiento de patrones moleculares asociados a.dafios (DAMPS), lo que
ocasiona una respuesta enérgica contra infecciones bacterianasi(Reis et al., 2021). De
esta forma, los efectos de un inmunoestimulante es aumentar los”mecanismos de
respuesta a la proteccion, lo que reduce los efectos por inmudepresores (estrés,
bacterias, contaminantes, parasitos entre otros), por medio de actividade§ fagociticas,
liberando nutrientes, activando proteinas y antioxidantes (Kiron, 2012). La primera linea

de defensa de la respuesta inmune innata es el mucus en el pez, y se sabe que-en el



caso”de los B-glucanos, pueden aumentar la expresion de las mucinas, las cuales
tienendafinalidad de incrementar la produccién del mucus (Anadon et al., 2019).

El gen deda muc-2 (Mucina-2) es una glicoproteina expresada a partir de las células
epiteliales, la Cual crea una red de defensa a partir de las sefializacion de la matriz
celular y citoquinas{Wang & El-Bahrawy, 2014). El efecto de las dosis 0.2 y 0.4% de (-
glucanos en la etapa larvaria en A. tropicus, aumentaron de manera significativa la
expresion de este gen. En/este aspecto, Shelby et al., (2009) argumentan en el ensayo
de juveniles de Oreochromis.niloticus el uso prolongado de B-glucanos puede provocar
un efecto solo transitor, al igual gue dosis altas llegan a inhibir los efectos inmunitarios,
lo que responde a las discrepancias para establecer beneficios especificos en otros
teledsteos.

Asi mismo, la expresion de los«genes defoec (Occludin) y lys (Lisozima) en las larvas
de A. tropicus muestran un incremento con la _dosis de 0.4% de B-glucano. Este
incremento en las expresiones al adicional el #-glucano ha sido reportado en otras
especies de peces como Cyprinus carpio,.Oreochromis:niloticus, y Danio rerio, ya que
este prebiodtico es capaz de estimular la actividad inmunologica con la accion de la
proteina lisozima (Nguyen et al., 2019; Wang et al., 2017; Carballo et al., 2018), la cual
tiene un efecto bactericida, asociado al sistema de monocitos y/macrofagos localizada
en el moco y organos linfoides (rifion, branquias, piel, timo) y plasma, lo que se ve
reflejado por una inhibicién del crecimiento e invasion de los patégenos(Dawood et al.,
2015; Nayak et al., 2018). En los teledsteos, la familia de claudinas es amplia, lo cual
se debe a la plasticidad fisiologica, estas moléculas se encuentran en mayor €antidad
en los tejidos epiteliales de la piel y branquias, ya que estos rganos estan expuestos

en el agua y son vulnerables a cambios ambientales (Kolosov et al., 2013). A diferencia



de las claudinas que son esenciales para la cohesion macromolecular, la proteina
Occludiny trasciende en el ensamblaje de dichas uniones, es decir, mantienen la
estabilidad’de la funcién de la barrera intercelular de la membrana plasmatica, ya que
mantiene su-cohesion, lo que evita la difusion celular e impide el paso a sustancias
nocivas a través.dedas células intestinales en los organismos (Campbell et al., 2017).
Por otra parte, el gen_nod-2 se sobre-expresa en las larvas de A. tropicus alimentadas
con 0.6% de B-glucanos. Es asi como nod-2 es una proteina sensora citoplasmatica la
cual ha sido previamente reportada en varias especies de teledsteos asociada con la
microbiota intestinal (Azad ettal;, 2012), ya que participa en la deteccion innata de
posibles patégenos y promueve la liberacion de peptidoglicanos bacterianos, ademas
gue regula respuestas proinflamatorias y la supervivencia intramacrofago (Zou et al.,
2016). Se ha podido observar’su,-actividad en los enterocitos en Danio reiro, con
potencial sobre el reconocimiento a‘enfermedades.de intestinal inflamatoria (Salinas et
al., 2015). Asimismo, se ha demostrado _gque los B-glucanos aumentan la capacidad
inmunitaria y de proteccién ante la infeccion SVCV«(Spring Viremia of Carp Virus) a
partir de la accion de las citoquinas (Medina-Gali et al., 2018).

En ensayos anteriores, con Cyprinus carpio alimentados con alimento granulado por 14
dias (6 mg por kg de peso corporal) y posteriormente a una inyeccion intraperitoneal
de B-glucanos con muestreos en 0y 6 h, 12 h, 1 dia, 3 dias y 5 dias después de la
inyeccion, mostraron resultados interesantes, donde el nivel mas altosdesla expresion
de citoquinas se registr6 a las 6 h del muestreo con la infeccién y posteriormente
reportar una disminucion de los niveles de transcripcién del gen en intesting™y, rifion
(Falco et al., 2012) y un segundo ensayo con picos de expresion en 6 hy 12 h para una

disminucion posterior (Pionnier et al., 2013). En el Pseudosciaena crocease, realizd un



expefimento con dietas suplementadas (control 0%, 0.09% y 0.18%) de [B-glucano
duranté 4 semanas, y siendo la dosis 0.09% en la cual se detectdé un incremento en el
estallido fagocitico, respiratorio y una menor tasa de mortalidad (Ai et al., 2007).

Al comparar- ‘estos estudios con Nieves-Rodriguez et al., (2018), se reportd la
sobreexpresion.deslos genes de respuesta inmunitaria, con una suplementacion
intermedia del 1.5%de-B-glucano, y revelo la disminucion en la dosis mas alta del 2%
en dietas para juveniles de“A tropicus; de forma similar al confrontar los resultados de
este estudio coincide, en quéda estimulacion de dosis bajas, pero en este caso para las
larvas (0.4 a 0.6%) regulan la_expresion. No obstante, las respuestas fisiolégicas no
siempre son claras, ya que esto‘\puede depender del érgano por la preparacion
potencial a un agente infecciosa@; mientras mejora una respuesta inflamatoria. Debido a
esto el uso adecuado de las dosiS.es-valiosgspara evitar lo mencionado por Anderson et
al.,, (1992), ya que, si se exceden-las dosis.de prebibticos, puede ocasionar una

inmunosupresion por la interferencia en_las_citoquinas (Dung et al., 2021).

CONCLUSION

La inclusion de B-glucanos en alimentos para larvas de A. trepicus no mostraron una
mejora significativa en los indices de crecimiento, pero si se observa un aumento de la
actividad de las enzimas digestivas, como es el caso de lipasa“y ‘tripsina con la
inclusion de 0.4% y 0.6% de B-glucanos. Asi mismo, las actividades de L-
aminopeptidasa, quimotripsina, fosfatasa acida y alcalina se incrementan ¢on'la adicion
de 0.4% del prebidtico. Los patrones de sobreexpresion de muc, lys y oc¢” pueden

asociarse al mantenimiento de la barrera intestinal, lubricacion y defensa, al utilizar



dosis”"de 0.2% y 0.4% de B-glucano, mientras que el gen nod-2 presenté mejor
actividadycon la suplementacion del 0.6% del prebiético. Por lo tanto, al incluir dosis
entre 0.4 y 0.6% de B-glucanos en la dieta para larvas se mejoran las funciones
fisiolégicas durante la etapa larvaria de A. tropicus, ademas que puede reforzar la
accion del sistema ‘inmunolégico contra posibles patégenos. Es por ello, que se
recomienda realizar’”_mas estudios que permitiran evaluar la modificacién del
microbioma y capacidad antioxidante por medio de pruebas de estrés y/o infecciones

bacterianas.
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