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I. INTRODUCCION

La acuacultura busca la optimacion de los procesos y las mejores estrategias de
alimentacion-en_las distintas etapas del cultivo a fin de obtener organismos
saludables y que ‘contribuyan ante un producto de alta calidad. Por ello, los
mecanismos de reSpuestas fisicos, quimicos, biolégicos y tensiones pueden
alterar funciones fisiologicas, lo que contribuye a desarrollar una alta
susceptibilidad a estrés_o/enfermedades. Por lo tanto, son de suma importancia

los alimentos funcionales para contrarrestar agentes patégenos.

Gatlin y Li (2004), define como alimentacién funcional a elaborar una dieta con un
balance nutricional, suplementarla eon aditivos, suministrarla y que promueva la
salud y la resistencia a las enfermedades en los cultivos de peces. Las estrategias
de alimentacion tales caome» la “ 'suplementacion en las dietas de
inmunoestimulantes, probioticos; \prebidticos, y simbidticos, pueden ayudar a
reducir la susceptibilidad de los peces_a laséenfermedades, donde la restriccion
del uso de los antibioticos en los alimehtos de pegces; ha generado el aumento de

las investigaciones en el uso de aditivosiantes meneionados.

Los inmunoestimulantes son sustancias naturales o sintéticas capaces de modular
la respuesta inmune del animal (Anderson, 1992) o ‘por diferentes rutas de
sefialamiento celular (Dalmo y Bggwald, 2008), aumentando~la resistencia a
diferentes enfermedades (Caceres et al., 2004). La aplicacion de los
inmunuestimulantes, es por tres vias: mediante vacunacién, bafos de‘inmersion y

la suplementacion de antigenos a través de dietas con altas dosis.

El requerimiento de las altas dosis de antigeno se debe a la degradacion de
material bioactivo en el sistema digestivo del pez. La encapsulacion minimiza la
proteccion del antigeno por el paso del estdmago (Romalde et al., 2004) y de esta

manera es degradado en la parte baja del intestino, donde el antigeno se absorbe
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hacia’el torrente circulatorio. El uso de los inmunoestimulantes, estan limitados por
el estres _derivado de la manipulacion; las dietas no obtienen una inmunidad tan
fuerte y*de» amplio rango como la producida por las vacunas. Los antigenos deben
ser recubiertos para evitar que sean destruidos en el agua o en el estbmago del
pez (Vanderverg, 2004) y representan un problema de salud publica, porque el

tiempo de retirotdel pez es muy largo.

Los probioticos son microorganismos vivos (Gibson y Roberfroid, 1995), al ser
adicionados en la dieta.gjercen un efecto benéfico para el sistema digestivo del
animal, regulando los mecanismos de defensa ante patdgenos sin afectar las
funciones fisioldgicas. El principal inconveniente es, que solo una pequefia
proporcion de microorganismos‘vives llegan hasta el intestino. Esto hacen que la
efectividad y supervivencia para ejercer su funcionalidad sea muy variable entre

especies.

Los prebidticos, son ingredientes 'ne digeribles que afecta beneficiosamente al
huésped estimulando selectivamente_el crecimiento y la actividad de una bacteria
benéfica a un grupo de ellas en el sistema digestivo (Gibson y Roberfroid, 1995).
Los simbidticos es la combinacién de-probidticas (microorganismos Vvivos) y
prebidticos (ingredientes no digeribles) que afectan ‘pasitivamente al hospedero,
mejorando la supervivencia e implantacion de los microarganismos vivos de la
dieta en el sistema digestivo (Gibson y Roberfroid, 1995). Por lo tanto, al
combinarse presenta un efecto sinérgico, mejorando la efectividad que tienen al
administrarse por separado (Cerezuela, 2012), pero son escasos Yos estudios

realizados del uso de simbidticos como promotores de la salud.

Por lo tanto, los prebidticos son de mayor importancia, ya que su funciényes el
cambio total de la comunidad microbiana a uno dominado por bacterias benéficas
(Manning y Gibson, 2004). El Manan oligosacarido (MOS) ha sido es el ‘'mas

estudiado en especies de importancia econOmica, presentando efectos

y ~J
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significativos en la lubina Dicentrarchus labrax (Torrecillas et al., 2007, 2012),
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Staykov et al., 2007a; Yilmaz et al., 2007 y
Rodriguess et al., 2008); tilapia del nilo Oreochromis niloticus (Samrongpan et al.,
2008), lenguado Paralichthys olivaceus (Ye et al., 2011) y la dorada Sparus
aurata (Gultepe.et al., 2011).

Sin embargo, el “uso, de MOS como prebidtico en la nutricion de peces esta
limitado por la compasicion de la dieta, el tiempo del experimento, las condiciones
del cultivo, la especie,( la.edad y la condicién de estrés (Volpatti et al., 1998).
Por tal motivo, este estudio _se propuso a determinar los efectos de los diferentes
niveles de suplementacion deMOS en crecimiento, supervivencia y actividad de
enzimas digestivas de juveniles-de pejelagarto (Atractosteus tropicus).

Najera drzola Isabgl del Carmen 3
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. ANTECEDENTES

La digestién-es un proceso que combina acciones enzimaticas especificas para
cada tipo de-macronutrientes y transforma las macromoléculas en particulas mas

pequefias y son asimiladas (Moyano et al., 1996).

Una vez que el pez ingiere la comida, es lubricado por el mucus, que se produce
en boca, faringe y ‘esofago, presentando poca actividad enzimética, los
movimiento peristalticos y¢los, nervios intrinsecos ayudan al esofago a llevar el
alimento ingerido al estomages"donde secreta mucus y el bolo se mezcla con los
jugos gastricos y posteriormente es trasladado al intestino, donde las enzimas y

los jugos pancreaticos y entéricos, continlan secretando, nutrientes a la digestiéon
(Fig. 1).

N Ciegos
piléricos

Intestino

Figura 1. Sistema digestivo del pejelagarto (Atractosteus tropicus). a) Localizacién anatomica;

b) Vista dorsal. Disefiado por Njera et al., (2017).

Néjera rzola Isabel del Carmen 4 i
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La estructura de la mucosa del sistema digestivo es complejo y consiste en la
combinacion del epitelio intestinal, células inmunes y microflora (McCracken y
Lorenz;#2001). El espesor, la composicion y el efecto protector de la capa de las
mucosas, ¢son establecidas por el equilibrio dinAmico entre proceso opuesto
anabdlico (sintesis y secrecion de las células caliciformes) y catabdlico

(degradacion fisica y proteolitica).

Las mucinas se ‘distinguen por la presencia de O-glicosilacion en la serina
aminoacidos y treonina,agrupadas en “dominios de mucina”. Estos dominios de
mucina se producen por €elulas caliciformes del epitelio, donde ayudan a contener
bacterias comensales en el lumen del intestino mediante la prevencién de
adhesién a células epiteliales (Cao y Wang, 2009). Las mucinas se almacenan en
granulos situados apicalmente “de..células caliciformes y se secretan a una
velocidad basal lenta para mantener |la‘\capa de mucus sobre el epitelio. El mucus
y las bacterias comensales,~al interactuar entre si, mantienen la homeostasis

intestinal, la salud y defensa de patdgenos (Salinas, 2015).

2.1 Prebiéticos

Los prebidticos, son ingredientes no digeribles que Jafecta beneficiosamente al
huésped estimulando selectivamente el crecimiento y lasactividad de una bacteria
benéfica a un grupo de ellas en el sistema digestivo (GibsOn y Roberfroid, 1995).
Segun Rosado y Ondarza (2003), un ingrediente alimenticio considerado
prebiético debe cumplir con los siguientes criterios: No debeé«ser hidrolizado u
absorbido en la parte superior del tracto gastrointestinal (Minozzo, 2002). Ser un
sustrato selectivo tanto para una o varias bacterias comensales benéficas al
intestino, que son estimuladas en su crecimiento y metabdlicamente_activadas.
Alterar la flora a favor de una composicion mas saludable e inducir~efectos

sistémicos o luminales que sean benéficos para la salud del huésped.

y ~J
Najera drzola Isabgl del Carmen 5yl



Q}\| ; : €valuacidn del Manano-oligosacéridos (MOS) gn digtas balancgadas
\_“/.3 para juvenilgs de pejelagarto (fffractosteus fropicus).

La funcion de los prebioticos es el cambio total de la comunidad microbiana a uno
dominado por bacterias benéficas (Manning y Gibson, 2004). La reaccion a este
cambio“essla alteracion de la fermentacion del intestino y como consecuencia las
concentraciones de acidos grasos de cadena corta volatiles y la abstencion de la
colonizacion‘depatogenos (Burr, 2008), donde tracto gastrointestinal es un puerto
de entrada potencial para algunas bacterias patégenas y ayuda a mejorar la
respuesta inmune noespecifica, la acumulacion de minerales y el rendimiento del
pez. Los principales~prebioticos son: Fructo-oligosacaridos (FOS), los Fructo-
oligosacaridos de cadena“corta (scFOS), Galacto-oligosacaridos (GOS), Xilo-
oligosacaridos  (XOS), (_Arabinoxilano-oligosacaridos (AXOS), Isomalto-
oligosacaridos (OMI) y Manano_oligosacéaridos (MOS), este ultimo es el mas

estudiado en especies de importancia econémica.

2.2 Importancia del uso de los.Manano oligosacaridos (MOS) en las dietas.

El Mos, se asocia a la adhesion’ intestinal.de bacterias mediante el uso de
componentes que resisten el paso a 10 largo del.intestino durante la digestion y se
asimilan los grupos de carbohidratos especificoS.en las células intestinales. Este
mecanismo favorece la presencia des una ‘microbiota benéfica y como
consecuencia una alta remocion de las heces y la reduccion en la incidencia y

severidad de posibles enfermedades (Abu-Elala et al., 2043).

Los oligosacaridos son hidratos de carbono simples que contiehen de nueve a
cincuenta y siete monosacaridos. Dichos carbohidratos “-cumplirian roles
inmunoldgicos y nutricionales en los organismos (Franklin et al., 2005)." El Mos es
un azucar natural derivado de la otra pared celular de una cepa selécta de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, principalmente compuesto pormanano
oligosacaridos. La forma de accién se basa en dos funciones principales; 1)

bloquea la colonizacion de patégenos y 2) modula el sistema inmune.

y ~J
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Los_ hidratos de carbono interactian con la superficie celular debido a la adhesion
de las_bacterias a moléculas receptoras en la superficie celular por grupos de
carbohidratos especificos. EI Mos constituye una fuente rica de manosa y al ser
utilizada en-las dietas constituye componentes que el animal no puede digerir o
que el sistema_digestivo no es capaz de asimilar ya que carece de las enzimas
necesarias para‘hacerlo y se les denomina prebiéticos (Gibson, 1999). Sin
embargo, sirve cemosustrato para el crecimiento de bacterias benéficas, como

las Bifido-bacterias y zactobacillus spp.

Los patdégenos tienen la capacidad de unirse a MOS, a través de la union lectina
a manosa (MBL), en lugar que-a las vellosidades intestinales. Esta union impide la
proliferacion de las bacterias patdogenas (Escherichia coli, Salmonella spp. y
Clostridium perfringens), esto ayuda’a minimizar la incidencia o gravedad de la
enfermedad (Uribe et al., 2011). Efectos significativos se han demostrado en
especies de importancia econémica; \como la lubina Dicentrarchus labrax
(Torrecillas et al., 2007, 2012), trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Staykov et
al., 2007a; Yilmaz et al., 2007 y Rodrigues.. et al., 2008); tilapia del nilo
Oreochromis niloticus (Samrongpan et’all, 2008), Jenguado Paralichthys olivaceus

(Yeetal, 2011) y la dorada Sparus aurata/Gultepesetal., 2011).

Najera drzola Isabgl del Carmen 7
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l1l. JUSTIFICACION

La alimentaeion juegan un papel importante en la salud de los peces en todas
las etapas del eultivo, donde presentan enfermedades de importancia, donde las
consecuencias (pueden ser de leves hasta causar la muerte masiva de la
produccion, debido”a)estas problematicas se ha recurrido a buscar alternativas
biotecnoldgicas, fisialdgicas y genéticas que durante su aplicacion puedan
producir efectos favorahbles/para incrementar la produccion, ya que de los costos
totales, el 40-60% corresponden al costo de alimentacion y el 10% al control y

prevencion de enfermedades:

El uso inapropiado de los antibiéticos y sustancias quimicas, para el control de
enfermedades en los peces, puedenconvertirse en un problema de salud publica;
ya que la mayoria de antibiéticos-usados\tienen un tiempo de retiro muy largo, es
decir permanece mucho tiempo(en el pez. Estas sustancias pueden ingresar al
organismo humano por la ingesta de Carne de pescado que haya sido sometido a

tratamientos terapéuticos (Merrifield y Ringo, 2014):

Por tal motivo, las investigaciones que se realizan”en especies con cultivos
completos y tecnolégicas desarrolladas en distintos sistemas de produccion,
buscan la optimacion de los procesos y las mejores estrategias de alimentacion
en las distintas etapas del cultivo a fin de obtener organismos‘saludables y que
contribuyan ante un producto de alta calidad para los consumidores.y una mayor

productividad a menor costo.

Una de las alternativa para evitar el uso de antibidticos en los cultivosy* son los
prebidticos, debido a que son ingrediente no digerible que afecta benéficamente al
huésped estimulando selectivamente el crecimiento y la actividad de una bacteria

benéfica a un grupo de ellas en el sistema digestivo (Gibson y Roberfroid, 1995).

y ~J
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La eliminacion de las colonizaciones bacterianas, estimula la respuesta inmune,
maximiza la ganancia de peso, la conversion alimenticia y tolerancia al estrés.
Debido“asesto el Manan oligosacaridos (MOS) ha sido empleado en varias
especies ©omerciales; sin embargo, se desconoce su comportamiento en el

pejelagarto (Atractosteus tropicus).
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivergeneral:

“® Evaluar el efecto de diferentes niveles Manan oligosacaridos (MOS), en dietas
balanceadas para _alimentacion de juveniles de pejelagarto (Atractosteus
tropicus).

4.2 Objetivos particulares;

“® Determinar el efecto de diferentes niveles de Manan oligosacaridos (MOS)
sobre el crecimiento y supervivencia de juveniles de pejelagarto (Atractosteus

tropicus).

“® Evaluar el efecto de diferentes/niveles"Manan oligosacéaridos (MOS) sobre la
actividad de enzimas digestivas (proteasas, lipasas, amilasas y fosfatasas) de

juveniles de pejelagarto (Atractosteus tropicus),

Najera drzola Isabgl del Carmen 10
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Resumen

Los prebidticos, son ingredientes no digeribles que benefician al huésped
estimulando selectivamente el crecimiento y la actividad de bacteriaS benéficas en
el sistema digestivo. La eliminacion de las colonias de bacterias “patogenas,
estimula la respuesta inmune, maximiza la ganancia de peso, la conversion
alimenticia y tolerancia al estrés. El Manan oligosacarido (MOS) ha sido empleado

en varias especies de importancia comercial por lo que nuestro estudio tiene como
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objetiVo determinar el efecto de los diferentes niveles de MOS en dietas
balaneéadas para juveniles de A. tropicus. Se disefid un experimento simple
completamente aleatorizado con seis tratamientos, se evaluaron por triplicado,
empleando diferentes porcentajes de MOS (0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8%) y una dieta
control de trucha’ (BCo). Se seleccionaron 180 juveniles (5.11 + 0.08 g, 11.29 +
0.06 cm), se distribuyeron en un sistema de recirculacién. La supervivencia en
todos los tratamientos fue del 100%, mientras que la dieta 0.2% MOS presento los
valores mas altos en ganancia’absoluta en peso (AWG: 20.47), razon de eficiencia
proteinica (PER: 1.26), tasa eSpecifica de crecimiento (SGR: 2.71) y ganancia en
peso (DWG: 0.34), ademas se presentaron las mayores actividades enzimaticas
digestivas (tripsina, leucina aminopeptidasa, lipasa, amilasa, carboxipeptidasa A 'y
fosfatasa alcalina). Estos resultades indican que las dietas con 0.2% de MOS
puede ser considerada como un suplémentodietético beneficioso para mejorar el
crecimiento y la capacidad digestiva de.os.juveniles de A. tropicus.

Palabras clave: Prebibticos, Manano oligosacérides,«crecimiento, Atractosteus

tropicus.

Introduccién

La acuacultura busca la optimacion de los procesos y las mejores-€strategias de
alimentacion con fin de obtener organismos saludables. Por tal_maetivo, la
alimentacion como el estado de salud de los peces juegan un papel importante en
todas las etapas del cultivo, es donde presentan enfermedades de mayor

importancia y las consecuencias pueden ser de leves hasta causar la muerte
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masiva de la produccion, debido a estas problematicas se ha recurrido a buscar
alternativas que puedan producir efectos favorables para incrementar la
produccion; ya que de los costos totales, el 40-60% corresponden al costo de
alimentacion-y_el 10% al control y prevencion de enfermedades (Uribe et al.,
2011).

El uso inapropiadode-os antibioticos y sustancias quimicas, para el control de
enfermedades en los peces; pueden convertirse en un problema de salud publica;
ya que la mayoria de antibtéticos usados tienen un tiempo de retiro muy largo, es
decir permanece mucho tiempoyen el pez. Estas sustancias pueden ingresar al
organismo humano por la ingesta de_carne de pescado que haya sido sometido a
tratamientos terapéuticos (Metrrifield y*Ringo, 2014).

Gatlin y Li (2004), define como alimentacionsfuncional a elaborar una dieta con un
balance nutricional, suplementarla/consaditivos, -suministrar y que promueva la
salud y la resistencia a enfermedades‘en.los cultivos de peces. Por lo que se ha
permitido emplear estrategias de alimentacion tales“Cemo la suplementacion en
las dietas de inmunoestimulantes, probioticos, prebidticos y simbidticos. Los
inmunoestimulantes son sustancias naturales o sintéticas capaces de modular la
respuesta inmune del animal (Anderson, 1992). Los( \probidticos son
microorganismos vivos (Gibson y Roberfroid, 1995), al ser adicionados‘en la dieta
ejercen un efecto benéfico para el sistema digestivo del animal. Los‘prebidticos,
son ingrediente no digerible que afecta beneficiosamente al huésped estimulando
selectivamente el crecimiento y la actividad de una bacteria benéfica a un grupo

de ellas en el sistema digestivo. Se definen como simbidticos a la combinacion de
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probidticos (microorganismos vivos) Y prebidticos (ingredientes no digeribles) que
afectan positivamente al hospedero, mejorando la supervivencia e implantacion de
los microorganismos vivos de la dieta en el sistema digestivo (Gibson y Roberfroid,
1995). La eliminacion de las colonizaciones bacterianas, estimula la respuesta
inmune, maximiza la ganancia de peso, la conversion alimenticia y tolerancia al
estrés. Efectos significativos se han demostrado en especies de importancia
econdmica, como la lubina”Dicentrarchus labrax (Torrecillas et al., 2007, 2012),
trucha arcoiris Oncorhynchussmykiss (Staykov et al., 2007a; Yilmaz et al., 2007 y
Rodrigues et al., 2008); tilapia_del nilo Oreochromis niloticus (Samrongpan et al.,
2008), lenguado Paralichthys olivaceus (Ye et al., 2011) y la dorada Sparus
aurata (Gultepe et al., 2011). Sin embargo, el uso de MOS como prebidtico en la
nutricion de peces esta limitadogpor la €omposicion de la dieta, el tiempo del
experimento, las condiciones del cultivoy la (especie, la edad y la condicion de
estrés  (Volpatti et al.,, 1998). Por.tal.motive, )este estudio se propuso a
determinar los efectos de los diferentes niveles de-Suplementacion de MOS en
crecimiento, supervivencia y actividad de enzimas digestivas de juveniles de

pejelagarto (Atractosteus tropicus).

Materiales y métodos
Obtencion de los juveniles

Los ejemplares se obtuvieron de un desove inducido de reproductores (1 hembra

3.5 kg de peso promedio y 3 machos 1.5 kg de peso promedio) mediante‘una
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inyee€ién intramuscular de la hormona LHRHa (35 pg kg de pez?) en la aleta
pélvica y que se mantuvieron en tanques circulares de 2 000 L (0.6 m de alto por 2
m de diametro). Los reproductores provenian de un lote que se mantiene con
condiciones de.cautiverio en el Laboratorio de Acuicultura Tropical en la Division
Académica de “Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco (DACBIOL=_UJAT). Posterior al desove (16 horas post-induccion), los
reproductores se retiraron/de las tinas, la incubacion, la eclosion y desarrollo de
las larvas ocurrieron en el mismo tanque de desove fueron adaptados al consumo
de alimento balanceado y después de 30 dias se colectaron 360 juveniles de A.

tropicus.

Disefio experimental

Se disefid un bioensayo de una via simple completamente aleatorizado con seis
tratamientos, los cuales se evaluaron por triplicado, empleando diferentes niveles
de inclusibn de manano oligosacéarido (0%, 0.2%, 0.4%,-0.6% y 0.8% MOS) y
alimento balanceado para trucha (Silver Cup™) como dieta”control (DCo). Los
peces fueron adaptados previamente al consumo de las dietas.por siete dias. Al
iniciar el bioensayo a los ejemplares se les realiz6 la primera biometria._Se registré
el peso (g) y su longitud (cm) de los organismos, para lo cual se colocé«€n)primera
instancia en una franela seca con el propdsito de eliminar el exceso de agua,
inmediatamente se midieron con un ictiometro y se pesaron en una balanza digital

portétil (Ohaus HH120, precisién 120 + 0.01 g, Shenzhen, China), las biometrias

y ~J
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se reélizaron cada 15 dias. Para este experimento se ocuparon 180 juveniles (5.11
+ 0.0870,) 11.29 + 0.06 cm), se distribuyeron en 18 tanques circulares el volumen
de agua fue de 70 L, los cuales estaban conectados a un sistema de recirculacion
con un reservorio de 1500 L que funciona como sedimentador de solidos vy filtro
bioldgico, ademas de una bomba de agua 1 HP (Jacuzzi, JWPA5D-230A, Delavan
WI, USA) y un termostatos de titanio (PSA, R9CE371, Delavan WI, USA). La
calidad del agua del{ sistema fue monitoreada diariamente, registrando la
temperatura (29.1 + 0.8 °C),-el oxigeno disuelto (5.7 + 0.2 mg L) mediante un
oximetro (YSI 85, Ohio, USA) y.el'pH (7.3 £ 0.2) con un potenciometro (HANNA HI
991001, Romania, Europa), para{ mantener la calidad del agua, se realizaron
recambios parciales de 50% cada dos dias y recambios totales cada 5 dias. Las
dietas fueron proporcionadas 4 veces al dia«(8:00, 11:00, 14:00 y 17:00 horas), se
determind el consumo de alimento por diferencia entre la cantidad de dieta
suministrada de peso seco y la obtenida.al secar de nuevo el alimento sobrante
(que consistio en recolectar por sifon el sobrante de-alimento, el cual se mantuvo
en congelacion). El alimento sobrante fue secado a lartemperatura en que se
elaboraron de dietas (pellets) en una estufa marca FISHER SCIENTIFIC MR con

temperatura controlada de 60 a 70 °C.
Formulacion y elaboracion de dietas experimentales

La formulacion de las dietas se realizo por medio del programa MIXITWIN V.(5.0,

disefiando las dietas suplementadas con un prebiético (Manano oligosacaridos),
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para-la dieta 0 % MOS se utilizé, la dieta propuesta por Frias-Quintana et al.,
(2010); yypara la dieta control (DCo) el alimento comercial (Silver Cup™) con 45
% de protefna y 16 % de lipidos.

En la Tabla 1; 'se presenta la formulacion de las 5 dietas, asi como su composicion
proximal. Para la elaboracién de las dietas experimentales se sigui6 el protocolo
propuesto por Alvarez-Gonzalez et al., (2001), los ingredientes se pesaron con
ayuda de una balanza analitica con capacidad 2000 g (Ohaus mod. CS2000,
China), se mezclaron los maeronutrientes en seco durante 15 minutos utilizando
una batidora industrial (Bathamex, 178716, México D. F, México). De la misma
manera, se pesaron los micronutrientes (MOS, premezclas de vitaminas,
minerales y vitamina C) y fueron agregados a la mezcla de los macronutrientes,
mezclando por otros 15 minutoS.«€omo consiguiente se pesaron los ingredientes
liquidos (aceite de pescado y lecitina de+soya) se afiadieron a la mezcla anterior y
se mezclaron por otros 15 minutes..y por Galtimo, se agregé el agua
(aproximadamente 400 ml por Kg de dieta) y realizando el mezclado final durante
otros 15 minutos. La mezcla obtenida se colocé en unsmglino para carne 1 HP
(Torrey, M-22RI, Monterrey N. L, México) para obtener pellets-con una criba de 5
mm y fueron secados a 60 °C entre 12 y 24 horas en un horna (Coriat, HC-35-D,
D. F, México). Las dietas fueron colocadas en bolsas de plastico selladas

herméticamente y almacenadas a una temperatura de -20 °C hasta su'uso.

Sacrificio y toma de muestras de especimenes

Al término del bioensayo se realizé la ultima biometria y se tomaron 3 peces por
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repliea, para realizar los extractos multienzimaticos. Una vez obtenido el material
bioldgicoyse colocaron en el congelador a una temperatura de 4°C por un tiempo
de 5 minutos. Posterior a esto se realizé un corte en la medula espinal en la parte
posterior defa’ cabeza de los juveniles de pejelagarto para sacrificarlos y realizar
un corte en la zenasventral para facilitar la extraccion de los érganos (estbmago e

intestino).

indices de calidad del aliménte’, crecimiento y supervivencia.

El experimento tuvo una duracion{62 dias, donde la supervivencia se determind
por medio del conteo del total de los peces por replica. En base a los datos
obtenidos de consumo y crecimiento de los” juveniles A. tropicus; se calcularon
los siguientes indices: tasa de conversion alimenticia (TCA), ganancia absoluta en
peso (AWG), factor conversion alimenticia (FCR),) consumo de proteina (PC),
razon de eficiencia proteica (REP), tasa especifiea«de crecimiento (SGR) y

ganancia en peso (DWG) (Tabla 2).

Actividades enziméaticas

Los andlisis de la actividad de enzimas digestivas, se realizaron con.'macerando
los tejidos en agua destilada (en relacion de 30 mg de tejido en base humeda ml’
Y. Todas las muestras fueron homogeneizadas en solucién de Tris-HCI 50 mrhol L

! pH 7.5 (15 mg mI™). Dichas muestras fueron centrifugadas (14 000 g por 15 min
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a 4 °C), para recuperar el sobrenadante, que fue separado en alicuotas de 500 pL
y para“’cangelarse a -80 °C. La concentracion de proteina soluble se evalud por la
técnica de/Bradford (1976) usando como estandar una curva patron de albumina
bovina sérica. Para la determinacion de la actividad de tipo proteasa acida
(pepsina) se utilizé_el'método de Anson (1938) usando como sustrato hemoglobina

(0.5%) en una soluciéh+tampén Glicina-HCI 100 mmol I a pH 2.

La proteasa alcalina fue"medida con la técnica de Walter (1984) usando como
sustrato caseina al 0.5 % en.tampén Tris-HCI 50 mmol I, CaCl, 10 mmol I* a pH
9. Las mezclas se incubaron a 37°C durante 180 minutos, se detuvo la reaccion
por adicion de 0.5 ml de acido tricloroacético (TCA, 20 %), se centrifugo a 14 000
rpm durante 15 minutos y la absorbanciade los productos de reaccion se medié a
280 nm. La unidad de actividad_enzimatica.fue definida como 1 ug de tirosina

liberada por minuto, esto con base ensel coeficiente de extincion molar (0.005).

La actividad de tripsina fue identificada por el métado de Erlanger et al. (1961) a
37 °C usando como sustrato BAPNA (Na-BenzoilkDL-Arginina-P-nitroAnilida)
disuelta en el tampén Tris-HCI 50 mmol I, CaCl, 10 mmold™ a pH 8.2, y se medi6
a 410 nm. La actividad quimotripsina fue determinada por el métoedo de DelMar et
al. (1961) usando como sustrato BTEE (N-benzoil-L-tirosina etil ester) 5mM en
buffer Tris-HCI 44.4 mM + CaCl2 55.5 mM pH 7.8, el sustrato fue'.previamente
diluido en 200 ul de DMSO. Se coloco 623 pl de buffer directamente en laeelda de
cuarzo del espectrofotometro y se calibro a cero, posteriormente se agrego-70-yl

del sustrato y se medid la absorbancia a 256 nm cada 20 s durante 2 min,
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transéurrido este tiempo se agreg6 40 ul de extracto multienzimatico y
nuevamente se midio la absorbancia cada 20 s por 2 min. El ensayo se realizo por
triplicado; el delta de absorbancia se calcul6 con la diferencia entre la absorbancia
de la reacciéon _ecatalizada y la absorbancia del sustrato una vez que ambos se

estabilizaron.

La actividad leucina aminopeptidasa se determind por el método de Maraux et al.
(1973) utilizando como ®ustrato leucina p-nitroanilida (0.1 mmol I*) en DMSO
usando tampoén fosfato s6dido 50 mmol I a pH 7.2 a 37 °C, medida a 410 nm.

La actividad Carboxipeptidasa A_fue determinada a 25 °C usando como sustrato
Hyppuryl-L-phenyl-alanine (25 mmol 1) en una solucién tampén de Tris-HCI 50
mmol I, NaCl 25 mmol I'*, & pH.Z.5 y-medido a 254 nm (Folk y Schirmer 1963).
Las reacciones de estas técnicas/fueron{ detenidas con &acido acético al 30%;
siendo definida la actividad enzimatiea_como (1 pmol de nitroanilida liberada por
minuto, usando como coeficiente de( extincion” molar de tripsina (8.8), de
quimotripsina y leucina aminopeptidasa (8.2).

La actividad a-amilasa se identificO usando como sustratealmidon al 2% en el
tamp6n citrato-fosfato 100 mmol I'*, NaCl 50 mmol I, pH 7.5 con una incubacion
de 180 min, se medi6 los azucares reductores a 600 nm, definiende, una unidad
como la cantidad de enzima que libera 1 uyg de maltosa por minuto, (Robyt y
Whelan 1968).

La actividad lipasa fue determinada con la técnica de Versaw et al. (1989), ‘usando

como sustrato B-naftil caprilato (200 mmol 1) disuelto en una solucién tampén
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Tris-HCI 50 mmol I* a pH 7.2 con una solucién de tauracolato de sodio (100 mmol
1Y), paralo cual se realizé una incubacién de 15 min del extracto enzimatico en el
sustrato y/fue detenida la reaccion con TCA 0.72N. Para el revelado de la
actividad se-adiciono una solucién de Fast blue (100 mmol 1Y), clarificando la
reaccion con una_mezcla de etanol: acetato de etilo (1:1 v/v), y se medid la
absorbancia a 540#nm, La actividad lipolitica se define como 1 pg de naftol
liberado por minuto.

Las actividades de fosfatasa.acida y alcalina fuero medidas a 25 °C de acuerdo a
la metodologia de Begmeyer (1974), incubando los extractos en una solucion al
2% de 4-nitrofenilfosfato en una solucion amortiguadora de acido citrico/citrato (1:1
P/P pH 5.5, la reaccion fue detenida con NaOH (0.05 N) y la absorbancia se medio
a 405 nm, una unidad de actividad:fue definida como la liberacion de 1 mg de nattil
por minuto utilizando el coeficiente de extincion molar de 0.0185.

La actividad de los extractos se determinaron usando las siguientes ecuaciones: 1)
Unidades por ml = (Aabs x volumen final de reaccion<(ml)) x (CEM x tiempo (min) X
volumen del extracto (ml))™*; 2) Unidades x mg de proteina’™.= Unidades por ml/mg
de proteina soluble); 3) Unidades por pez = Unidades por mLx No. de peces por
ml™]. El Aabs es determinada por la longitud de onda de cada técnica y el CEM es

el coeficiente de extincién molar para el producto de reaccién (ml pgcm™).

Andlisis estadistico
Se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza para

los datos de peso y longitud, por lo que se realizo la prueba ANOVA y la pruebaa
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postefiori de Tukey; por su parte, los indices de calidad del alimento y actividades
de enzimas digestiva al no cumplir el supuesto de normalidad fueron analizadas
con la prueba de Kruskal-Walis y la prueba a posteriori de Nemenyi. Todas las
pruebas se realizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI

usando un nivel'de_significancia de 0.05.

Resultados

Evaluacion de sobrevivencia y’crecimiento

Al comparar la supervivencia de los juveniles de A. tropicus se obtuvo un 100% en
todos los tratamientos, por lo que(no existe diferencias significativas entre estos
(P>0.05).

Los organismos que consumieron la /dieta suplementada con 0.2% MOS
presentaron el mayor crecimiento con un peso.total de 25.45 £+ 2.77 g y una talla
de 18.82 £ 0.53 cm; seguidos por los.ejemplares gue consumieron la dieta 0%
MOS con 24.53 + 1.35 g y 18.40 £ 0.26 em Yy luege-los organismos alimentados
con las dietas 0.6%, 0.8% y 0.4% MOS son estadisticamente iguales y finalmente
los peces alimentados con la dieta control obtuvieron el menor crecimiento con
13.07 + 0.06 g y una talla de 15.58 = 0.06 cm, observando diferencias

significativas entre los seis tratamientos (P< 0.05) (Fig. 1).

indices de calidad del alimento
Se calcularon los valores promedios del consumo de alimento para los juveniles

de Atractosteus tropicus alimentados con dietas de Manan oligosacéaridos (MOS)
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durante 8 semanas (Tabla 2). Los peces que se les suministro la dieta 0% MOS
presentaron un valor mas alto en la tasa conversion alimenticia (TCA: 30.54). Los
organismos alimentados con la dieta 0.2% MOS, presento mayor ganancia
absoluta en-peso (AWG: 20.47). Los peces alimentados con la dieta DCo
mostraron valores mads altos en el factor de conversion de alimento (FCR: 2.67).

Para el consumo despreteina, la dieta que presentd valores mayores fue la dieta 0
% MOS (PC: 16.37). lLos”peces que se les suministro la dieta 0.2% MOS
presentaron un valor mas alte’en razon de eficiencia proteinica (PER: 1.26), tasa

especifica de crecimiento (SGR:2.71) y en ganancia en peso (DWG: 0.34).

Actividades enziméaticas

La actividad especifica de la«proteasaacida (pepsina) mostré diferencias
significativas (P<0.05), donde la mayor actividad.se detecto para los juveniles que
consumieron las dietas 0.6% MOS con'426.57 + 299 mg proteina™, seguida de las
dietas 0% y 0.4% MOS y encontrandose la mener _actividad en la dieta 0.8%
MOS (Tabla 3). Por su parte, la actividad de la proteasas alcalinas mostré el
mayor valor para los juveniles que consumieron la dieta 0%.-MOS con 145.66 +
1.82 U mg proteina™, seguida por los juveniles que consumieréna dieta 0. 4% y
0.2% MOS vy la menor actividad fue para los que consumieron lasdieta DCo. La
actividad tripsina mostré diferencias significativas (P<0.05), donde los~juveniles
alimentados con la dieta 0.2% y 0% MOS tuvieron la mayor actividad, seguida de
la dieta 0.4% MOS y encontrandose la menor actividad enzimatica en la dieta‘a

DCo. Para la actividad de quimotripsina, mostré diferencias significativas (P<0.05),
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donde los juveniles que se alimentaron con la dieta 0% MOS tuvieron la mayor
actividad) seguidas de los alimentados con la dieta 0.4% y 0.2 % MOS y luego
los alimentados con las dietas DCo y 0.6% MOS vy finalmente las que tuvieron la
menor actividadefueron las que consumieron la dieta 0.8% MOS. La actividad
especifica de leucina-aminopeptidasa mostro diferencias significativas entre todos
los tratamientos (P<0:05) donde la mayor actividad fue para los juveniles
alimentados con las dietas#0.2% MOS, seguida de las dietas DCo y 0.8 % MOS,
luego los organismos alimentados con las dietas 0.6% y 0.4% MOS y la menor
actividad enzimatica la presentaron organismos que consumieron las dietas y 0%
MOS. En cuanto a la actividad eSpecifica tipo lipasa se detectd una muy baja
actividad en los juveniles alimentados‘con los 0.4% MOS y DC o, registrandose
la mayor actividad para los juveniles alimentadas con el 0.2 % MOS, siendo
estadisticamente mayor (P<0.05) que resto de_los. tratamientos. En el caso de la
actividad especifica de la a-amilasa ‘se.observé una mayor actividad para los
juveniles alimentados con la dieta 0.2% MOS, seguidas por la dieta 0% MOS y
luego los organismos que consumieron las dietas 0.4%, 0.6% y 0.8% MOS,
encontrandose una menor actividad en la dieta DCo. La actividad carboxipeptidasa
A, también mostré diferencias estadisticas entre todos los tratamientos (P<0.05)
donde se presentd la mayor actividad para los juveniles alimentados/Con las dietas
0.2% y 0% MOS, seguidas de los peces alimentados con la dieta 0.4% MOS,
luego los alimentados con la dieta 0.8% y 0.6% MOS y finalmente la dieta'que_tuvo
menor actividad fueron la dieta DCo. En cuanto a la actividad de fosfatasa 4cida

para los juveniles que consumieron las dietas 0%, 0.6% y 0.2% MQOS, presentaron
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una.mayor actividad a diferencia de los alimentados con la dieta DCo. Por ultimo
para «aactividad de fosfatasa alcalina para los juveniles que consumieron las
dietas 0.6% MOS y DCo, presentaron una menor actividad a diferencias (P<0.05)

del resto de les.tratamientos.

Discusion

Los parametros fisicoquimiCos evaluados se mantuvieron estables y dentro del
rango de confort del pejefagarto (Aguilera et al., 2008). De acuerdo con los
resultados obtenidos en la tasa.de supervivencia presentd cambios positivos en la
inclusion del MOS en las dietas{ resultados similares, se reportaron en otras
especies como la trucha arcoriris (Oncorhynchus mykiss) (Staykov et al., 2007),
larvas de cobia (Rachycentrom—~canadum) (Salze et al., 2008), lubina
(Dicentrarchus labrax) (Torrecillas et al.,»2007) y.en la tilapia hibrida Oreochromis

niloticus x O. aureus (Genc et al., 2007).

Los juveniles de A. tropicus presentaron mayor crecimiento con la dieta
suplementada 0.2% MOS, sin embargo la misma dosis en-el bagre de canal
(Ictalurus punctatus) (Welker et al., 2007; Peterson et al., 2Q10), no promueve
efectos significativos, atribuibles a la baja influencia del MOS sobre“capacidad de
absorcién en el sistema digestivo. Segun Silva y Nérnberg (2003), la aceién de los
pre y probidticos dependen en mayor o menor medida de la accionrde la
capacidad digestiva del organismo y por consecuencia la actividad de las enzimas

digestivas puede verse afectada durante la hidrélisis de los componentes &
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impedir la digestion, la asimilacion y en consecuencia disminuir la tasa de

conversién alimenticia y el crecimiento.

Sin embargo; los juveniles de A. tropicus la dieta suplementada de 0.2% MOS,
presento los valor mas alto en relacion a la ganancia absoluta en peso (AWG), la

tasa de eficiencia proteinica (PER), la tasa especifica de crecimiento (SGR) y la
ganancia en peso (DWG)..En este aspecto, Garcia (2008), demostro en la tilapia
del Nilo que el uso de prebidticos, eleva la ganancia de peso (DWG) y la tasa de
especifica de crecimiento (SGR), lo que de acuerdo a Genc et al., (2007) y
Peterson et al., (2010) es un indic¢ativo de que el prebidtico actué positivamente
sobre tasa de crecimiento especifico (TCE), tasa de conversiéon alimenticia (TCA)
y en la ganancia en peso (DWG)«(Zhou et al., 2010). Por su parte, Schwarz et al.
(2010) y Hisano et al., (2008) justifican la mejora.de rendimiento en los peces para
la menor concentracion de MOS, debide a.gue la’menor adicion en la dieta causa
una mayor retencién del paso del bolo,+o que permite una mejor digestion y
absorcion de nutrientes. Lo anterior concuerda con Garefa et al., (2009), Silva y
Nornberg (2003), y Schwarz et al., (2010), quienes mencionan, que las proteinas
son mas aprovechadas por los peces que consumen dietas con/MOS, debido a
que contribuyen a una mayor eficiencia de absorcion en el sistema digestivo,
particularmente en el intestino, por accion del prebibtico, lo que promueve, efectos
positivos debido a la reduccion en el crecimiento de bacterias indeseables-y»mayor
adicion de bacterias benéficas las cuales a su vez incrementan la produccion de

acidos grasos de cadena corta para alcalinizar el intestino e inducir al aumento

y ~J
Najera drzola Isabgl del Carmen 30 i



para juvenilgs de pejelagarto (fffractosteus fropicus).

|; : €valuacidn del Manano-oligosacéridos (MOS) gn digtas balancgadas
\-—/\:)

hipertrofia de los enterocitos en la mucosa intestinal Io que aumenta la superficie

de hidrOlisis y absorcion de nutrientes.

Segun Plumb’ (1999) menciona que existe una relacidbn entre condiciones
ambientales, factores bioldgicos y practicas de manejo en la acuicultura que
influyen en los brotés-de enfermedades infecciosas y de salud en los peces.
Debido a esto, no todos” los prebidticos muestran tan alta eficacia en su
rendimiento (Lima et al., “2003). En este mismo sentido, Loddi et al., (2003),
indican que de acuerdo a las‘condiciones ambientales puede presentarse cierto
estrés en los animales, lo que puede interferir con los posibles efectos benéficos
del prebidtico. De esta manera, cuando el organismo se ve beneficiado por el
prebidtico, éste estimula al hospedero selectivamente, mejorando el crecimiento
y/o actividad de uno o mas grupos de bacterias.en el colon (Gibson y Roberfroid
1995). Por su parte, el manan oligosacaridos son“compuestos no degradados por
las enzimas digestivas y solo ciertos microorganismos como Lactobacillus y
Bifidobacterias pueden utilizarlo para obtener energia. Es“asi, que las actividades
enzimaticas digestivas, no se ven afectadas y permiten mantener al pez la

capacidad para degradar los nutrientes del alimento (Furne et al.,»2005).

Conclusion
Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que con“la‘ dieta
suplementada de 0.2% de Manan oligosacarido (MOS) puede ser considerada

como un suplemento dietético beneficioso para obtener un mayor crecimiento 'y
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supervivencia, asimismo, se promueve un incremento en las actividades

enzimaticas digestivas, lo cual es un indicador del aumento en la hidrélisis de los

alimentos en |os juveniles de A. tropicus.
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Tablas1), Formulacion de dietas experimentales utilizadas para el cultivo de

juveniles de A. tropicus.

Ingredientes I MOS
g P 0% 0.2% 0.4% 0.6% 0.8%
Harina de sardina ? 54.61 54.61 54.61 54.61 54.61
Aceite de sardina® 5.40 5.40 5.40 5.40 5.40
Hidrolizado de 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
pescado
Lecitina de soya d 2.70 2.70 2.70 2.70 2.70
Almidén de maiz € 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25
Grenetina ' 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
P |
remezcla de 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
vitaminas
P |
remezcla de 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
minerales
Vitamina C" 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
Mos (Alltech)’ 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Harina de sorgo
8-10% 26.01 25.9 25.7 25.5 25.3
'z G
Composicién quimica (g kg™) /Cj 6
N\
Energia (cal/g) 4096.9 £ 0.03 | 4162.9+0.37 | 4226.9+0 | 4239.9+17.0 | 4339.9+17.0
Proteina 51.8+0.3 51.6 £0.3 52.6 +0.3 5224 + 0.3 52.6 +0.3
Lipidos 129+0.1 13.4+0.1 14.1+0.1 13.2.+0.1 13.7+0.1
Fibra 16.1 +0.2 15.6 + 0.3 149 +0.2 15.1+0.1 16.3+0.2
Ceniza 148+ 0.1 13.9+0.1 14.1+0.1 146 +0.1 13.6,+ 0.1

®Proteinas marinas y adgropecuarias S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco, bSigma—AIdrich #'catalogo
F-8020; °‘FERPAC; °Pronat Ultra, Mérida, Yucatan, México; °*Maizena®; fD'gari, Productos
alimenticios y dietéticos relampago, S.A. de C.V., Tlalpan, México D. F; °Pedregal (para trucha
Silver Cup), Toluca, Edo. Mex.; "ROVIMIX® C-EC (Roche) agente activo de 35%. y 'Alltech Inc.,
Nicholasville, K. Y., USA.

-9
Néjera {drzola Isabel del Carmen 41 el
C"L—



€valuacidn del Manano-oligosacéridos (MOS) gn digtas balancgadas
para juvenilgs de pejelagarto (ffractosteus fropicus).

LA ¥

Tabla 2. indices de crecimiento eh Jjaveniles de Atractosteus

oligosacéridos (MOS).

tropicus alimentados con

dietas de Manano

indices MOS DCo
0% 02% % «—  0.4% 0.6% 0.8%
TCA 30.54+1.02a 30.23 + 3.06\a 26.71+0.34a 26.89+0.17a 26.95+0.16a 21.2+x0.06b
AWG 19.46 £+ 1.35 a 20.47 +£ 2.56 Z;. 40+034a 17.04+0.17a 17.11+0.16a 7.95+0.06b
FCR 1.57+0.06b 1.48+0.05b 1.62+0.34b 1.59+0.17b 1.57+0.17b 2.67 £0.06 a
PC 16.37 £ 0.55 a 16.20 + 1.643 w +0.34a 1441+0.17a 14.44+0.17a 11.36+x0.06b
PER 1.19+0.04 a 1.26 £ 0.04 a 1.14 £.0.34 a 1.17+0.17 a 1.18+0.17 a 0.7+0.06b
SEIR 263:010ab  271+012a 237 #084b 241+017ab 245:018ab 1.56%0.06c
(G%/dia’!) Q¥4
DWG 0.32+0.02 a 0.34+0.04 a 0.27+034a 028+0.17a 0.28%0.18a 0.13+0.06b
Letras diferentes significan diferencias significativas (P<0.05).
~—
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Tabla 3. Actividad enzimética de juveniles de Atractosteus tropicus alimentados con dietas de Manano oligosacaridos

(MOS).
Actividad MOS DCo
(U mg proteina™) 0% 02% ([ 7 0.4% 0.6% 0.8%
Pg’é%?a 420.71 +2.23 ab 404.90 £5.70 b 412,56 + 12.03 ab 42657 £2.99 a 321.83 + 17.04 d 375.31 + 10.69 ¢
RS + c161b 140.38 + 5.48 ab 103.86 + 3.69 92.05 +5.84d 89.60 + 2.26 d
i 145.66 + 1.82 a 137.57 + 1.  140.385484 86+3.69¢ 05 +5. 6042,
Tripsina 4.42x10° +1.37x107b 4.46x10° +4.77x 10" a 3:50x10°+ 1.37x 107c 2.25x 10"+ 4.96 x 10" d 2.10x10°+2.38x107e 1.47 x10®° £ 4.96 x 107 f

Quimotripsina 0.017 +2.51x10* a

ami#gggéquasa 3.33x10° +2.32 x 107
Lipasa 1.30 x 10° + 40035.0 ab
Amilasa 341.64+ 2.20b

Carboxipeptidasa 11.10 +0.06 b

0.135 +0.003 a
0.039 £ 0.003 a

Fosfatasa acida

Fosfatasa alcalina

0.012 +5.77 x 10°b

m 2.00x10* b

459 xA0° % 252x107 e

@
69037@789.6 d

208.78 £ 6.75 ¢

%.84’;W‘

0.100 + 0.01 b

1.18x10°+252x10" a
1.39 X 10° + 17880.6 a
390.23 +5.76 a
16.02+0.13 a
0.126 + 0.006 a
0.040 +0.002 a

0.010 +3.78 x 10 ¢
7.22x10°+1.72x107 d
1.19 X 10° + 67698.5 b
202.48 + 13.93 ¢
6.04+0.27 e
0.133 +0.005 a
0.027 +£0.001 b

0.010 + 2.30 x 10™*d
8.22x10°+1.89x107 ¢
1.26 X 10° + 56848.4 ab
195.86 + 6.60 C
6.63 + 0.14d
0.092 + 0.006 b
0.035 + 0.004 a

0.010 + 3.60 x 10™*cd
1.03x10°+1.26x107 b
936667 + 87158.4 ¢
119.25+2.76 d
3.31+0.13f
0.045 + 0.001c
0.016 + 0.0009 ¢

Letras diferentes significan diferencias significativas (P<0.05).

%0.0020
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