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Resumen

Los manano-oligosacaridos (MOS) son carbohidratos ramificados de cadena corta no digeribles compuestos
por hasta 10 unidades de manosa unidas por enlaces a-(1,3) y a-(1,6), obtenidos de la levadura Saccharomyces
cerevisiae y SU USO en acuicultura estd bien documentado. El objetivo fue probar si MOS suplementado en la
dieta de larvas de pejelagarto influye en los parametros de crecimiento, la actividad de las enzimas digestivas y
la expresion de genes relacionados con la barrera intestinal, para fortalecer a los animales en esta etapa critica.
La ganancia de peso de las larvas disminuyd con 2 y 4 g Kg* de MOS. No se registraron diferencias de peso
entre las larvas Control y las larvas alimentadas con 6 g Kg* MOS. La longitud total mas alta se registro en las
larvas alimentadas con 6 g Kg* MOS en comparacion con las larvas control. Las larvas alimentadas con 2 y 4
g Kg! de MOS también aumentaron su longitud. No hubo diferencias significativas en la ganancia de peso
absoluta y el factor de condicion K que estuvieran relacionadas con la inclusién de MOS en las dietas. En la
tasa de crecimiento especifica se observé un incremento con el tratamiento con 6 g Kg* MOS. En cuanto la
supervivencia, con los tratamientos 2 y 4 Kg* MOS, las larvas tuvieron una menor supervivencia. La Figura 2
muestra el efecto de MOS sobre la actividad de las enzimas digestivas. La actividad de tripsina (Fig. 2C)
aumentd con la adicion de MOS a las dietas en comparacion con el control, pero la actividad de leucina

aminopeptidasa solo aumenté con 6 g Kg* de MOS. La actividad de lipasa aumentd en las larvas alimentadas
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con 2y 4gKg?de MOS. La actividad de a-amilasa fue mayor en las larvas alimentadas con 2 g Kg* de MOS
y 4 g Kg* de MOS que en las larvas alimentadas con el control y 6 g Kg* MOS. La expresion de zo-2 fue
mayor con el tratamiento 6 g Kg* de MOS. La abundancia de transcritos de -3 fue menor con 2 g Kg* de
MOS, pero mayor con 6 g Kg* de MOS, y para muc-2, todas las concentraciones de MOS aumentaron la
abundancia de transcritos, con resultados mas altos usando 4 g Kg* de MOS. En este estudio, la incorporacion
de manano-oligosacaridos en el alimento para larvas de pejelagarto, tiene un efecto positivo, siendo la
concentracion de 6 g Kg* en donde se observaron los mejores resultados, por lo que incluir este prebidtico en

las dietas para larvas es una buena opcién para el cultivo de esta especie.

Keywords: prebidticos; sistema digestivo, pejelagarto
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Introduccion

Mejorar la nutricion de los peces a través de la dieta es un problema que la acuicultura
quiere resolver. La investigacion en nutricion de peces implica el estudio de los materiales
necesarios para mantener la vida, la formacion y reparacion de los tejidos corporales y la
produccién de energia traducida al consumo de alimento y los mecanismos fisioldgicos
involucrados en su regulacion, requerimientos e interacciones de nutrientes, vias metabolicas
y utilizacion de nutrientes, crecimiento de los peces, reproduccion y desarrollo temprano
(Jobling, 2016); sin embargo, la atencion se ha centrado en los animales sin considerar la
microbiota. La microbiota juega un papel importante en el sustento vital de cualquier ser
vivo, por lo que, a la hora de disefiar una dieta para cualquier especie, es importante tener en

cuenta su papel.

El intestino representa la interfaz natural entre la microflora intestinal y el huésped; de
hecho, las superficies mucosas del tracto gastrointestinal son los sitios principales donde los
microorganismos ambientales y los antigenos interacttan con el huésped, a través de intensas
interacciones cruzadas (Montalto et al., 2009). EI microbioma es la comunidad microbiana
gue ocupa un habitat razonablemente bien definido que tiene propiedades quimicas distintas
y describe el genoma de todos los microorganismos (simbi6ticos y patdgenos) que viven en
los vertebrados; el microbioma intestinal comprende el genoma colectivo de microbios que

habitan en el intestino, incluidas bacterias, arqueas, virus y hongos (Berg et al., 2020).

La colonizacién microbiana, el establecimiento, la composicion y la diversidad en el tracto
gastrointestinal de los peces es un proceso complejo y se cree que refleja la composicion
microbiana de la cria, la dieta y su entorno (Nayak, 2010). Los microorganismos en el
intestino utilizan moléculas grandes no digeribles para el huésped, y la descomposicion
metabolica por parte de los microorganismos en el intestino actda sobre el perfil y
funcionalidad de la microbiota intestinal, otorgandole una accion positiva sobre el huésped
para mejorar la eficiencia alimentaria y el crecimiento (Gainza y Romero, 2020). Ejemplos
de estas moléculas no digeribles son los prebidticos, que son sustratos que los
microorganismos del huésped utilizan de forma selectiva y confieren un beneficio para la
salud (Gibson et al., 2017).
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Los manano-oligosacaridos (MOS) son carbohidratos ramificados de cadena corta no
digeribles compuestos por hasta 10 unidades de manosa unidas por enlaces a-(1,3) y a-(1,6),
obtenidos de la levadura Saccharomyces cerevisiae y SU USO en acuicultura esta bien
documentado (Ring@ et al., 2010). El uso de MOS para bloquear la colonizacion de patdgenos
se deriva de la concepcién de que ciertos polisacaridos podrian usarse para bloquear el
mecanismo de reconocimiento y adhesion de patogenos potenciales a moléculas en las
superficies de los tejidos del huésped (competencia por los sitios de unidén). Esta accion
reduciria la adhesién de los patogenos al tracto digestivo, dejandolos excretados en las heces.
Esto puede conducir a la mejora de la integridad y el rendimiento de la barrera epitelial

intestinal (Gainza y Romero 2020).

El microbioma intestinal de A. tropicus comprende Fusobacteria (42,26%),
Proteobacteria (31,40%), Firmicutes (12,96%) y Bacteroidetes (11,79%) con nueve cepas
con potencial probiotico, Lactococcus lactis CAU929, CAU6600, CAU9951 y Cpé6;
Cetobacterium H69, Aeromonas hydrophila P5 y WR-5-3-2, Aeromonas sobria CP DC28,
Aeromonas hydrophila (Méndez-Pérez et al., 2020). La presencia de esas cepas con potencial
probiotico ayuda a explicar los resultados en juveniles de A. tropicus alimentados con MOS
al 0.2%, donde la adicion de MOS aumento la ganancia de peso, la tasa de crecimiento
especifico y la tasa de eficiencia proteica (Najera-Arzola et al., 2018). Sin embargo, no esta
claro si estas cepas probioticas podrian ayudar al pejelagarto en una etapa larval, o si la
microbiota en etapa larval posea cepas que pueden hidrolizar manano-oligosacaridos,
mejorando su crecimiento. y desempefio en esta etapa critica, por lo que, en este trabajo, para
dar un acercamiento a contestar estas preguntas, el objetivo fue probar si MOS suplementado
en la dieta de larvas de pejelagarto influye en los parametros de crecimiento, la actividad de
las enzimas digestivas y la expresion de genes relacionados con la barrera intestinal, para

fortalecer a los animales en esta etapa critica.

Materiales y métodos
Dietas experimentales
En este experimento se utilizé una dieta base (Frias-Quintana et al., 2016) y se adicionaron

2,4y 6 gKg?de MOS alos tratamientos. Las dietas experimentales (Tabla 1) se mantuvieron
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a -20 °C hasta su uso. Antes de iniciar el bioensayo, las dietas fueron molidas y tamizadas

para obtener tamafios de particula especificos (20-150 um) de acuerdo con el crecimiento

larvario.
Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales.

Ingredientes (g Kg) / MOS (g Kg?) 0 2 4 6
Harina de pescado ? 300 300 300 300
Harina de pollo ® 150 150 150 150
Harina de cerdo? 150 150 150 150
Harina de soya? 150 150 150 150
Almidén ® 174.5 1725 170.5 168.5
Aceite de soya © 69 69 69 69
MOS ¢ 0 2 4 6
Mezcla de minerales © 0.5 0.5 0.5 0.5
Mezcla de vitaminas © 1 1 1 1
Gelatina f 2 2 2 2
Vitamina C ¢ 2 2 2 2
Vitamina E ¢ 1 1 1 1

3 Proteinas Marinas y Agricolas S.A. de C.V., Guadalajara, Jalisco; ® Pronat Ultra, Yucatan, México; ¢ Industrias
Ragasa S.A. de C.V.; ¢ Agaviética, Monterrey, Nuevo Leon; ¢ Composicion de la mezcla de vitaminas y
minerales: vitamina A, 10,000,000 Ul; vitamina D3, 2.000.000 Ul; vitamina E, 100.000 Ul; vitamina K3, 4.0
g; tiamina B1, 8.0 g; Riboflavina B2, 8.7 g; Piridoxina B6, 7.3 g; vitamina B12, 20.0 mg; niacina, 50.0 g; &cido
pantoténico, 22.2 g; Inositol, 0.15 mg; &cido nicotinico, 0.16 mg; acido folico, 4.0 g; biotina, 500 mg; vitamina
C, 10.0 g; Colina 0.3 mg, Excipiente c.s.p. 2 g; manganeso, 10 g; magnesio, 4.5 g; zinc, 1.6 g; hierro, 0.2 g;
cobre, 0.2 g; yodo, 0.5 g; selenio, 40 mg; Cobalto 60 mg; T D’ gari, Productos alimenticios Reldmpago, S.A. de
C.V.; ¥ Rovimix Stay-C 35 DSM, Jalisco.

Bioensayo

Las larvas de 4. tropicus se obtuvieron de un stock de reproductores de desove inducido
(1 hembra y 3 machos) de un lote reproductor en el Laboratorio de Acuicultura Tropical
DACBIol-UJAT, México. El desove se indujo inyectando LHRHa (30 pg Kg de peso) a la
hembra en un tanque circular de 2000 L. Cuatro dias después de la eclosion (dah), las larvas
de 4. tropicus se distribuyeron aleatoriamente en doce tanques experimentales de 70 L con
un sistema de recirculacion operado por una bomba de agua de 0.5 HP y un filtro bioldgico.
La calidad del agua se monitore6 diariamente utilizando un oximetro YSI 85 (Ysi, Yellow
Springs, OH) y un potenciometro A HANNA HI 991001 (HANNA instruments,
Woonsocket, RI) manteniendo una temperatura promedio de 27.1 + 0.8 °C, oxigeno disuelto

alrededor de 5.7 + 0.2 mg L y pH cercano a 7.3 + 0.2. Los tanques se inspeccionaron
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diariamente en busca de mortalidad, y cualquier exceso de comida y heces se retir6 de los

tanques.

Los tratamientos se realizaron por triplicado utilizando 150 larvas por tanque y el
experimento tuvo una duracién de 20 dias. Desde el dia uno, las larvas fueron alimentadas
con polvo de la dieta correspondiente y nauplios de Artemia cuatro veces al dia (7:00, 11:00,
15:00 y 19:00 h). Seis dias después de la eclosion, las larvas fueron alimentadas con una
mezcla de sus correspondientes dietas experimentales y biomasa de Artemia, y a partir del
dia 12, solo con las dietas experimentales hasta el final del experimento. Al final del ensayo,
se tomaron muestras de nueve larvas por tratamiento (tres por réplica) para cuantificar la
actividad de enzimas digestivas, también se recolectaron nueve larvas por tratamiento (tres
larvas por réplica) y se mantuvieron en una solucion para conservar el ARN (RNAlater) y asi
poder hacer el andlisis de expresion génica. Todas las larvas recolectadas se lavaron con agua
destilada y se cortaron cabezas y colas. Todas las muestras fueron congeladas a -80 °C hasta

su analisis.

Evaluacion de los parametros de crecimiento

Al inicio, dia 12 y final del experimento (dia 20), se tomaron muestras de larvas de cada
tratamiento y réplica experimental para determinar el peso humedo (g), utilizando una
balanza analitica (Ohaus HH120, Shenzhen, China), y la longitud total (cm) a través de
fotografia a escala, calculada con el Software Image 1.5. Al final de la prueba, se calcularon
los siguientes parametros, ganancia de peso absoluta (AWG): peso final (g) - peso inicial (9);
tasa de crecimiento especifica (SGR): [(peso final-peso inicial) / dias] x 100; factor de
condicion (K): (peso corporal medio final/longitud corporal media final) x 100; y

supervivencia (S): (numero de peces finales / nUmero de peces iniciales) x 100.

Cuantificacion de enzimas digestivas

Se homogenizaron tres muestras de larvas por cada réplica experimental en agua destilada
con pistilos en una proporcion 1 a 10. Después los homogenados se centrifugaron a 10,000 g
a4 °C por 15 min. El sobrenadante se conservo en alicuotas y se almacené a -80 °C hasta su

uso. La proteina soluble se cuantifico con el método de Bradford (1976).
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Proteasas acidas y alcalinas

La actividad de proteasas acidas totales de los extractos se cuantific6 usando hemoglobina
al 0.5% como sustrato en amortiguador de glicina-HCI 100 mM a pH 2.0, la reaccion se
detuvo con é&cido tricloroacético (ATC) al 10% y se midi6 la absorbancia de la tirosina
liberada a 280 nm (Anson 1938). La actividad de proteasas alcalinas totales se determind con
la técnica descrita por Walter (1984), utilizando caseina al 1% en amortiguador Tris-HCI 100
mM + CaCl, 10 mM a pH 9.0. La reaccion se detuvo con ATC al 10% y se midid la

absorbancia de la tirosina liberada a 280 nm.

Quimotripsina

La actividad de quimotripsina se cuantificO usando SAApNA como sustrato (Cat. No.
S7388, Sigma-Aldrich). Se prepar6 una solucién madre de 50 mM del sustrato con DMSO,
después la solucion de trabajo se prepar6 a una concentracion de 1.25 mM con Tris-HCI 50
mM, pH 8.0. Se mezclaron quince microlitros de extracto del sistema digestivo con 135 pl
del sustrato con amortiguador para medir la absorbancia de la nitroanilida liberada a 410 nm

en una cinética de 30 min (Garcia-Carrefio et al., 1994).

Tripsina

La actividad de tripsina se cuantifico utilizando BAPNA como sustrato (Cat. No. B4875,
Sigma-Aldrich). Se prepar6 una solucion madre de 122.78 mM del sustrato con DMSO y la
solucion de trabajo se preparé diluyendo la solucién madre a una concentracion de 2 mM con
Tris-HCI 50 mM, pH 8.0. Se mezclaron quince microlitros del extracto del sistema digestivo
con 135 pul del sustrato para medir la absorbancia de la nitroanilida liberada a 410 nm en una

cinética de 15 min (Garcia-Carrefio et al., 1994).

Leucina-aminopeptidasa

La actividad de leucina aminopeptidasa se cuantifico usando L-leucina-p-nitroanilida
como sustrato (Cat. No. L9125, Sigma-Aldrich). Se prepard una solucion madre de 250 mM
del sustrato con DMSO vy la solucién de trabajo se prepard a una concentracion de 4 mM
diluida con fosfato de sodio 50 mM, pH 7.2. Se mezclaron quince microlitros del extracto

del sistema digestivo con 135 pl de la mezcla de sustrato y amortiguador para medir la
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absorbancia de la nitroanilida liberada a 410 nm en una cinética de 30 minutos (Maraoux et
al., 1973).

Lipasa

La actividad de lipasa se determiné utilizando acetato de B-naftilo (100 mM) como
sustrato disuelto en Tris-HCI 50 mM a pH 7,5 con taurocolato de sodio (100 mM) a 37 °C
deteniendo la reaccion con ATC a 0.72 N. Posteriormente se afiadié un colorante (Fast blue
100 mM) y una mezcla de etanol/acetato de etilo 1:1 y se midio la absorbancia a 540 nm

usando un g de 0.02 ml uM™* cm™ (Versaw et al., 1989).

o-Amilasa

La actividad de a-amilasa se cuantificd utilizando como sustrato almidén al 2% vy citrato
de sodio (100 mM), NaCl 50 mM, pH 7.5. Se incubaron 5 pl de la muestra a 37 °C durante
60 min y la actividad se cuantificé a 600 nm con un & de 3,400 ml uM cm™*, Todos los datos
obtenidos se muestran como U mg* (Robyt & Whelan, 1968).

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total de cada muestra de larvas se aisl6 usando Trizol (Invitrogen, Waltham, MA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion y la pureza de las muestras
de ARN se evaluaron mediante la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm en un
espectrofotometro (Jenway GenovaNano, Cole-Parmer, Staffordshire, Reino Unido). Un
microgramo de ARN se transcribi6 inversamente en ADNc en un termociclador (Mastercycle
nexus GSX1, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) utilizando el kit de transcripcion inversa de
ADNc de alta capacidad (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR,
ThermoScientific, Waltham, MA) en un volumen final de 20 pl, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El programa de PCR estandar utilizado fue: 5 min a 65 °C,
10 min a 25 °C, 50 min a 42 °C (extension de cadena de ADNCc), 15 min a 70 °C (inactivacion

de transcriptasa inversa) y finalmente 20 min a 37 °C.
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Analisis de expresion génica

La expresion génica de marcadores de la funcion de barrera intestinal se selecciond con
base en el trabajo de Pérez-Jiménez (en proceso), siendo zo-1, zo-2, cl-3, cl-15, y muc-2 10s
genes seleccionados. Las reacciones de gPCR se realizaron en un termociclador en tiempo
real CFX96TM (BioRad, Hercules, CA) usando 10 ul de la mezcla Sso EvaGreen (BioRad,
Hercules, CA), 9 ul de ADNc (5 ng pl™) y 0.15 uM de cada cebador, en un volumen final de
20 pl en las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacion de 10 min a 95 °C seguido
de 40 ciclosde 155a95°Cy 1 mina60 °C.

Se realizd un control negativo con cada ejecucion reemplazando la plantilla de ADNc con
agua estéril en la mezcla de gPCR. Todas las reacciones se realizaron por duplicado. EI gen
de B-actina se utilizé como referencia para la normalizacion. La expresion génica relativa se
calcul6o mediante la formula AACt (Livak & Schmittgen, 2001).

Analisis estadistico

Para todos los analisis se realiz6 ANOVA de una via y en caso de encontrar diferencias se
utilizo la prueba de Tukey utilizando el software GraphPad Prism 9 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA) con un valor de significancia de 0.05.

Resultados
Parametros de crecimiento influenciados por la suplementacion con MOS

La ganancia de peso de las larvas disminuy6 con 2 'y 4 g Kg* de MOS (0.0745 + 0.065 g
y 0.0653 = 0.001 g). No se registraron diferencias de peso entre las larvas Control y las larvas
alimentadas con 6 g Kg* MOS (0.080 + 0.001 g y 0.082 + 0.003 g) (p > 0.05) (Fig. 1A). La
longitud total mas alta se registré en las larvas alimentadas con 6 g Kg* MOS (2.775 +0.031
cm) en comparacion con las larvas control (2.588 + 0.043 cm). Las larvas alimentadas con 2
y 4 g Kg'* de MOS también aumentaron su longitud (2.646 + 0.026 cm y 2.67 + 0.05 cm)
(Fig. 1B).
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Figura 1. Efecto de mannano-ligosacaridos en el crecimiento de larvas de pejelagarto. Las
letras sobre las barras indican diferencias entre los grupos (p > 0.05).

En la Tabla 2 se presentan los resultados de parametros de crecimiento. No hubo
diferencias significativas en la ganancia de peso absoluta y el factor de condicion K que
estuvieran relacionadas con la inclusién de MOS en las dietas. En la tasa de crecimiento
especifica se observé un incremento con el tratamiento con 6 g Kg* MOS (p = 0.0226). En
cuanto la supervivencia, con los tratamientos 2 y 4 Kg* MOS, las larvas tuvieron una menor

supervivencia (p = 0.0005 y p = 0.0001, respectivamente).

Tabla 2. Parametros de crecimiento e indices de utilizacién del alimento en larvas

alimentadas con MOS.

Parametro / MOS (g Kg™) 0 2 4 6

AWG (g pez?) 0.042 £0.009 0.056 £ 0.009 0.055 + 0.009 0.067 £ 0.016
SGR (% d?) 5.31+0.81¢8 7.23+0.712 7.35+0.728 7.79+1.13°
K 0.439£0.051 0.484 +0.050 0.430 £0.044 0.446 = 0.076
S (%) 2487 £1.26 15.14+2.57° 13.16 + 0.72° 2528 £ 1.672

Efecto de MOS sobre la actividad de las enzimas digestivas

La Figura 2 muestra el efecto de MOS sobre la actividad de las enzimas digestivas. La
actividad de proteasas alcalinas y acidas no cambio con la suplementacion con MOS al
comparar los grupos con el control (Fig. 2A y 2B), lo mismo se observé con la actividad de
quimotripsina (Fig. 2D). La actividad de tripsina (Fig. 2C) aumentd con la adicién de MOS
alas dietas (2 g Kg MOS, p=0.0072; 4 g Kgt MOS, p = 0.0213; 6 g Kg* MOS, p = 0.0048)
en comparacion con el control, pero la actividad de leucina aminopeptidasa solo aumento
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con 6 g Kg* de MOS (p = 0.0074; Fig. 2E). La actividad de lipasa aumentd en las larvas
alimentadas con 2 y 4 g Kg* de MOS (p = 0.0021 y p = 0.0085), la actividad de lipasa en el
grupo de 6 g Kg de MOS fue igual a la del grupo control (Fig. 2F). La actividad de o-
amilasa fue mayor en las larvas alimentadas con 2 g Kg* de MOS y 4 g Kg* de MOS que en
las larvas alimentadas con el control y 6 g Kg™* MOS (p = 0.0387 y p = 0.0146; Fig. 2G).
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Figura 2. Efecto de mannano-ligosacaridos en la actividad de enzimas digestivas. Las letras

sobre las barras indican diferencias entre los grupos (p > 0.05).
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Efecto de MOS sobre la expresion génica de las proteinas de la barrera intestinal

La Figura 3 muestra la expresion relativa de zo-1, zo-2, cl-3, cl-5 Yy muc-2 bajo el efecto
de MOS suplementado en la dietas para larvas de pejelagarto. La abundancia de transcritos
de zo-1y cl-15 no se vi6 afectada por la inclusion de MOS (Fig. 3A y 3D). Para los otros
genes, la expresion de zo-2 fue mayor con el tratamiento 6 g Kg* de MOS (p = 0.0334), las
concentraciones mas bajas de MOS no tuvieron ningun efecto. La abundancia de transcritos
de c/-3 fue menor con 2 g Kg* de MOS (p = 0.0349) pero mayor con 6 g Kg* de MOS (p =
0.0009), y para muc-2, todas las concentraciones de MOS aumentaron la abundancia de

transcritos, con resultados mas altos usando 4 g Kg* de MOS (p = 0.0001).
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Figura 3. Efecto de mannano-ligosacaridos en la expresion relativa de los genes participantes
en la barrera intestinal. Las letras sobre las barras indican diferencias entre los grupos (p >
0.05).
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Discusion

Los prebidticos son ingredientes funcionales no digeribles que estimulan el crecimiento
y/o metabolismo de bacterias en el tracto intestinal (Gatlin 111 & Peredo 2012). Para que un
ingrediente se considere como prebiotico debe cumplir las siguientes caracteristicas: (a) ser
resistente a la acidez gastrica y no ser hidrolizado por las enzimas gastrointestinales, (b) no
ser absorbidos por el tracto intestinal, (c) estimular selectivamente un nimero limitado de
cepas benéficas, y (d) mejorar la inmunidad local o sistémica frente a la invasiéon de
patogenos (Roberfroid 2007; Teng & Kim 2018). Algunos ejemplos de prebioticos usados
en la acuicultura son los B-glucanos, manano-oligosacéaridos y los fructooligosacaridos. Los
B-glucanos son polisacaridos compuestos de unidades de glucosa unidas por enlaces p-(1,3)-
glucosidicos. Dependiendo de la fuente de B-glucanos, se pueden encontrar diferencias
estructurales entre éstos, siendo los de alto peso molecular los que activan leucocitos,
estimulando su actividad fagocitica, citotoxica y antimicrobiana. Los B-glucanos de bajo peso
molecular tienen menor efecto sobre las células y glucanos de cadena corta se consideran
inactivos (Meena et al., 2013). Los manano oligosacaridos son carbohidratos complejos que
componen la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisae en donde mondémeros de
manosa se unen por enlaces glucosidicos y tienen la funcidn de activar los receptores y
proteinas de reconocimiento del sistema inmune innato en respuesta a sustancias
desconocidas (Torrecillas et al, 2014), mientras que los fructooligosacaridos estan
compuestos por monémeros de fructosa unidos por enlaces B-(2-1) glucosidicos formando

cadenas cortas y medianas para terminar con un monémero de glucosa (Ringg et al., 2010).

El uso de estos prebidticos en la acuicultura ha traido resultados con variaciones
dependiendo del tipo de prebidtico y concentracién, y el modelo de estudio, por ejemplo, la
inclusion de fructooligosacaridos en una concentracion de 10 g Kg* en el alimento del
salmén del Atlantico no tuvo efecto en el crecimiento ni digestibilidad, sin embargo,
concentraciones de 2 y 6 g Kg*, aumentaron la sobrevivencia e inmunidad no especifica de
tilapias (Ringg et al., 2010). En salmon del atlantico (Salmo salar), una inclusion de MOS
aumento los parametros de crecimiento y mejoré la eficiencia alimenticia en comparacion
con FOS y GOS, y el alimento control (Grisdale-Helland et al., 2008). En larvas de cobia

(Rachycentron canadum), la inclusion de MOS favorecié la supervivencia y en el aumento
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de las microvellosidades intestinales en concentraciones de 55 y 65 g Kg* de MOS (Salze et
al., 2008). En juveniles de Channa striata, una inclusion de 2 g Kg* de MOS aument? la
ganancia de peso absoluta (Talpur ez al., 2014), sin embargo, en las larvas de pejelagarto, la
ganancia de peso absoluta y supervivencia disminuy6 a concentraciones de 2y 4 g Kg* de
MOS, pero usando 6 g Kg™ de MOS, la supervivencia aumentd fue igual al del grupo control.
Es dificil relacionar todas las variantes que pueden afectar a la supervivencia de un cultivo
larval, sin embargo, en muchos trabajos se ha coincidido en que la alimentacion es un factor
importante. Pérez-Jiménez (2020) encontrd que la inclusion de FOS en las dietas para larvas
de pejelagarto también aumentaban la supervivencia y la tasa de crecimiento especifica a una

concentracion de 7.5 g Kg™.

La actividad de enzimas digestivas y sus cambios con respecto a la inclusion de
prebidticos en la dieta tiene resultados diferentes si consideramos a la especie. En la carpa
comun (Cyprinus carpio), la actividad de proteasas totales, tripsina, lipasa y a-amilasa
aumentd con una combinacion de MOS y B-glucanos (Mohammadian et al., 2019). En el
fletan japonés (Paralichthys olivaceus), la actividad de amilasa y proteasas aumentd con 2.5
y 5 g Kg? de MOS, respectivamente (Ye et al., 2011). En larvas de pejelagarto, solamente la
actividad de tripsina, leucina aminopeptidasa, lipasa y amilasa aumento con la inclusién de
MOS. Néjera-Arzolay colaboradores (2018) también encontraron un aumento en la actividad
de enzimas digestivas con juveniles alimentados con 4 g Kg* MOS. En este trabajo, la
actividad de tripsina, lipasas y amilasas coincide con lo encontrado en juveniles, pero no con
la actividad de leucina aminopeptidasa. Sepulveda-Quiroz et al., (2020) encontré que la
inclusion de 5 g Kg™ FOS en las dietas de juveniles de pejelagarto aumentaba la actividad
proteasas acidas, quimotripsina y leucina aminopeptidasa, esto sugiere que los diferentes

prebidticos mas usados en la acuicultura, tienen efectos diferentes sobre una misma especie.

Algunos de los efectos beneficiosos de los manano-oligosacaridos en la dieta sobre el
rendimiento de los peces, y el consumo y la utilizacidn del alimento se han relacionado con
una mejora en la integridad funcional de la membrana del enterocito, en relacién con una
mayor asimilacion o digestion de nutrientes especificos o con posibles cambios en los niveles

de péptidos que regulan el sistema de saciedad (sefiales de saciedad y apetito) como NYY,
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CCK y ghrelina, y el sistema a largo plazo (reservas de energia corporal), proporcionando
informacion para el sistema de alimentacion central hipotalamico que controla la ingesta de
alimento y en consecuencia la liberacion de enzimas digestivas. Sin embargo, parece que la
forma del MOS suplementado, la dosis y la duracién de la suplementacion en relacion con la
especie y el tamafio de los peces, asi como las condiciones adecuadas de crianza son factores
determinantes para lograr mejoras en el crecimiento y la conversion alimenticia (Torrecillas
et al., 2014). Es por lo anterior que en este trabajo también se midi6 la expresion de genes
que son parte de la barrera intestinal. En muy pocos trabajos se han considerado a las
proteinas que forman parte de la barrera intestinal como parametros para evaluar el efecto de
prebidticos en alguna especie. Sepulveda-Quiroz et al., (2020) reportaron que juveniles de A.
tropicus alimentados con 10 y 15 g Kg* de FOS aumentaban la expresion de muc-2. Mientras
que, Nieves-Rodriguez et al., (2018) no encontraron diferencias en la expresion de muc-2
con la suplementacion de B-glucanos en juveniles de A. tropicus. En este trabajo, las larvas
de pejelagarto que fueron alimentadas con 4 g Kg tuvieron una mayor expresion de este
gen, el cual codifica a la proteina mucina-2 la cual es el mayor componente del moco
intestinal, y ayuda a proteger contra enfermedades inflamatorias (Heazlewood et al., 2008).
El papel principal de las claudinas es la regulacion de la selectividad paracelular a iones
pequefios. Las claudinas son equivalentes a poros selectivos de carga que promueven la
permeabilidad de iones especificos, aunque también hay ejemplos de claudinas que
generalmente aumentan en lugar de restringir la permeabilidad paracelular (Findley &
Kovac, 2010). En este trabajo, las larvas de pejelagarto disminuyeron la expresion de c/-3
con 2 g Kg* MOS vy la aumentaron con 6 g Kg! MOS. Pérez-Jiménez (2020) también
encontro que la expresion de c/-3 aumentaba con la presencia de 7.5 g Kg* FOS usando como
modelo, larvas de pejelagarto. ZO-2 es una proteina de unién estrecha periférica que
pertenece a la familia de proteinas de guanilato quinasa asociada a membrana la cual permite
la interaccion con una amplia variedad de moléculas, incluidas las proteinas de adhesion
celular, los componentes del citoesqueleto y los factores nucleares (Gonzalez-Mariscal et al.,
2017). En larvas de pejelagarto, la expresion de zo-2 aument6 con el tratamiento 6 g Kg*
MOS. Pérez-Jiménez (2020) también encontr6 un aumento de este gen cuando larvas de
pejelagarto se alimentaron con 7.5 g Kg* FOS. En peces, los trabajos que consideran la

expresion de proteinas de la barrera intestinal son casi nulos, y es en donde éste y otros
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trabajos en donde se ha utilizado al pejelagarto como modelo dan pauta para explorar el

efecto de otros prebidticos, incluso probidticos y simbioticos en estos genes.

Conclusion

En este estudio, la incorporacién de manano-oligosacaridos en el alimento para larvas de
pejelagarto, tiene un efecto positivo, siendo la concentracion de 6 g Kg? en donde se
observaron los mejores resultados de crecimiento y actividad de enzimas digestivas. En
cuanto a la expresion de genes de la barrera intestinal, los tratamientos con 4y 6 g Kg™* MOS,
también generaron resultados positivos al aumentar la expresion de zo-2, c/-3, y muc-2. Aun
queda trabajo por hacer en esta linea de investigacion, ya se encontr6 que MOS tiene un
efecto positivo en las larvas, por lo que se infiere que la micriobiota intestinal posee cepas
que tienen la maquinaria enzimatica para poder utilizar a estos carbohidratos como sustrato,
por lo que se sugiere que en futuros trabajos se busque identificar a estas cepas de la

microbiota intestinal.
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