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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del quitosano en dietas a base de
ingredientes vegetales sobre los indices zootécnicos y somaéticos, morfologia y microbiota
intestinal de la tilapia roja (Oreochromis sp.). Se formul6é una dieta base alta en ingredientes
vegetales (HV control, 75% ingredientes vegetales), a la cual se le incluyo 0.5, 1y 2% de quitosano
(HV+0.5%Q, HV+1%Q, HV+2%Q), ademas de una dieta baja en vegetales (14% de vegetales) sin
quitosano (LV). Las dietas se evaluaron por cuadruplicado en tanques de 70 L, colocando 15
organismos por tanque (peso inicial de 0.7+0.016 g). Los organismos fueron alimentados durante
75 dias. El peso ganado (PG), tasa de crecimiento (TC) y tasa de conversion alimenticia (TCA),
fueron significativamente mayores (P<0.05) para los organismos alimentados con las dietas HV,
HV+0.5%Q, HV+1%Q, HV+2%Q (PG=21.39+2.9 g, TCE=4.58+0.16 %/dia y TCA=1.30£0.1 en
promedio), en comparacién con LV (PG=11.16+1.6 g, TCE=3.75+0.18%/dia y TCA=1.69+0.2 en
promedio). En microanatomia intestinal se observaron signos de enteritis en las vellosidades del
intestino proximal y distal en las dietas HV, HV+0.5%Q y LV, sin embargo se registr6 una
disminucién de esta patologia en los grupos HV+1%Q y HV+2%Q. En la microbiota intestinal se
observaron diferencias significativas (P<0.05) en donde HV y HV+2%Q tuvieron menor
diversidad alfa (Shannon) conforme la dieta LV. El filo Fusobacteria fue el mas abundante en los
organismos alimentados con HV y HV+2%Q, mientras que Proteobacteria fue predominante LV.
Mediante analisis PICRUSt, se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre las dietas HV
y LV, en algunas vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de nivel 2 y 3, como
el metabolismo de la fructuosa, mannosa, amino azucares, asi como mayor actividad de las vias de
glicolisis y gluconeogénesis. El presente trabajo demuestra adicionar quitosano en dietas altas en
vegetales, no tiene influencia negativa en el crecimiento de la tilapia roja Oreochromis sp., debido
a que no resultaron diferentes las dietas altas en vegetales con y sin quitosano, tampoco muestra
diferencias en la colonizacién de la microbiota intestinal, sin embargo, mejora las caracteristicas
de la microanatomia intestinal, al reducir patologias (inflamacién linfocitica, ensanchamiento de
lamina propia y sub-mucosa) generadas por ingredientes vegetales, por lo cual puede ser utilizado
en dietas altas en vegetales, mejorando la salud intestinal de los peces en cultivo.

Palabras clave. Soya, microanatomia intestinal, microbiota intestinal, prebiotico.
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ABSTRACT

The present study aims to investigate the effect of chitosan in diets based on plant
ingredients on the zootechnical and somatic indices, intestinal microanatomy and gut microbiota
of red tilapia (Oreochromis sp.). A high vegetable-based diet was formulated (HV, control, 75%
vegetable ingredients) with inclusions of 0.5, 1, and 2% chitosan (HV+0.5%Q, HV+1%Q,
HV+2%Q) and was formulated another low vegetable diet (14% vegetable ingredients) without
chitosan (LV). The diets were evaluated in quadruplicate in 70-liter tanks with 15 organisms per
tank (mean initial 0.7 £ 0.016 g). The organisms were feeding for 75 days. The weight gained (PG),
growth rate (TC), and feed conversion rate (TCA) was significantly higher (P<0.05) for organisms
fed the HV, HV+0.5%Q, HV+1%Q and HV+2%Q diets (PG=21.39+2.9g, TCE=4.58+0.16%/day
and TCA=1.30+0.1 average), compared to LV (PG=11.16+1.6 g, TCE=3.75+0.18%/day and
TCA=1.69£0.2 average). Histological analysis showed signs of enteritis in the villi of the proximal
and distal intestines in the HV, HV+0.5%Q), and LV diets, and a slight decrease in these pathologies
were observed in the organisms fed with HV+1%Q and HV+2%Q. In the gut microbiota,
significant differences were observed (P <0.05) in HV and HV+2%Q had a lower alpha diversity
(Shannon) according to the LV. The phylum Fusobacteria was the most abundant, in organisms fed
high plant diets, while in the LV diet was Proteobacteria. Through PICRUSt analysis, significant
differences (P <0.05) were observed between the HV and LV diets, in some KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) level 3 pathways, such as the metabolism of fructose and
mannose, metabolism of amino sugars, as well as increased activity of the glycolysis and
gluconeogenesis pathways. The present work demonstrates that the inclusion of chitosan in high
vegetable diets has no influence on the growth of red tilapia Oreochromis sp., and does not show
a difference in the colonization of the gut microbiota, however, it does improves the characteristics
of the intestinal microanatomy, decrease the pathologies generated by diets high in vegetable
ingredients, chitosan can be used to high vegetable diets, reducing the susceptibility to intestinal

diseases of fish culture.

Keywords. Soy, intestinal microanatomy, intestinal microbiota, prebiotic.
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1. INTRODUCCION

La acuacultura es un sector que ha aumentado de forma constante a nivel mundial, en 2016
representd un 46.8% de la produccién total de pescado para consumo humano, lo que supone un
aumento respecto al afio 2000, en donde representaba el 25.7% de produccién total de peces. En
2016 se produjo un total de 54.1 millones de toneladas de peces de aleta y actualmente la demanda
de esta produccidn va en aumento, y en consecuencia la intensificacion de los cultivos acuicolas y
crecimiento de este sector (FAO, 2018).

A nivel mundial, la tilapia es una de las especies mas importantes en acuacultura, siendo la segunda
especie mas cultivada, debido a sus caracteristicas zootécnicas, gran aceptacion de una amplia
variedad de alimentos y capacidad de produccion intensiva (Fitzsimmons, 2010; FAO, 2018).
Tilapia es un término genérico para describir a los géneros y especies de la familia cichlidae, de
los cuales Oreochromis es de mayor relevancia para fines acuicolas. Dentro de las especies de
Oreochromis de interés productivo, la especie hibrida de tilapia (Oreochromis sp.), conocida como
tilapia roja, destaca por ser una especie que presenta en primer lugar caracteristicas organolépticas
semejantes a especies de alto valor comercial como el pargo lunarejo Lutjanus guttatus o al
huachinango Lutjanus campechanus lo que incrementa su valor comercial. Es una especie adaptada
a ambientes eurihalinos, soporta salinidades hasta de 35 ups que la hace apta para cultivos
estuarinos (Mena-Herrera et al., 2002; Kamal et al., 2005; Fraga et al., 2012).

Sin embargo, el éxito de un cultivo en gran medida depende del suministro de un alimento
adecuado, el cual debe cumplir con los requerimientos nutricionales, contribuir a la salud y
bienestar de la especie y en consecuencia mejorar el crecimiento y supervivencia de los
organismos.

Otro punto importante es el costo que representa el alimento, equivalente desde un 50 hasta un 70%
de los costos totales de una produccion acuicola (Ramos-Pita, 2019). La disminucién de este costo
dependera de que los ingredientes utilizados en las dietas sean sustentables y baratos, para que el
cultivo sea rentable. La tilapia roja Oreochromis sp., s una especie con habitos omnivoros, lo cual
favorece el uso de ingredientes de origen vegetal para su crecimiento (Shiau-Huang, 1989), los
cuales son de menor costo, comparado con los ingredientes de origen animal marino, que

usualmente se utilizan para la elaboracion de alimentos en acuacultura.
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Un obstaculo importante en el uso de ingredientes vegetales en dietas para peces, es que la
presencia de una gran cantidad de antinutrientes, que pueden afectar la salud de los organismos,
podrian inducir una variedad de cambios microanatomicos y funcionales en los tractos
gastrointestinales los organismos acuicolas (Krogdahl et al., 2015), tales como enteritis,
acortamiento de pliegues en la mucosa, ensanchamiento de lamina propia, reduccion de
vellosidades intestinales, asi como la reduccion de diversidad microbiana intestinal (Kneifel-
Domig, 2015; Zarkasi et al., 2016). Estas alteraciones que originan una mala digestion, baja
absorcion de nutrientes, susceptibilidad a enfermedades y menor crecimiento de los organismos
(Van den Ingh et al., 1991; Baeverfjord et al., 1996; Uran et al., 2008).

La preocupacidn creciente por el efecto que tiene la alimentacién en la salud de los peces en cultivo,
hace gque constantemente surjan nuevos alimentos o ingredientes funcionales que ademas de su
valor nutricional, ofrezcan efectos funcionales benéficos para la salud y bienestar de los organismos
(Dominguez-Vergara et al., 2009; Montilla et al., 2010).

Entre las estrategias nutricionales, estd la inclusion de aditivos con diferentes propiedades
funcionales, los cuales destacan entre otras funciones por: su influencia en el sistema inmune,
proveen un mecanismo para subsanar las deficiencias y ejercen un efecto mitigante sobre los
antinutrientes propios de los vegetales (Dominguez-Vergara et al., 2009; Montilla et al., 2010).
Los prebidticos, son ingredientes no digeribles por el organismo hospedero, estructuralmente estan
formados por oligo y/o polisacaridos, y tienen la funcionalidad de estimular el crecimiento
selectivo de determinadas bacterias probioticas en la microbiota intestinal, ya que funcionan como
sustrato para las mismas (Suérez, 2013). La microbiota intestinal influye en una gran variedad de
procesos bioldgicos del huésped, incluyendo la digestion, inmunidad innata, proliferacion de
células epiteliales, asi como la maduracion estructural y funcional del intestino. Por lo cual es
importante mantener un equilibrio de bacterias benéficas sobre las patdgenas, ya que esto
repercutird en la salud intestinal de los organismos (Verschuere et al., 2000; Bowler et al., 2011).
En particular hay prebioticos de aislados de origen animal como los quito-oligosacaridos, que son
muy abundantes y se pueden aprovechar de los residuos generados por las industrias de crustaceos.
El subproducto de esta industria como los exoesqueletos y cabezas de camardn, que pueden ser
aprovechados para la produccion del quitosano, un quito-oligosacarido que puede ser utilizado
como aditivo en dietas para peces. El quitosano se ha destacado por sus propiedades bioadhesivas

y biocompatibles en las superficies epiteliales, al poder ligarse con superficies cargadas

16



negativamente como las superficies mucosas, por ejemplo el epitelio intestinal, en donde se ha
demostrado que acelera el crecimiento de vellosidades intestinales, lo cual permite una mayor
absorcion de nutrientes y consecuentemente aumentar el crecimiento y supervivencia de los
organismos en cultivo (Meshkini et al., 2012; Chen et al., 2014; Zaki et al., 2015; El-Sayed et al.,
2016).

El quitosano es un ingrediente funcional, que mejoraria la salud intestinal de los organismos en
cultivo y que podria disminuir el impacto generado por las harinas vegetales en la microanatomia
y microbiota del sistema intestinal. El intestino es el principal 6rgano de absorcion de nutrientes y
el mantenerlo en condiciones saludables, favorecera el crecimiento y desarrollo de la tilapia roja
(Martinez et al., 2005).

Debido a que constantemente se busca mantener un balance entre la rentabilidad de un cultivo, la
sustentabilidad y el bajo costo de los alimentos para tilapia, se incluyen ingredientes vegetales para
la sustitucion de harinas de pescado, evitando que una alta inclusion de ingredientes de origen
vegetal provoque dafios gastrointestinales como enteritis y afectaciones al rendimiento productivo.
Lo anterior podria ser alcanzando usando ingredientes que favorezcan la salud intestinal de los
peces, como el quitosano. Por esto en el presente trabajo se propone evaluar el efecto de la inclusion
de quitosano en dietas con alta inclusion de ingredientes vegetales sobre los indices zootécnicos y
somaticos, microanatomia y microbiota intestinal de la tilapia roja (Oreochromis sp.).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Tilapia roja Oreochromis sp.

La tilapia roja es un hibrido del género Oreochromis, atractivo al consumidor por sus caracteristicas
sensoriales, como su coloracion y el sabor de su filete, es comparado con algunas especies de origen
marino, lo que la convierten en una especie con alto valor comercial en el mercado y de gran
importancia para la acuacultura (FAO, 2018).

La tilapia roja, taxondmicamente no responde a un nombre cientifico, ya que es un hibrido que
resulta del cruzamiento de cuatro especies de tilapia, tres de ellas de origen africano y una cuarta
israelita; (Oreochromis niloticus x Oreochromis mosambicus x Oreochromis urolepis hornorum x
Oreochromis aureus). El cruce selectivo permitié la obtencion de un pez cuya coloracion fenotipica
puede ir desde el rojo cereza hasta el albino, con algunas manchas negras (Villarruel-Castillo et al.,
2011).

La fisiologia de la tilapia, por lo general, presenta una forma ovalada y profunda (Figura 1), aunque
podria cambiar de acuerdo al ambiente donde se desarrolla (FAO, 2017). Al igual que los demas
miembros de la familia Cichlidae todas poseen largas aletas dorsales con 23 a 31 espinas Yy aleta

caudal convexa (Catillo, 2001).

s e »

Figura 1. Tilapia roja (Oreochromis sp.)
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Es una especie con habitos omnivoros, su alimentacion en ambientes naturales se basa por plantas
superiores, detritos vegetales, algas, diatomeas, fitoplancton, fitobentos, macrofitas acuéticas,
peces pequenos, crustaceos Y bacterias, existiendo variacion en cuanto a preferencias alimenticias
segun la especie (Morales, 1991), y en cautiverio se ha reportado que consume algas, zooplancton,
vegetales acuaticos, bacterias (biofloc) y se adapta al consumo de alimentos artificiales. Es una
especie eurihalinas, soportan hasta 36 ups, lo cual también la hace atractiva para su cultivo en zonas
costeras (FAO, 2017).

2.2 Uso de Dietas Altas en Vegetales y sus Efectos en Salud Intestinal

El uso de ingredientes vegetales en las dietas de varias especies de peces, ha sido uno de los
principales temas de investigacion en la nutricion acuicola, debido a la reduccion de las capturas
de las especies marinas (como la sardina y atin) que sostienen la produccién de harinas de pescado
como ingrediente clave para la formulacion de alimentos balanceados, por ello se busca reducir la
dependencia de este ingrediente, con el uso de proteina de origen vegetal, que son de bajo costo y
sustentables (Desai et al., 2012; Oliva-Teles et al., 2015).

Las harinas vegetales pueden ser utilizadas como reemplazo de las harinas de origen marino, por
sus propiedades nutricionales y sustentabilidad: Los productos de la soya en forma entera o como
harina desengrasada son utilizados en la alimentacién de los peces. Por ejemplo, en dietas para
salmonidos, bagre v tilapia, se han logrado formulaciones altas en ingredientes de origen vegetal,
con reemplazos de entre un 70 a un 100% de las harinas de pescado, sin embargo, se ha observado
gue causan una gran cantidad de dafios al sistema digestivo, debido a la presencia de antinutrientes
presentes en estas harinas (Olvera-Novoa et al., 2000).

Los antinutrientes son componentes endogenos de las plantas, tales como inhibidores de proteasas,
lectinas, saponinas, acido fitico, glucosinolatos y alcaloides que pueden perturbar la digestion y/o
alterar la bioquimica, respuestas fisiologicas e inmunoldgicas en organismos que usan los
ingredientes vegetales como fuentes nutritivas. En el contexto de la nutricion animal, se considera
que generan efectos negativos porque pueden reducir la eficiencia de alimentacion, causar

depresion del crecimiento y degradar la salud e los organismos en general (Krogdahl et al., 2015).
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El uso de ingredientes vegetales afecta a especies con habitos tanto omnivoras como carnivoras,
diversos autores han descrito que la inclusion de soya mayor a un 30% en dietas para salmon Salmo
salar (Van den Ingh et al., 1991; Baeverfjord et al., 1996; Nordrum et al., 2000), trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss (Urén et al., 2008) y pargo L. guttatus (Sdnchez-Rodriguez, 2013), causan
inflamacién y acortamiento de vellosidades intestinales, ensanchamiento de ld&mina propia, y un
aumento de permeabilidad en la zona distal intestinal, aunado a esto, generan problemas de
desnutricion, susceptibilidad a enfermedades y menor crecimiento de las especies.

Asi mismo se ha revelado que en especies con habitos omnivoros e incluso herbivoros el uso de
dietas con alto contenido vegetal, que supere la capacidad enzimatica digestiva pueden causar
problemas en la microanatomia intestinal; Por ejemplo, Urén et al. (2008), estudiaron la inclusion
del 20% de harina de soya en dietas para la carpa comun (Cyprinus carpio), una especie herbivora
de agua dulce, los organismos presentaron patologias tales como: acortamiento de los pliegues de
la mucosa, un aumento del nimero de células caliciformes, una ldmina propia engrosada y enteritis
intestinal.

Mahmoud et al. (2014), estudiaron el reemplazo total de harinas de pescado por harina de soya, en
dietas para juveniles de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Los organismos (9.29 g), fueron
alimentados durante 83 dias. Los resultados reportados fueron patologias como enteritis,
degeneracion de la mucosa intestinal y menor crecimiento de la especie, en donde la dieta control
tuvo un crecimiento de 32.6 g comparado con la dieta a base de soya de 14.69 g.

Lin et al. (2011), estudiaron el efecto de diferentes niveles de inclusién de harina de soya (0, 25,
50, 75y 100%) en reemplazo de harinas de pescado en el crecimiento la tilapia hibrida O. niloticus
x O. aureus. Al alimentar durante 8 semanas, los resultados indican que un reemplazo mayor al
75% de harina de soya reduce el crecimiento en esta especie de tilapia hibrida, en donde reportaron
un peso final de 16 g en los organismos alimentados con la dieta a base de soya (100% de
reemplazo) comparado con los organismos alimentados con la dieta control que tuvieron un peso
final de 21.3 g.

El uso de altas inclusiones vegetales (40% a 100% de inclusion), no solo afecta la microanatomia
intestinal como describen los estudios mencionados previamente, si no que afecta ademas la
microbiota del contenido intestinal de las especies en cultivo. Por ejemplo; Desai et al. (2012),
estudiaron el efecto de 3 diferentes dietas, con reemplazo del 30% de harinas de pescado, en el
crecimiento y la microbiota intestinal de la trucha arcoiris (O. mykiss). La primera dieta fue
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reemplazada con harina de soya, otra con inclusion de canola y la tercera dieta con inclusion de
harina de chicharo. Estos autores observaron una disminucion la diversidad de comunidades
bacterianas, aumentando los filum de Proteobactecterias, Firmicutes y Fusobacterias en los peces
alimentados con las dietas de inclusion vegetal.

Wong et al. (2013), realizaron un estudio en trucha arcoiris (O. mykiss) alimentadas con dietas con
harinas de pescado (control) y harinas a base de granos (soya, gluten de maiz, concentrado de soya
y trigo) durante 10 meses. Los resultados mostraron ligeras diferencias en la abundancia de la
microbiota del contenido intestinal, en donde la dominancia a nivel clase de bacterias en ambos
grupos fue la siguiente: Bacilli (48.6%), Alphaproteobacteria (21.8%), Gammaproteobacteria
(17.1%), Betaproteobacteria (3.8%), y Clostridia (2.2%).

Estruch et al. (2015), demostraron que la sustitucion total de harina de pescado, por ingredientes
vegetales (gluten de trigo, harinas de soya, chicharo, semillas de girasol y trigo) cambiaron la
microbiota intestina a nivel género en dorada (Sparus aurata) al alimentarlos durante 154 dias , en
donde Photobacterium fue el género dominante en las dietas a base de harinas de pescado, mientras
que Streptococcus predomind en los organismos alimentados con las dietas altas en vegetales,
aunque hubo un cambio en la estructura microbiana, A nivel de filo, en la dieta (control, con harinas
de pescado), hubo mayor abundancia de Firmicutes (36.2%) y Proteobacterias (21.9%) mientras
que en la dieta a base de vegetales hubo mayor abundancia de Proteobacterias (29.2%) seguido de
Firmicutes (31.2%), los autores indican que la diversidad medida por Chaol, Shannon-Wiener y
especies observadas, no se vio afecta por la sustitucion de harinas de pescado.

Michl et al. (2017), estudiaron el reemplazo de 0%, 50% 0 97% de harinas de pescado por harinas
vegetales (soya, trigo, concentrado de chicharo, concentrado de colza, gluten de maiz y trigo), para
la alimentacidn de trucha arcoiris (O. mykiss) durante 8 semanas, en el estudio se ve fuertemente
afectada la microbiota intestinal por la inclusion de proteinas vegetales en la dieta, en donde
muestra diferencias estadisticamente significativas de la comunidad intestinal bacteriana para los
tres tipos de dieta, tanto a nivel de filum como de orden. Las proteinas vegetales de la dieta
favorecieron significativamente la abundancia relativa de bacterias pertenecientes al orden de
Lactobacillales, Bacillales y Pseudomonadales mientras que las proteinas animales en contraste
significativamente promovieron la presencia de bacterias del orden: Bacteroidales, Clostridiales,
Vibrionales, Fusobacteriales y Alteromonadales.

Wei et al., (2018), reportaron que durante transicion de habitos de alimentacion de zooplancton a
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dietas herbivoras en besugo romo (Megalobrama amblycephala), hubo un cambio en la estructura
microbiota en donde al alimentar con zooplancton la abundancia de la microbiota a nivel de filum
fue dominada por Proteobacteria (34,71%), Firmicutes (29,38%), Fusobacteria (27,60%) y
Tenericutes (4,90%), y al alimentar con dietas herbivoras fue dominado por Proteobacterias
(61,43%), Firmicutes (21,24%), CKC4 (no clasificado) (6,77%) y Actinobacteria (5,67%), el perfil
metabdlico KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Kanehisha, Goto, Sato,
Furumichi, & Tanabe, 2012) de microbiota intestinal durante transicion de habitos de alimentacion
de zooplancton a dietas herbivoras, tiene influencia en las vias relacionadas con el metabolismo de
los carbohidratos (almidén y sacarosa, fructosa y manosa, glioxilato y dicarboxilato, ciclo del
citrato, glucolisis / gluconeogeénesis y pentosa fosfato).

Leyva-Ldpez et al. (2020), estudiaron el cambio de la estructura microbiana intestinal residente y
transitoria del pargo flamenco (L. guttatus), alimentado con tres diferentes fuentes de proteina
(animal terrestre, animal marino y mezcla de vegetales) durante 20 dias. Los autores reportaron
que la dieta a base de vegetales disminuy6 significativamente la abundancia de Proteobacteria
(64.6%) e incremento ligeramente los filo Fusobacteria (26.25%) y Firmicutes (8.04%), reportaron
que la diversidad (Shannon y OTUs observados) fue ligeramente menor en los organismos
alimentados con dietas a base de proteinas vegetales, sin embargo no presentaron diferencias
significativas en ninguna métrica de diversidad alfa de la microbiota intestinal residente y
transitoria. También realizaron un analisis PICRUST, donde evaluaron las rutas KEEG para la
prediccién de respuestas funcionales de taxones bacterianos de las dietas evaluadas y reportaron
que las vias relacionadas con metabolismo de aminoacidos (p=5.79e—3) y metabolismo de
carbohidratos aumentaron significativamente en las bacterias pertenecientes al grupo alimentado
con las dietas a base de vegetales en comparacidn con los grupos de las dietas de origen animal.
El uso de dietas con alto contenido de harinas vegetales (desde un 30% a un reemplazo total) en
alimentos para peces, afecta la salud intestinal de los organismos, por lo que surge la necesidad de
investigar sobre ingredientes que mitiguen los dafios ocasionados por dietas altas en ingredientes
vegetales, para la produccion de alimentos rentables para la acuacultura. Esto se puede lograr
mediante prebidticos, los cuales son ingredientes alimentarios no digeribles cominmente
constituidos por polisacéaridos y oligosacaridos no amilaceos, que estimulan selectivamente el
crecimiento y/o la actividad de una o més bacterias probioticas.

En particular los prebidticos de aislados de origen animal como los quito-oligosacaridos, son muy
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abundantes y; se pueden obtener de los residuos generados por las industrias de crustaceos, diversos

estudios han reportado variados efectos benéficos al adicionarlo en dietas para peces.

2.3 Quitosano

El quitosano es un quito-oligosacaridos funcional que ha sido utilizado en diferentes industrias
tanto alimentaria, farmacéutica y biomédica, por la gran versatilidad que presenta en el organismo;
es un derivado de quitina, el cual es un polisacarido muy abundante en la naturaleza, siendo el
segundo oligosacarido mas abundante después de la celulosa. La quitina es el componente principal
en la estructura de crustaceos, insectos, algas, diatomeas, incluida la pared celular de algunos
hongos (Sugimoto, 1999; Crini, 2005).

Diferentes industrias pesqueras que se dedican a la comercializacion de crustaceos generan una
gran cantidad de residuos, tales como exoesqueletos y cabezas (fuentes de quitina), que pueden ser
utilizados para la produccion de quitosano. En México se producen alrededor de 47 mil 664
toneladas de camardn, los principales productores son los estados de Sinaloa con produccion de 19
mil 551 ton; seguido de Sonora y Nayarit con 12 mil 579 y 2 mil 844 ton. Aproximadamente el
40% de esta produccién son residuos que puede ser revalorizados y de esta forma, aumentar el
valor de la cadena productiva del camaron (CONAPESCA 2020).

2.3.1 Caracteristicas Funcionales y Fisicoquimicas del Quitosano

El quitosano es un copolimero compuesto por unidades de: 2-acetilamina-2desoxi-p-D-(+)
glucopiranosa y el 2-amino-2desoxi-p-D-glucopiranosa. Se obtiene a partir de la modificacion
quimica de la quitina, la cual es tratada con una solucion alcalina concentrada y caliente, el
polimero que se obtiene, posee un comportamiento marcadamente basico debido al grupo amino
libre en su estructura, las condiciones de temperatura, presion, concentracion y tiempo determinan

el peso molecular del polimero y su grado de deacetilacion (Parada et al., 2004; Araujo et al.,
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2016).

Las propiedades del quitosano dependen principalmente de la fuente de obtencion y el método de
preparacion. Estos polimeros difieren entre si por su distribucién, masa molecular y grado de
acetilacion (Peniche, 2006). Entre las numerosas propiedades funcionales que se le han atribuido
estan: biodegradabilidad, biocompatibilidad, actividad antimicrobiana, actividad anti fungica, entre
otras. Estas propiedades funcionales han promovido su utilizacion a lo largo de los afios en campos

distintos como la agricultura, la industria alimentaria, farmacéutica y la medicina (Rinaudo, 2006).

2.3.1.1 Estructura molecular. Estructuralmente la quitina es un monopolisacarido, insoluble en
solucion acuosa, que presenta una estructura lineal compuesta de unidades repetitivas de N-acetil-
D-glucosamina (GIcNAc), unidas por enlace glicosidicos del tipo B-(1—4), presenta en la posicion
C-2, un grupo acetamida (CHs - CO - NHy), y cuando esta es desacetilada se produce quitosano
(Figura 2), el cual presenta multiples aplicaciones. El producto de la N-desacetilacion de la quitina
(el quitosano) nunca es completa, por lo que estructuralmente el quitosano se encuentra formado
por dos tipos de unidades estructurales; la N-acetil-D-glucosamina y la D-glucosamina (Castafieda
etal., 2011).
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Figura 2. Estructura molecular de la quitina y quitosano.
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2.3.1.2 Peso molecular. Para cualquier polimero, la solubilidad y la viscosidad dependen de su peso
molecular, pero para el quitosano su efecto se extiende a sus propiedades bioldgicas, por lo que la
determinacion de su masa atdmica adquiere una gran importancia. Si se logra conocer el peso
molecular y la conformacion de las moléculas del biopolimero, se pueden estimar una gran cantidad
de propiedades reoldgicas y mecénicas, como su coeficiente de friccién y de sedimentacion,
ademas de su volumen hidrodindmico, entre otras (Kassai, 2000).

2.3.1.3 Grado de deacetilacion. Primeramente, el grado de deacetilacion permite diferenciar al
quitosano de la quitina y determina sus propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas, este parametro
ademas refleja el balance entre las unidades repetitivas 2-acetilamina-2desoxi-p-D-(+)
glucopiranosa y el 2-amino-2desoxi-p-D-glucopiranosa.

Normalmente el quitosano comercial tiene un grado de deacetilacion del 70 al 90% y en algunas
aplicaciones biomédicas se utiliza con un grado de deacetilacion mayor al 95%. En el caso del 70
al 90 % de grado de deacetilacion, generalmente son para uso industrial comercial, entre los cuales
se reporta, la elaboracion de envases o recubrimientos, tratamientos de agua, hasta la formulacion
de alimentos para animales terrestres y marinos, ya que es el que se encuentra en el mercado de

manera mas comun (Pérez et al., 2014).

2.3.1.4 Solubilidad. La caracteristica solubilidad depende del grado de deacetilacion del quitosano,
debido a su estructura, en donde presenta enlaces amino libres, al introducir el quitosano en estado
solido en una solucién &cida se ionizan sus grupos amino con los iones HzO+ disponibles en la
solucion. Al protonarse los grupos amino el quitosano se convierte en un polielectrolito cationico
soluble con un valor pKa que ronda los 6.5. Fisicamente sucede que, al estar ionizadas las aminas,
estas son incapaces de formar puentes de hidrogeno con los acidos carboxilicos del monémero
siguiente, disminuyendose el impedimento a la rotacion. Adicionalmente, la molécula acetilo es
mas pesada que la amina y al reducirse la presencia de estas, se ofrece una mayor rotacion estérica,
incrementandose la flexibilidad de la cadena polimérica y facilitando que el quitosano pase a ser
un fluido (Bajaj et al., 2011; Cao et al., 2019).

El quitosano presenta diversas propiedades funcionales que lo hacen un biomaterial muy versatil;

25



presenta mayor solubilidad en medios acidos, es bioadhesivo y biocompatible en las superficies
epiteliales al poder ligarse con superficies cargadas negativamente como las superficies mucosas
(Giraldo, 2015).

2.3.2 Efecto del Quitosano en Crecimiento de Especies Acuicolas

Diversos estudios han demostrado que adicionar quitosano a las dietas de los peces provoca efectos
significativos en crecimiento y supervivencia. En este contexto Shiau-Yu et al. (1999), evaluaron
cuatro dietas con 30% de soya y 0, 2, 5y 10% de inclusién de quitosano, durante 4 semanas; los
autores reportaron que la adicion dietética del 5 y 10% de quitosano, puede resultar
contraproducente y causar reduccion en el crecimiento de tilapia hibrida (O. niloticus x O. aureus),
debido a que reduce los indices de digestibilidad lipidica, debido a la diferencia de cargas del
quitosano (carga positiva) y los lipidos (carga negativa), lo que produce un efecto de atraccion
mutua. Asi el quitosano atrapa y rodea la grasa impidiendo su digestion, por lo que recomiendan
que la inclusion sea de 0 a 2% de quitosano ya que puede ser beneficioso segun lo reportado por
este y los siguientes estudios.

Meshkini et al. (2012), realizaron dietas para trucha arcoiris (O. mykiss) adicionadas con 0
(control), 0.25, 0.5 y 1% de inclusion de quitosano, alimentaron durante 8 semanas y observaron
que los peces que consumieron las dietas adicionadas con 0.25 y 0.5% de quitosano presentaron
una mayor resistencia al estrés y una reduccion de mortalidad cuando fueron sometidas a estrés por
salinidad (25 y 35ups).

Gopalakannan et al. (2006), evaluaron el efecto de la quitina, el quitosano y el levamisol en la
respuesta inmune y el crecimiento de la carpa comun C. carpio, al alimentar durante 90 dias
observaron mayor crecimiento en los peces alimentados con quitosano (94.92 + 9.36 g) seguido de
levamisol (93.25 £ 8.4 g) y quitina (63.54 + 4.7 g), en comparacion con los peces alimentados con
la dieta no suplementada (47.31+5.2 g).

Tirado-Osuna (2018), reportd que los organismos de Centropomus viridis alimentados con dietas
con un 30% de reemplazo de harina de pescado por harina de soya adicionadas con 0.5% y 1% de
quitosano, mostraron mayor crecimiento (83.12+2.04g) comparado con la dieta control
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(69.47+2.25g), asi como una disminucién en la tasa de conversion alimenticia (TCA) con un
resultado de 1.13 comparando con los peces que fueron alimentados con la dieta sin inclusion de

quitosano (control) con una TCA de 1.82.

2.3.3 Efecto del Quitosano en la Microanatomia Intestinal

Se ha reportado que adicionar quitosano entre 0.5y 4 % a una dieta base de 20% de harina de soya
para carpa Gibel Carassius auratus (Chen et al., 2014), lubina Dicentrarchus labrax (Zaki et al.,
2015), y pez blanco del caspio Caspian kutum (Kamali et al., 2016), se reducen los dafios
ocasionados por los ingredientes vegetales en la microanatomia intestinal. Se ha reportado una
mayor longitud de vellosidades y microvellosidades intestinales, menor grado de inflamacion en
l&mina propia y submucosa: la salud de estos elementos es importante en el sistema gastrointestinal
ya que son los 6rganos principales de absorcion nutricional que traen consigo una mejora en el
crecimiento y supervivencia de la especie en cultivo.

Los mecanismos de accidn por los cuales el quitosano reduce el dafio en el tejido intestinal causado
por ingredientes vegetales no han sido dilucidados completamente; sin embargo, algunos autores
mencionan que su actividad antimicrobiana en patdgenos, disminuye las infecciones y ayuda a la
proliferacion de enterocitos. El posible mecanismo del efecto antimicrobiano es la interaccion
electrostatica entre el quitosano cargado positivamente (poli-electrolito catiénico) y algunas
bacterias con membranas celulares cargadas negativamente (Gram negativas como la Echerichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhimurium, entre otras), este altera
significativamente las propiedades de barrera de la membrana exterior del microorganismos y
reduce la cantidad de bacterias patdgenas en la microbiota (Chen et al., 2014; Zaki et al., 2015).
Otro mecanismo de accion que se ha reportado, es la interaccion del quitosano con la matriz
extracelular, ya que la estructura del quitosano posee cargas ionicas positivas que le permiten
interactuar con moléculas cargadas negativamente como las superficies mucosas, en donde las
glucosaminas interaccionan con los glicosaminoglicanos de la matriz extracelular formando
puentes de comunicacion celular, dando estabilidad mecanica al tejido (Rianudo et al., 2003; Ma
etal., 2012; Liu et al., 2012).
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2.3.4 Efecto del Quitosano en Microbiota Intestinal

La microbiota es un factor importante para la salud de los organismos, si la comunidad bacteriana
es alterada, se influird negativamente el estado fisioldgico de los organismos, incluyendo la
digestion, la inmunidad, el crecimiento y su desarrollo en general (Cruz-Leyva et al., 2014;
Haygood et al., 2016).

Asi mismo, la microbiota influye de forma directa sobre la nutricion y la salud de los organismos
en general. Las funciones que la microbiota aporta al organismo son metabdlicas, tréficas y
protectoras. La funcion metabdlica tiene como finalidad ayudar en los procesos de digestion y
absorcion de nutrientes para proporcionar energia al organismo, mientras que la funcion tréfica
fomenta el crecimiento y la diferenciacion celular, ademés de estimular el sistema inmune del
organismo. Su funcion protectora es debido a que actiia como la primera linea de defensa contra
microorganismos patdgenos exdgenos u oportunistas, creando el efecto de barrera (Guarner, 2007).
Ademas, promueve el desarrollo de la mucosa intestinal, el cual provee al huésped proteccion en
contra de la constante presencia de antinutrientes proveniente de los alimentos (Isolauri et al.,
2001).

Actualmente se acepta que los peces en general tienen una microbiota intestinal especifica que se
vuelve estable al llegar a la etapa adulta. En los peces de agua dulce los grupos dominantes
presentes en el tracto gastrointestinal pertenecen a los géneros Aeromonas, Pleisomonas,
Enterobacteriaceae y Pseudomonas (Escobar-Briones et al., 2006), mientras que en los peces
marinos la microbiota estd dominada por los géneros Vibrio y Pseudomonas (Cahil, 1990).

El quitosano es un oligosacarido, que posee funciones prebidticas, Hyean-Woo et al. (2002) que el
uso de quitosano, tiene un efecto en el incremento de Bifidobacterium bifidium en concentracion
de 0.2-0.4% de quitosano. Kong et al. (2014) muestra que el quitosano aumenta las especies
bacterianas presumiblemente beneficiosas tales como Bifidobacterium spp., Bifidobacterium
breve, Faecalibacterium prausnitzii, Lactobacillus spp., Prevotella, Fusobacterium prausnitzii y
Methanobrevibacter smithii, mientras disminuyen las concentraciones de varios patdgenos
potenciales y concentraciones de amoniaco y acidos grasos de cadena ramificada en el contenido
luminal intestinal en mini-cerdos Huanjiang (Sus scrofa). Estos resultados demuestran que el

quitosano estimula el crecimiento de algunas bacterias entericas probioticas y que tiene un uso
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potencial prebiotico.

Es muy poca bibliografia cientifica sobre el efecto del quitosano en la microbiota intestinal de
peces, e incluso los resultados son muy inconsistentes en cuanto a la modulacién microbiana, Chen
et al. (2014) observaron que la adicién en 1 y 2 % de quitosano en dietas para carpa Gibel (C.
auratus), aumento la diversidad de la microbiota intestinal, en un periodo de alimentacion de 50
dias, favoreciendo el crecimiento de comunidades bacterianas de los fila Actinobacterias,
Firmicutes y Fusobacterias, lo cual sugiere que el impacto del quitosano en la dieta sobre la
comunidad bacteriana intestinal, podria estar relacionado con la dosis y el periodo de

administracion.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de la tilapia roja Oreochromis sp., presenta un potencial econoémico para las zonas
costeras, sin embargo, se requiere el desarrollo de un alimento balanceado que incluya ingredientes
vegetales sustentables y rentables para su alimentacion, no obstante, las dietas altas en harinas
vegetales pueden causar problemas en la salud gastrointestinal de los organismos, poniendo en
riesgo el bienestar de esta especie.

Considerando lo anterior, el quitosano es un ingrediente, que presenta diversas cualidades
funcionales, como su accion prebi6tica y acelerar el crecimiento de vellosidades intestinales por su
efecto cicatrizante y de regeneracion de tejido, es por ello, que esta investigacion se enfoca en
evaluar el efecto del quitosano en dietas con alto contenido de ingredientes vegetales, tanto en

rendimiento productivo, como en microanatomia y microbiota intestinal.
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4. HIPOTESIS

La inclusion de 0.5 a 2% de quitosano en dietas altas en vegetales para tilapia roja
Oreochromis sp., cultivada en condiciones de agua de mar, promueve el crecimiento, disminuye
las alteraciones microanatdmicas causadas por la alta inclusion de harinas vegetales y aumenta la

diversidad de la microbiota intestinal.

31



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de dietas a base de ingredientes vegetales adicionadas con quitosano sobre los
indices zootécnicos y somaticos, microanatomia intestinal y microbiota de juveniles de tilapia roja

Oreochromis sp.

5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar los indices zootécnicos y somaticos de la tilapia roja alimentada con dietas altas
en vegetales con diferentes inclusiones de quitosano.

2. Evaluar la salud de la microanatomia intestinal de la tilapia roja alimentada con dietas altas en
vegetales adicionadas con quitosano.

3. Evaluar la microbiota del contenido intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp., alimentada
con dietas altas en vegetales adicionadas con quitosano, por medio de un analisis

metagendmico de la region V3 del gen 16S rRNA.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de Estudio

El presente trabajo se realizé en la Planta de alimentos, Laboratorio de Nutricion, Laboratorio de
Bacteriologia y Genomica, Laboratorio de Histologia y Planta de peces, instalaciones ubicadas en
el Centro de Investigacion de Alimentacion y Desarrollo (CIAD A.C.), Unidad Mazatlan,
coordinacion en Acuacultura y Manejo Ambiental, localizado en Av. Sébalo-Cerritos s/n. Estero

del Yugo, Mazatlan, Sinaloa, México.

6.2 Obtencion de Organismos.

Un lote de 600 organismos de tilapia roja Oreochromis sp., fue obtenido de la empresa de
produccion de alevines de tilapia, Productos pesqueros de Topolobampo S.A. de C.V. ubicada en
Topolobampo Sinaloa, y fueron transportados en un tanque (marca Rotoplas) de 450 L con
aireacion constante y a una temperatura de 18°C a las instalaciones de la Planta de peces de CIAD
Unidad Mazatlan.

6.3 Disefio Experimental.

El sistema experimental se conformo de 20 tanques de fibra de vidrio, color blanco, con capacidad
de 70 litros cada uno (Figura 3). El sistema se mantuvo con aireacidon constante y en recambio
constante de agua de mar, a un flujo de 0.17 L min, bombeada desde playa Las brujas, Mazatlan.
Cada tanque fue cubierto con malla sombra para evitar la pérdida de organismos y/o evitar la

exposicion a posibles depredadores, los tanques se mantuvieron con aireacion y recambio contante
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de 0.17L min de agua de mar, con condiciones de temperatura, salinidad y oxigeno disuelto de
30.3+ 1.2 °C, 34.6 + 0.4ups, y 5.42 + 0.82 mg L, respectivamente.

Figura 3. Sistema experimental de cultivo de tilapia roja.

En cada tanque se colocaron 15 organismos con peso promedio inicial de 0.7+£0.016 g. Cada dieta
se evalud con 4 réplicas durante un periodo de 75 dias. Se realizaron biometrias cada 15 dias, para
el monitoreo de pardmetros zootécnicos de todas las unidades experimentales y el ajuste de
alimentacion de acuerdo a la biomasa. Se realizé un sorteo al azar sin reemplazo para la distribucion

de las dietas por tanque y se marcaron para su identificacion.

6.3.1 Alimentacion.

Los organismos fueron alimentados cuatro veces por dia, con los siguientes horarios: 8:00 am,
11:00 pm, 1:00 pm y 4:00 pm, al 10% de biomasa presente en cada tanque, racion dividida en tres
porciones al dia (8:00am, 12:00pm y 4:00pm) durante 75 dias. Diariamente se registrd el alimento

consumido, las mortalidades, cambios de comportamiento y signos patologicos.
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6.3.2 Parametros Fisicoquimicos.

Diariamente se monitorearon los parametros fisicogquimicos con un Oximetro YSI 45 y un
refractometro ATAGO s/Mill-E; registrando diariamente la temperatura, oxigeno disuelto y
salinidad.

6.3.3 Biometrias.

Las biometrias fueron realizadas cada 15 dias para la evaluacidn de parametros zootécnicos. Para
evitar el estrés durante los muestreos, los peces fueron sedados con esencia de clavo disuelta al
10% con alcohol etilico de 70°, en una dosis de 0.5 mL L™ de agua de mar, se utilizaron redes y
pafios humedos durante la manipulacion, para evitar la pérdida de mucus y escamas de los

organismos, se peso cada organismo en una balanza analitica con precision de £ 0.1 g.

6.4. Formulacion y Elaboracién de Dietas Experimentales

Se formularon cinco dietas isoproteicas (39%) e isolipidicas (10%); una alta en vegetales sin
quitosano (HV, control), una baja en vegetales sin quitosano (LV) y tres dietas altas en vegetales
con diferente inclusion quitosano (HV+0.5%Q, HV+1% Q, HV+2% Q) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion y analisis proximal de las dietas experimentales para tilapia roja
Oreochromis sp.

HV+  HV+ HV+

INGREDIENTES (g/100g) HV 0.5%Q 1%0Q 206Q LV
Harina de subproductos de pescado (atin)? 7.00 7.00 7.00 7.00 23.00
Pasta de soya 43.00 43.00 43.00 43.00 0.00

Pulido de arroz 3.00 3.00 3.00 3.00 0.00
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Harina de trigo 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

Harina de carne y hueso 4.00 4.00 4.00 4.00 35.00
Harina de sorgo 8.00 8.00 8.00 8.00 0.00
Hidrolizado de subproductos pesqueros 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Gluten de maiz 14.00 14.00 14.00 14.00 10.00
Aceite vegetal 2.48 2.48 2.48 2.48 0.00
Lecitina de soya 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40
Aceite de pescado 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00
Fosfato dicalcico 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Alginato 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

& Pre-mezcla vitaminas y minerales 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Vitamina ¢ 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Lisina 0.05 0.05 0.05 0.05 0.00
Metionina 0.20 0.20 0.20 0.20 0.00
Taurina 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
Carotenoides 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
Fitasa 0.005 0.005 0.005 0.005 0.000

Cloruro de colina 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Antioxidante 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Celulosa 5.08 4.58 4.08 3.08 20.82
® Quitosano 0 0.5 1 2 0
Total 100 100 100 100 100

Composicién proximal (%) base seca

Proteina cruda 39.43 39.95 39.68 39.96 39.15

Lipidos 10.86 10.8 10.74 10.57 10.3

Cenizas 9.24 9.59 9.52 9.7 22.8

Humedad 8.09 8.28 8.05 8.17 6.36

Extracto libre de nitrégeno (ELN) 32.38 31.38 32.01 31.6 21.36
¢ Energia cruda (Mcal/kg) 479.02 476.72 47565  475.65 420.367

HV=dietas altas en vegetales (High vegetable), QNO= Quitosano, LV= dieta baja en vegetal (Low
vegetable).  Pre-mezcla de vitaminas kg™: vitamina A, 2400 mg g-1; vitamina D3, 2250 mg g-1; vitamina
E, 160 g; vitamina K3, 8,00 g; vitamina B1, 20.00 g; vitamina B2, 40,00 g; &cido pantoténico, 60,00 g; acido
nicotinico, 160,00 g; vitamina B6, 16,00 g; acido fdlico, 4,00 g; vitamina B12, 80 mg; biotina, 500 mg. Pre-
mezcla de minerales kg-1: manganeso, 100 g; zinc, 160 g; hierro, 200 g; cobre, 20 g; yodo, 5 g; cobalto,
0.60 mg. ®marca VEPINSA S.A. de C.V. Grado alimenticio, grado de desacetilacion 85%, peso molecular
280000 a 35000 kDa. ¢ Energia cruda (Mcal/kg)=5,7cal*PB+9.4*LB+4.7*ELN.
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6.5. Elaboracion de las Dietas Experimentales

Como se muestra en Figura 3, se sigui6 el protocolo de la Planta de Alimentos de CIAD, Unidad
Mazatldn (Hernandez et al., 2010), en donde se formularon y elaboraron las siguientes dietas
experimentales.

El proceso comenzé moliendo todas las harinas en el molino de martillo marca micron para obtener
a tamarfio de particula de 250um de todas las harinas que se utilizaron en la elaboracién de las
dietas. Posteriormente, se pesaron los ingredientes, de acuerdo con la formulacion de las dietas, en
una balanza Torrey EQB 50/100 Kg con precision de 0.1 g y los micro-ingredientes se pesaron en
una balanza Mettlet PM 488-Delta Ranger con precision de 0.01 g.

Posteriormente se homogeneizaron los macro-ingredientes, que incluye todas las harinas y se
mezclaron por un periodo de 30 minutos, después se incorporan lo micro-ingredientes y se siguié
mezclando por un periodo de 10 minutos, posteriormente se adicionaron los aceites (10 minutos de
mezcla) y agua hasta obtener una mezcla pastosa, esta mezcla se realiz6 en una mezcladora Kitchen
Aid de 5L de capacidad. La mezcla resultante se coloco en un molino de carne Tor-rey con un dado
de 2mm de apertura para peletizar el alimento.

Los pellets se cortaron manualmente, se colocaron en charolas de aluminio y se secaron en un
horno de secado por conveccién a 40°C durante 8 horas, hasta que presentaron una humedad de
8% aproximadamente en todas las dietas, la humedad se estuvo monitoreando después de 5 horas
por medio de una termobalanza Sartorius MA35.

Las dietas secas se cortaron, y se tamizaron para obtener un tamafio de pellet de 3mm,
posteriormente fueron designados a su respectivo contenedor hermético etiquetado y se

almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Elaboracion de dietas experimentales
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Figura 4. Diagrama de flujo de la elaboracion de las dietas experimentales en la planta de alimentos del CIAD, Unidad Mazatlan

(Hernandez et al., 2010).
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6.6. Anélisis Proximales

Los andlisis de caracterizacion proximal de los ingredientes, dietas, y composicion corporal inicial
y final de los organismos experimentales, se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bromatologia del
CIAD Unidad Mazatlan en el area de Nutricion de peces y crustaceos siguiendo las técnicas
estandarizas (AOAC, 2011).

6.6.1 Analisis de Humedad

La cantidad de humedad fue determinada por el método gravimétrico “Perdida en el secado de
alimentos” AOAC 4.1.06, 2011. Utilizando un horno de secado (SHEL-LAB, Ce5G, Cornelius,

OR, USA) en donde se introdujeron las muestras a 105°C durante un periodo de 5 horas.

6.6.2 Andlisis de Proteinas

El andlisis de proteina se llevo a cabo por el método de Micro-Kjeldahl AOAC 12.7.07 2011,
utilizando un equipo de digestion y destilacion (LABCONCO 65000, LABCONCO
CORPORATION, USA).

6.6.3 Analisis de Lipidos

El analisis de la cantidad de grasas se realizo por el método Soxhlet 4.5.05, AOAC 2011, utilizando
éter de petr6leo como solvente en el equipo automatico Soxhlet (FOSS Sox-Tec 2050, Soxhlet
Avanti 2050, USA).
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6.6.4 Andlisis de Ceniza.

Para determinar el contenido de ceniza se utilizé el método de calcinacién a 550°C durante 6 horas
en una mufla (Fisher Scientific International, Inc. Pittsburgh, PA, USA) Por el método AOAC
32.1.05, AOAC 2011.

6.7 Pardmetros Zootécnicos.

Los parametros zootécnicos se registraron cada 15 dias, para conocer el crecimiento y

supervivencia de los organismos, los parametros analizados fueron los siguientes:

Peso ganado (g):
PG = Peso promedio final (g) — Peso promedio inicial (g)

Tasa de crecimiento (%):

Peso ganado
TC = g (€9)

= x 100
Peso inicial promedio (g)

Tasa especifica de crecimiento (%/dia):

In Peso final (g) - InPeso inicial (g) 10
= X

TEC 0

namero de dias

Supervivencia (%):

Numero de organismos final
= x100

Numero de organismos inicial

Tasa de conversion alimenticia (TCA):

Alimento consumido (g)
TCA=

Peso ganado (g)
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Tasa de eficiencia proteica (PER):

Incremento en peso (g)

PER =
Proteina Consumida (g)

6.8 Indices Bioldgicos Corporales.

Al finalizar el bioensayo se tomaron 4 organismos por unidad experimental, los cuales se
sacrificaron por sobredosis (0.75mL L) de esencia de clavo. Se midi6 el peso y talla corporal,
fueron eviscerados para medir el peso total visceral, peso de higado y grasa intraperitoneal de los
mismos. Los indices biologicos se obtuvieron utilizando los datos registrados, siguiendo las

siguientes ecuaciones:

Factor de condicion (FC):

peso total del cuerpo (g) 100
X

B (Longitud total del cuerpo (cm)®)
indice viscerosomatico (1V):

peso total de visceras (g) 100
— X

peso total del cuerpo (g)
indice hepatosomético (IH):

peso total de higado (g) 100
_ X

peso total del cuerpo (g)
indice de grasa intraperitoneal (GI):

eso total hiimedo de grasa
=P grasa(9) oo

peso total del cuerpo (g)
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6.9 Evaluacion Histoldgica de la Microanatomia del Tejido Intestinal de Tilapia Roja
Oreochromis Sp

Los anélisis histologicos de las muestras se llevaron a cabo en el Laboratorio de histopatologia de
peces del CIAD Unidad Mazatlan.

La histologia es el método diagnostico que permite un panorama general del estado de salud
intestinal de los organismos, para la determinacion de la microanatomia normal y patoldgica se
tomaron 6 organismos de muestra al inicio del bioensayo para su evaluacién intestinal y al final
del bioensayo (75 dias después) se tomaron dos organismos por unidad experimental, teniendo una
n=8 organismos de muestra por tratamiento.

Cada pez seleccionado aleatoriamente fue sacrificado con sobredosis de clavo (PMQ,
Proquimersy). Se realiz6 diseccion peritoneal para extraer el intestino y fijarlo inmediatamente de
manera individual en 10% de formalina (100 mL formaldehido 37—40 %; 900 mL agua de mar; 4.0
g fosfato de sodio monobaésico y 6.5 g de fosfato de sodio dibasico). Las muestras fueron sometidas
a una deshidratacion gradual de alcohol etilico (70, 80, 96 100%) y después fueron embebidos en
parafina, para su posterior corte con el uso de un micrétomo. Se realizaron cortes longitudinales
del intestino anterior y posterior de 5um en un micrétomo rotatorio (Jung Histocut Leica #820),
los cortes obtenidos se tifieron por la técnica de hematoxilina-eosina para la diferenciacion de los
componentes del tejido (Lee y Luna 1968; Drury y Walington 1980; Kamonporn et al. 1999). Los
cortes fueron analizados bajo un microscopio OLYMPUS (CH-30RF100, Japdn) y las fotografias
tomadas con una cdmara Micropublisher 3.3 (Olmaging, Canada).

6.10 Evaluaciéon Semicuantitava de la Microanatomia del Tejido Intestinal.

Las alteraciones intestinales se evaluaron semicuantitativamente en funcién de los criterios
publicados por Uran et al., 2008 en el cual describe las patologias y el grado de severidad
presentado en el tejido intestinal causado por alimentacion con dietas altas en harina de soya

(Cuadro 11, Anexo 1), este sistema de puntuacion semicuantitativa se utilizo para seccion anterior
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y posterior, con excepcion de las vacuolas supranucleares ya que estas solo se presentan en la
seccion posterior intestinal. Para los resultados obtenidos de la evaluacion semicuantitativa, de
pliegues de la mucosa (PM), Células Goblet (CG), Granulos Eosinéfilos (EG), Lamina Propia (LP)
y Mucosa Sub-epitelial (MS), para la puntuacion semicuantitativa de los grados de inflamacién
linfocitica (LF, Linfocitos) se utilizé el sistema de puntuacion semicuantitativa en tilapia roja
Oreochromis sp. alimentada con dietas altas en vegetales observadas en este estudio (Cuadro 12 y
Figuras 21-25., Anexo 2).

6.11 Evaluacion de Microbiota Intestinal

El proceso de toma de muestra y extraccion de ADN se llevé a cabo en el Laboratorio de
Bacteriologia de CIAD Unidad Mazatlan.

Los peces se alimentaron por la mafiana (8:00 am) y después de 30 min se tomaron 4 peces por
unidad experimental los cuales fueron sedados con esencia de clavo al 0.5% y después se aplicd
sobredosis de clavo para su muerte. Posteriormente bajo condiciones asépticas, se realizd una
diseccién completa del area peritoneal y se extrajo la seccién distal del intestino.

Las muestras se colocaron en un microtubo de 2 mL con etanol al 96% y se almacend a -20 °C.

6.11.1 Extraccion de DNA Gendémico Bacteriano con el Método de CTAB

La extraccién de ADN gendmico bacteriano del contenido intestinal de la tilapia roja Oreochromis
sp. se realizo por el método de buffer Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB):

1. En una campana de flujo laminar, con el &rea aséptica, se extrajo la seccion intestinal del
microtubo de 2 mL, se cortd la seccién de forma longitudinal para extraer el contenido
intestinal (heces), el cual se colocd en un microtubo estéril de 1.5 mL.

2. Posteriormente se agregaron 350 pL de buffer CTAB a cada muestra.

3. Seagrego6 20 pL de proteinasa K en una concentracion de 20 mg/mL y se agito brevemente.
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4. Los microtubos se colocaron en un termoblock a 55°C, hasta que el contenido quedo
digerido.

5. Los microtubos se sacaron del termoblock y se agregd 300 pL de LiCl 5M y se agitd durante
un minuto. Después se afiadio 600 uL de cloroformo: alcohol-isoamilico (24:1) y se agito
brevemente.

6. La mezcla resultante se agitd durante 30 min a temperatura ambiente y se procedid a
centrifugar a 13,000 rpm durante 15 min.

7. Se extrajeron 500 pL de la capa acuosa (parte superior) del tubo y se transfirid a un
microtubo estéril de 1.5 mL.

8. Se afiadieron 50 uL de acetato de sodio 3 M, 1 mL de etanol absoluto frio; se procedi6 a
agitar el tubo y se coloca a -20°C por 1 hora.

9. Se centrifugo6 durante 20 min a 13 000 rpm a 4°C y se retiro el sobrenadante.

10. Se agregaron 750 pL de etanol al 70% después se agit6 por 15 min a temperatura ambiente,
enseguida se centrifugd a maxima velocidad (14,000 rpm) durante 5 min a temperatura
ambiente y se retird el sobrenadante.

11. El pellet de ADN se dejé secar en una campana de flujo laminar, una vez seco se afiadié 50
uL de agua de 18Q estéril para re-suspender el pellet (ADN).

12. Se calentaron los microtubos a 95°C por 5 minutos y se colocaron en hielo; al finalizar se

guardaron las muestras a -20°C.

6.11.2 Concentracion y Purificacion del DNA

Para la determinacion de la concentracién y pureza del ADN se utilizé el espectrofotémetro
DeNOvix DS-11, en el que se coloco 1 pL de la muestra en el orificio lector y posteriormente la
concentracion (ng/mL) y relacion 260/280 nm de absorbancia que representa la pureza y la

concentracion. La concentracion del ADN se ajustd a 100 ng/mL para la amplificacion del ADN.

6.11.3 Amplificacion del Gen de la Region Variable V3 Gen 16S rRNA.
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Para la preparacion de la mezcla maestra se utiliz6 GoTag® Flezi DNA Polimerasa de Promega.
Cada reaccion (muestra) fue de 23 uL mas 2 pL de DNA (en tanta cada microtubo contenia 25 pL
de reaccidn por tubo). Por cada mezcla se incluy6 un control positivo (Mezcla de cepas) y negativo
(Agua libre de nucleasas). La amplificacion se verifico en gel de agarosa al 2% a 90 V durante 30
minutos.

Se amplificé por PCR una region de =200 pb correspondiente a la region variable V3 del gen 16S
rRNA. Utilizando un primer (bar-code) en cada muestra, con la finalidad de organizar las
secuencias obtenidas con la muestra correspondiente: (oligonucledtido delantero) 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG - CCTACGGGNGGCWGCAG -3/,
(oligonucledtido inverso) 5- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG -
GACTACHVGGGTATCTAATCC -3".

El protocolo de PCR utilizado para la amplificacion es el siguiente: se establecio la etapa inicial
(desnaturalizacion) en 95°C durante 5 min, seguido por 45 ciclos de amplificacion donde se
intercalaron 3 temperaturas (unién, alineacion y extension) en 3 periodos de tiempo (95°C/35s,
56°C/35s, y 72°C/1.3 min respectivamente), y 72 °C/10 min de extensién final. En las cuales se

utilizo el instrumento BIO-RAD MyCiclerTM Thermal Cycler, para las amplificaciones de PCR.

6.11.4 Purificacion de los Producto de Amplificacion V3 16s rRNA con Perlas Magnéticas

Las Ampure XP beads se usaron a temperatura ambiente y se les dio vértex por 30 s para
suspederlas. Se agregaron 0.6 pL de perlas Ampure XP beads por cada pL. de muestra tagmentada
que se tenia, con la finalidad de obtener fragmentos >300 pb. Se mezclé lentamente por unas 10
veces aproximadamente e incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se colocaron
en la gradilla magnética por 2 minutos, hasta que aclaro la solucidn, se retiro el sobrenadante de
cada tubo con la micropipeta sin tocar las perlas magnéticas. Se hizo un lavado con 200 pL etanol
frio al 80% (recién preparado) se incub6 por 30 s 0 hasta que la solucion se aclard. El sobrenadante
(etanol) se retir6 con micropipeta. Los tubos se dejaron descubierto de 8 a 10 minutos para que se
volatizara el etanol. Después se adicionaron 15 pL de Tris 10 Mm pH 8 o agua libre de nucleasas

a cada tubo y se mezclo 10 veces aproximadamente para resuspender la muestra. Los tubos se
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incubaron a temperatura ambiente por 2 minutos, se colocaron los tubos nuevamente en la gradilla
magnética por 2 minutos o hasta que se aclar6 la muestra. Posteriormente, se transfirieron 14 pL
del sobrenadante a un tubo de 0.2 mL y almaceno a 4 °C. El producto final del purificado se

visualizo en un gel de agarosa al 1%.

6.11.5 Secuenciacion Masiva

Se prepar0 el templado en el equipo MiniSeq de Illumina, en el cual se ajustaron las muestras a
una misma concentracion equimolar, la cual inmoviliza los fragmentos a secuenciar sobre un
sustrato especifico que permite la amplificacion y su enriquecimiento. Se realizé un lavado al
secuenciador segun las especificaciones del fabricante, se cargé el templado en el flow cell y se

secuencio.

6.11.6 Analisis Bioinformatico

Las secuencias generadas en formato FASTQ, fueron sometidas a una limpieza, ensamble,
deteccion de quimeras y asignacion taxondmica, este proceso se realizé con el pipeline
metagendmico descrito en https://github.com/GenomicaMicrob/metagenomic_pipeline; el cual se

describe a continuacion.

6.11.6.1 Limpieza, ensamble y deteccion de quimeras. Las secuencias obtenidas se sometieron a
una limpieza bioinformatica, para eliminar las secuencias de baja calidad (QC<20), presencia de
oligonucleottidos, adaptadores y “barcodes” y ensamblar las secuencias se usé el programa pair-

end_cleaner (https://github.com/GenomicaMicrob/pair-end_cleaner). Se prosiguié con la

deteccion 'y eliminacion de quimeras utilizando el programa chimera_detector

(https://github.com/GenomicaMicrob/chimera_detector), el cual implementa el programa Vsearch
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V2.14.2 (Rognes et al., 2016) con la base de datos de SILVA 128.
La asignacién taxondémica y OTUs se realizd6 con el programa mg_classifier

(https://github.com/GenomicaMicrob/mg_classifier) el cual realiza la asignacion taxondémica para

cada grupo taxonomico (Yarza et al., 2004), con la base de datos EzBiocloud.

6.11.6.2 Analisis de OTUS. Los OTUs (Unidades Taxonomicas Operacionales) obtenidos con
mg_classifier fueron evaluados con el lenguaje de programacion R 3.6.3, en RStudio Version 3.6.3
(Mcmurdie et al., 2013). El anélisis para calcular la curva de rarefaccion fue evaluada con la
paqueteria ranacapa (https://github.com/gauravsk/ranacapa). La abundancia relativa fue calculada
con los 15 fila y familias méas abundantes. Los valores de alfa diversidad fueron calculados con la

paqueteria phyloseq (https://github.com/joey711/phyloseq) (Mcmurdie et al., 2013), con el indice

de diversidad de Shannon, OTUs observados, chaol y lvnSimpson.
Las diferencias entre las comunidades (Beta diversidad) fueron determinadas con un anélisis de
escalado multidimensional no métrico (NMDS por sus siglas en inglés) con la distancia de Bray-

Curtis (999 permutas), el andlisis se implementé con la paqueteria Phyloseq.

6.11.6.3 Analisis de prediccion de vias metabdlicas KEGG. El andlisis para predecir respuestas
funcionales de taxones bacterianos de las dietas evaluadas, se obtuvieron utilizando el programa
Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unbserved States (PICRUS,
V1.1.1, http://picrust.github.io/picrust/) (Langille et al., 2013) y KEGG (Enciclopedia de genes de
Kyoto y genomas, Kanehisha, Goto, Sato, Furumichi y Tanabe, 2012) los resultados obtenidos se

analizaron utilizando Stamp Versién 2.1.3 en el nivel 2y 3.

6.12 Andlisis Estadisticos

La evaluacion de pardmetros zootécnicos y somaticos se realizé un transformado arco-seno a los

datos obtenidos, se evaluo la normalidad y homocedasticidad con el método de Levene y
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Kolmogorov-smirnov respectivamente. Para identificar diferencias entre los grupos se aplico una
prueba de ANOVA de una via, posteriormente para denotar diferencias significativas entre los
grupos (P<0.05), se prosiguio con la prueba post-hoc de Tukey.

En el andlisis de puntuacion semicuantitativa del estado de severidad de las patologias en la
microanatomia intestinal, se evalud la normalidad y homocedasticidad con el método de Levene y
Kolmogorov-smirnov respectivamente, como las muestras no cumplieron con el supuesto de
homogeneidad se aplico la prueba de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis, (P<0.05).

Las diferencias entre las comunidades de la microbiota intestinal (Beta diversidad) fueron
determinadas con NMDS, con la distancia de Bray-Curtis (999 permutas), el analisis se implementd
con la paqueteria Vegan (Oksanen et al., 2008). Para encontrar diferencias en la estructura de la
comunidad entre las dietas, se implemento la prueba ADONIS por pares, distancia de Bray-Curtis
y correccion de Bonferroni, utilizando Adonis V0.0.1 por pares (Martinez Arbizu, 2017;
https://github.com/pmartinezarbizu/pairwiseAdonis).

El andlisis realizado mediante PICRUST para la prediccion funcional KEEG, fueron comparados

mediante el método no paramétrico White’s T-test (P<0.05).
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis de Composicion Proximal Corporal

Los resultados de andlisis corporal proximal inicial de la tilapia roja en base humeda fueron de:
72.21% de humedad, 15.77% de proteina, 3.98% de ceniza y 0.38% de extracto libre de nitrégeno
en promedio. En la Cuadro 2 se representan los valores promedio del andlisis corporal proximal de
los organismos al final del bioensayo.

Cuadro 2. Analisis de composicion proximal corporal de tilapia roja Oreochromis sp. después de
75 dias de experimentacion (valores expresado en base himeda).

Dieta Proteina (%)  Lipidos (%) Ceniza (%) ELN (%) Humedad (%)
HV

a ab a a a
1621£0.60  7.84+0.96  4.00£0.21  016+009  71.79£1.45

o b ab a a a
HVOS%Q 15264042  7.9340.85  3.96+0.13  053:0.17  72.30+1.45
HVI%Q 15700070 8.54:0.80  3.68+0.13  05140.12"  71.6041.25
a ab a a a
HV27%Q 16054044 7244111 4.00£0.12  023:0.15"  72.48+1.39
LV

a b a a a
15.63£0.36  6.80£0.41  4.25:034  046:0.06  72.85+0.75

HV=dietas altas en vegetales (High vegetable), Q= Quitosano, LV= dieta baja en vegetal (Low vegetable).
Los valores (la mediatSD, n=3) con superindice distinto muestra existencia de diferencias significativas
entre peces alimentados con las diferentes dietas p<0.05 (Prueba de Tukey).

7.2 Evaluacion de Pardmetros Zootécnicos

En la Cuadro 3 se muestran los resultados de crecimiento, y rendimiento productivo de los peces
alimentados con las cinco dietas durante 75 dias de experimentacion. Los organismos alimentados
con las dietas altas en vegetales (HV, HV+0.5%Q, HV+1%Q y HV+2%Q) presentaron
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significativamente (P<0.05) mejores resultados en parametros zootécnicos en comparacion con la
dieta LV, puesto muestra el menor rendimiento productivo con un promedio con una PG =
11.16+1.6 g, una TCA = 1.69+0.2 y una TCE = 3.75%0.18 %/dia en comparacion con las 4 dietas
altas en vegetales (HV) con promedio de PG=21.394+2.9 g una TCA = 1.30+0.1 y una TCE =
4.57+0.16 %/dia (P>0.05). No hay diferencias significativas (P<0.05) entre las dietas HV,
HV+0.5%Q, HV+1%Q y HV+2%Q, los pardmetros zootécnicos mostraron el mismo crecimiento,
por lo tanto, el quitosano no tuvo un efecto en crecimiento al adicionarlo en las dietas altas en

vegetales.

Cuadro 3. Parametros de crecimiento y eficiencia del alimento en tilapia roja Oreochromis sp.
durante 75 dias de experimentacion.

Dieta PG () TCA  PER (%) TC (%) TCE S (%)
(%/dia)

HV 21.29+£3.4* 1.30£0.1* 2.12+0.2% 2998.43+472.5% 4.57+0.22* 100+£0.0%
HV 0.5%Q 21.36x2.4% 1.30+0.1* 2.08+0.1*° 3007.98+340.7% 4.58+0.15* 96.7+3.8%
HV 1%Q  21.32+2.9% 1.27+0.1* 2.18+0.3% 3012.70+394.1* 4.58+0.16* 100+0.0%
HV 2%Q 21.60£1.9% 1.31+0.1* 2.09+0.2% 3042.44+262.2* 4.59+0.11% 96.7+3.7°

LV 11.16+1.6° 1.69+0.2° 1.61+0.2° 1571.83+222.9°® 3.75+0.18° 100+0.0°
HV=dietas altas en vegetales (High vegetable), Q= Quitosano, LV= dieta baja en vegetal (Low vegetable).

Los valores (mediaxzSD, n=60) con superindice distinto muestra existencia de diferencias significativas
entre peces alimentados con las diferentes dietas p<0.05 (Prueba de Tukey).

7.2.1 Peso Ganado (PG)

Las tilapias rojas alimentadas con las cuatro dietas con alto contenido vegetal y la dieta control sin
y con adicion de quitosano (HV, HV+0.5%Q, HV+1%Q, HV+2%Q) mostraron una mayor

ganancia de peso, en comparacion con la dieta baja en vegetales LV (P<0.05).
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7.2.2 Tasa de Crecimiento (TC)

Como se observa en la Cuadro 3 la inclusién de quitosano no influyo en el crecimiento de la tilapia
roja al ser alimentadas con dietas altas en vegetales (P<0.05). Sin embargo, se presentd mayor
crecimiento con estas dietas HV en comparacion LV (P<0.05).

7.2.3 Tasa Especifica de Crecimiento (TCE)

Las dietas altas en vegetales con y sin quitosano HV no mostraron diferencias significativas
(P<0.05) y se obtuvo un resultado de TCE de 4.58%/dia, mientras que la dieta baja en vegetales
LV presento una TCE significativamente menor de 3.75%/dia (P<0.05).

7.2.4 Supervivencia (S)

Se obtuvo un resultado para supervivencia entre el 96 al 100%, sin encontrar diferencias

significativas entre las dietas (P<0.05) (Cuadro 3).

7.2.5 Tasa de Conversion Alimenticia (TCA)

Las dietas altas en vegetales con quitosano (HV+0.5%Q, HV+1%Q, HV+2%Q) no mostraron
diferencias significativas con la dieta control (HV), por lo que se mantuvieron en una TCA de
1.3+0.1, mientras que la dieta baja en vegetales sin quitosano (LV) si muestra una diferencia en

comparacion con las demas dietas ya que presento una TCA de 1.69+0.2.
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7.3 Evaluacion de indices Corporales Somaticos

En la Cuadro 4 se muestran los valores de los indices corporales somaticos, factor de condicion,
indice hepatosomatico y la relacion de grasa intraperitoneal, los cuales no muestran diferencia

significativa entre los organismos (P>0.05).

Cuadro 4. Evaluacién de indices corporales somaticos de tilapia roja Oreochromis sp. después de
75 dias de experimentacion.

DI factor de Indice indice Relacion grasa
ieta .. . . .. . )
condicion viscerosomatico hepatosomatico intraperitoneal.
HV 1.671+0.21 6.107+1.1 2.501+0.68 0.910+0.81
HV 0.5%Q 1.660+0.37 5.383+1.21 2.691+1.11 1.264+0.88
HV 1%Q 1.520+0.11 5.604+1.21 2.671+0.68 1.169+0.64
HV 2%Q 1.507+0.20 5.440+0.72 2.740+0.91 0.532+0.68
LV 1.498+0.20 6.385+1.43 2.735+1.13 1.751+0.89

HV=dietas altas en vegetales (High vegetable), Q= Quitosano, LV= dieta baja en vegetal (Low vegetable).
Los valores (mediatSD, n=16) no presentan diferencias significativas entre peces alimentados con las
diferentes dietas p<0.05.

7.4 Evaluacion Semicuantitava de la Microanatomia del Tejido Intestinal de Tilapia roja

Oreochromis sp.

Se siguio el sistema de puntuacion semicuantitativa de Urén et al. 2008, (Cuadro 11, Anexo 1) para
los resultados obtenidos de la evaluacion semicuantitativa, de pliegues de la mucosa (PM), Células
Goblet (CG), Granulos Eosindfilos (EG), Lamina Propia (LP) y Mucosa Sub-epitelial (MS) y para
la puntuacién semicuantitativa de los grados de inflamacién linfocitica (LF, Linfocitos) se utiliz6
el sistema de puntuacion semicuantitativa en tilapia roja Oreochromis sp. alimentada con dietas
altas en vegetales observadas en este estudio (Cuadro 12 y Figuras 22-26, en el Anexo 2).

Los elementos microanatomicos intestinales analizados en la seccidén proximal que presentaron

diferencias significativas, fue la presencia de linfocitos (LF) y células goblet (CG), en donde se
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muestra un mayor grado de severidad en los organismos alimentados con HV y LV, comparados
con los organismos alimentados con HV+1%Q y HV+2%Q que presentaron menor grado de
severidad en estos elementos. En los demas elementos microanatomicos se presentan con un grado
de severidad normal (1) a aguda (2 a 3), en los cuales no se presentan diferencias significativas
entre tratamientos (Cuadro 5) (P>0.05).

Cuadro 5. Evaluacion del grado de enteritis en la seccidn intestinal proximal de tilapia roja
Oreochromis sp. alimentada con dietas altas en vegetales.

Elementos microanatdémicos intestinales.

DIETAS PM CG EG LP MS LF

HV 3.13+0.99° 3.00+0.76%°  1.88+0.99° 3.00+1.07% 2.25+0.46% 3.00+1.12°
HV+0.5%Q 2.50+0.93% 2.50+0.93® 2.00+1.51%® 2.63+1.19° 2.25+1.16% 2.75+0.66%
HV+1%Q  2.25+#1.16° 1.75+1.04%® 1.00+0.01% 2.25+1.04® 1.75+0.89° 2.25+1.09°
HV+2%Q  2.62+1.06° 1.63+0.92° 1.13+0.35% 2.25+1.04® 2.00£0.93® 2.00+1.07°
LV 3.25+0.89% 3.25+0.71*  1.00+0.01* 3.50+0.76° 3.13+0.35%  2.75+1.09%

PM, pliegues de la mucosa; GC, Células Goblet; EG, Granulos Eosinéfilos; LP, Lamina Propia; SM,
Mucosa Sub-epitelial; LF, Linfocitos. Los valores (mediaxSD, n=8) con superindices diferentes denotan
diferencias significativas (P<0.05), Comparacion maltiple de Kruskal-Wallis.

En la seccion distal se presentd un diagnéstico mas homogéneo en cuanto a los grados de severidad
intestinal, en donde solo se encontraron diferencias en los elementos GC con diferencias
significativas entre LV y HV+2%Q), en los demas elementos microanatdmicos se presentan con un
grado de severidad normal (1) a aguda (2 a 3), los cuales no presentan diferencias significativas

entre tratamientos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Evaluacion de grado de enteritis en la seccidn intestinal distal de tilapia roja
Oreochromis sp. alimentada con dietas altas en vegetales.

Elementos microanatdmicos intestinales.

DIETAS PM SVM CG EG LP MS LF

HV 2.75+0.89° 2.25+0.71° 2.63+0.74® 1.63+1.06° 3.50+0.93% 2.38+0.52°
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HV+0.5%Q 2.50+0.93* 2.13+1.13% 2.25+1.16® 1.88+1.46° 2.50+1.31° 2.00+0.76° 2.75+0.66°
HV+1%Q  1.88+0.83* 1.38+0.74%° 1.38+0.52° 1.00+0.01°® 2.13+0.99° 2.00+0.76° 2.13+0.60°

HV+2%Q  1.88+0.83% 1.25+0.46° 1.25+0.46® 1.00+0.01° 2.00+0.76° 2.13+0.64° 2.00+0.71°
LV 2.38+£0.92% 2.38+1.06* 3.00+0.53* 1.00+0.01* 2.63+0.52% 2.25+0.89% 2.25+0.66°

PM, pliegues de la mucosa; SVM, Vacuolas Supranucleares; GC, Células Goblet; EG, Granulos Eosindfilos;
LP, Lamina Propia; SM, Mucosa Sub-epitelial; LF, Linfocitos. Los valores (mediatSD, n=8) con
superindices diferentes por columna denotan diferencias significativas (P<0.05) por columna, Comparacion
maultiple de Kruskal-Wallis.

7.5 Evaluacion en Microscopio Optico de la Microanatomia del Tejido Intestinal.

La Figura 5 muestra la microanatomia intestinal de los organismos alimentados con la dieta HV,
en un corte longitudinal de las vellosidades intestinales, las cuales presentaron arreglos anormales
de los elementos microanatomicos, se observa ensanchamiento de lamina propia (LP) y sub-
mucosa (SM) epitelial en el corte se la seccidn proximal (A) y distal (B). En la seccion proximal
(C) a mayor aumento, se observa una mayor presencia de linfocitos en lamina propia y sub-mucosa
asi como algunos signos de congestién sanguinea, en la seccion distal (D) la deformacion de las
vellosidades, debido al engrosamiento de lamina propia por inflamacion linfocitica y distribucién
difusa de vacuolas supranucleares de pequefio tamafio cerca de la membrana apical en la mayoria

de los enterocitos (D).
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Figura 5. Corte longitudinal del intestino de tilapia roja Oreochromis sp. Alimentada con dieta
control alta en vegetal sin quitosano (HV, control). A: Seccion proximal, B: Seccion distal, C:
Seccion proximal, D: Seccion distal. Se observo LP aumentada, pliegues con longitud normal (A,
C). LP ensanchada, una mayor infiltracion de linfocitos (flechas) en el area de enterocitos, LP y
MS en las figuras B y D. H&E.

La Figura 6 muestra la microanatomia intestinal de los organismos alimentados con la dieta LV,
en un corte sagital de las vellosidades intestinales, en la observacion a 4x se ve un arreglo
aparentemente normal de los elementos microanatdmicos, se observa buena longitud en las
vellosidades, buen tamafio de LP y SM epitelial en el corte de la seccion proximal (A) y distal (B),
al aumentar el objetivo del microscopio a 20x se observo la presencia de necrosis en la zona de
lamina propia, un ligero ensanchamiento de esta zona y presencia de linfocitos en la seccion
proximal (C), en la seccion distal se muestra ligera deformacién de las vellosidades, debido al

engrosamiento de LP por inflamacion (D).
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en vegetal sin quitosano (LV). A: Seccién proximal, B: Seccién distal, C: Seccion proximal, D:
Seccidn distal. Se observaron pliegues con longitud normal, SM y LP aparentemente normales (A
y B); en C y D se observa necrosis y carreoresis (tridngulo) y mayor infiltraciéon de linfocitos
(flechas). H&E.

La Figura 7 muestra la microanatomia intestinal de los organismos alimentados con la dieta
HV+0.5%Q, en un corte longitudinal de las vellosidades intestinales, las cuales presentaron
arreglos anormales de los elementos microanatémicos, se observa ensanchamiento de LP y SM
epitelial en el corte se la seccion proximal (A) y distal (B), en una observacién a 20x se una mayor
presencia de linfocitos, seguido de una severa inflamacion por granulos eosinofilos (EG) en LPy
SM, asi como un mayor conteo de células de moco (CG) en la seccién proximal (C), en la seccion
distal (D) se observa la deformacion de las vellosidades, debido al engrosamiento de LP por
inflamacion linfocitica.
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Figura 7. Corte longitudinal del intestino de tilapia roja Oreochromis sp. alimentada con dieta alta
en vegetal con 0.5% de quitosano (HV+0.5%QU). A: Seccién proximal, B: Seccién distal, C:
Seccidén proximal, D: Seccion distal. En C y D se observa nimero difuso de EG y mayor nimero
de linfocitos (flecha) en LP y MS, también engrosamiento y deformidad de la LP. H&E.

La Figura 8 muestra la microanatomia intestinal de los organismos alimentados con HV+1%Q), en
un corte sagital de las vellosidades intestinales, las cuales presentaron arreglos normales de los
elementos microanatémicos, como los enterocitos (células de absorcidn de nutrientes), asi como
tamafio normal de LP y SM, con presencia tipica o normal de linfocitos (células del sistema
inmune) tanto en la seccion proximal (A y C) como en la seccion distal (B), en la seccién distal
(D) se observa un ligereo ensanchamiento de LP y un ligero aumento de linfocitos en esta zona.
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Figura 8. Corte longitudinal del intestino de tilapia roja Oreochromis sp. alimentada dieta alta en
vegetal con 1% de quitosano (HV + 1%). A: Seccion proximal, B: Seccion distal, C: Seccion
proximal, D: Seccion distal. Mucosa y submucosa normal, pliegues delgados con longitud basal y
lamina propia delgada, en D se observa un ligero ensanchamiento de submucosa. H&E.

Las observaciones realizadas en la Figura 9 muestran a los organismos alimentados con la dieta
HV+2%Q, los cuales presentaron una microanatomia similar con Figura 8 que muestra la
microanatomia intestinal de los organismos alimentados con HV+2%Q, las cuales presentaron
arreglos normales de los elementos microanatémicos, como los enterocitos, tamafio normal de LP
y SM epitelial, con presencia tipica o normal de linfocitos en la seccion proximal (Ay C) y en la
seccion distal (B y D).
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Figura 9. Corte longitudinal del intestino de tilapia roja Oreochromis sp. alimentada con dieta alta
en vegetal con 2% de quitosano (HV + 2%). A: Seccion proximal, B: Seccién distal, C: Seccion
proximal, D: Seccion distal. Mucosa y submucosa normal, pliegues delgados con longitud basal y
LP delgada, ligero ensanchamiento de submucosa (C). H&E.

Los resultados mostrados semi-cuantitativamente y cualitativamente, demuestran que las dietas
que presentaron mejores resultados a nivel microanatomico intestinal fueron las dietas HV+1%Q
y HV+2%Q, las cuales presentaron un menor grado de severidad en los cambios del tejido
intestinal, y presentaron menor cantidad de organismos con presencia de patologias
gastrointestinales (inflamacién linfocitica, inflamacion eosinofilica, necrosis y congestion)
(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Resumen de signos presentados en la microanatomia intestinal de tilapia roja
Oreochromis sp. alimentada con dietas a base de ingredientes vegetales adicionadas con quitosano.

Dietas Diagnostico
5/8 organismos presentaron patologias severas de inflamacién linfociticas
HV (grado 3 a 5) y ensanchamiento de l&mina propia (grado 3 a 5), congestion y 3

casos de inflamacion eosinofila (grado 3 a 4).

5/8 organismos presentaron patologias severas de inflamacion linfocitica (grado
HV + 0.5%Q 3 a5), ensanchamiento de lamina propia (grado 3 a 5) congestion y 2 casos de
inflamacidn eosindfila (grado 3 a 5).
3/8 organismos presentaron patologias severas de inflamacion linfocitica (grado

0,
HV +1% Q 3a4).
HV + 29%0Q g/: Z)rganlsmos presentaron patologias severas de inflamacion linfocitica (grado
5/8 organismos presentaron patologias severas de inflamacion linfocitica (grado
LV 3 a b), ensanchamiento de lamina propia (grado 3 a 5) y 2 casos de necrosis
intestinal.

7.6 Microbiota Intestinal de Tilapia roja Oreochromis sp.

7.6.1 Secuenciacién

La muestras seleccionadas para la secuenciacion (Cuadro 8), fue el contenido intestinal de la
seccion distal del intestino de la tilapia, se secuenciaron 36 muestras (12 por tratamiento) de la
dieta alta en vegetales sin quitosano (HV, control), la dieta alta en vegetales con 2% de quitosano
(HV+2%0Q) y la dieta baja en vegetales (LV).

Cuadro 8. Muestras de intestino de tilapia roja Oreochromis sp. que fueron secuenciadas.

HV HV+2%Q LV

T6-1 T5-1 T4-1
T6-2 T5-2 T4-2
T6-3 T5-3 T4-3
T6-4 T5-4 T4-4
T10-1 T11-1 T12-1
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T10-2 T11-2 T12-2

T10-3 T11-3 T12-3
T10-4 T11-4 T12-4
T16-1 T14-1 T18-1
T16-2 T14-2 T18-2
T16-3 T14-3 T18-3
T16-4 T14-4 T18-4

HV: Dieta control alto en vegetal sin quitosano (High Vegetable); HV+2%Q: Dieta alta en vegetal
con 2% de quitosano (Chitosan Diet); LV: Dieta control bajo en vegetal (Low Vegetable). T:

Tanque, nimero de tanque, nimero de muestra.

7.6.2 Limpieza, Ensamble y Deteccion de Quimeras.

Se elimino el 11.505% de las secuencias totales obtenidas, con un promedio de 1,452,240 (~179
pb) de secuencias utiles ensambladas (Cuadro 9). Se realiz6 una deteccion de 1,119,046 (~180 pb)
secuencias quiméricas, las cuales fueron eliminadas, utilizando la base de datos de SILVA 128,

generando secuencias libres de quimeras, prosiguiendo con el analisis bioinformatico (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resumen del proceso de limpieza, ensamble y quimeras de las secuencias.

. . Secuencias . Secuencias
. Secuencias Secuencias . Calidad . .
Dieta Muestra libres de eliminadas
totales ensambladas . (Qc<20) o
quimeras (%)
T10 54272 49882 40808 4390 8.08
HV TI11 42138 37819 38483 4319 10.25
T12 42382 33153 40887 9229 21.77
T14 46865 42902 25307 3963 8.45
HV+2%Q T16 51494 47376 31182 4117 7.99
TI18 38256 29405 34685 8850 23.13
T4 46047 40862 26237 5185 11.26
LV T5 34279 31343 27491 2936 8.56
T6 54575 50315 22393 4260 7.80

HV: Dieta control alto en vegetal sin quitosano (High Vegetable); HV+2%Q: Dieta alta en vegetal
con 2% de quitosano (Chitosan Diet); LV: Dieta control bajo en vegetal (Low Vegetable). T:
Tanque.

7.6.3 Asignacion Taxonémica (OTUs)

Se realiz6 una clasificacidn de secuencias con la base de datos EzBioCloud, de los cuales fueron
asignados 1,106,344 secuencias (98.86%). ElI 100% de los OTUs detectados fueron
correspondientes al dominio Bacteria; se detectaron en total 19 Fila, 34 Clases, 70 Orden, 135

Familias y 292 Géneros.

7.6.4 Rarefaccién

Un andlisis que se puede hacer con la riqueza, es una curva de rarefaccion, para saber si se
obtuvieron suficientes asignaciones taxonomicas (OTUSs) con las secuencias obtenidas.

Entre mas profundo sea el muestreo, mayor sera el nimero de especies colectadas, lo cual sera
reflejado en una mayor pendiente en la curva, una pendiente positiva indica que el esfuerzo de
muestreo no fue suficiente para obtener muestras representativas de la totalidad de las secuencias,

las pendientes negativas o cero indican lo contrario (Sackmann, 2006; Navarro, 2015).
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De acuerdo a los OTUs obtenidos se realizo el célculo de la curva de curvas de rarefaccion. Los
datos indican que la mayoria de las muestras alcanzaron la asintota a las 15,000 secuencias (Figura
10), lo cual indica que la mayoria de los grupos taxondémicos presentes en las muestras fueron
incluidos en el analisis. En la Figura 10 se observa que la pendiente con menor numero de muestras
obtenidas fue el grupo de LV-T18 (azul), seguido de CD-T5 (roja) (Figura 10), lo cual las hace

suficientes para su andlisis bioinformatico.
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—— LV T44 -2~ Chitosan Diet
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Species Richness

—LV_ T181,
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/ ///"‘ = T150_ HM4T163

V_T43

0 10000 20000 30000 40000 50000
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Figura 10. indice de rarefaccion de la microbiota del contenido intestinal de la seccion distal de la
tilapia roja Oreochromis sp. a los 75 dias de experimentacion. HV: Dieta control alto en vegetal
sin quitosano (High Vegetable Diet ); HV+2%Q: Dieta alta en vegetal con 2% de quitosano
(Chitosan Diet); LV: Dieta control bajo en vegetal (Low Vegetable Diet).
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7.6.5 Abundancia Relativa de la Comunidad Bacteriana Intestinal de la Tilapia roja
Oreochromis sp.

La familia Fusobacteriaceae predomino en las dietas altas en vegetales independientemente de la
adicion del prebidtico (quitosano), ya que tanto en la dieta control sin quitosano (HV) y con
quitosano (HV+2%Q) muestran que Fusobacteriaceae (84.27%) es la familia mas abundante en la
tilapia roja Oreochromis sp. alimentada bajo este este régimen alimenticio. Los organismos
alimentados con dietas bajas en vegetales (LV), presentaron un mayor namero de familias, las méas
abundantes fueron Vibrionaceae (50.45%), seguido de otras familias como: Fusobacteriaceae
(15.81%), Rhodobacteraceae (8.05%), Comamonadaceae (4.81%) y Aeromonadaceae (3.46%) son

las familias mas abundantes (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia relativa de los 15 principales filas presentes en las muestras de contenido
intestinal de la secciéon distal de la tilapia roja Oreochromis sp. después de 75 dias de
experimentacion.

La familia Fusobacteriaceae predomino en las dietas altas en vegetales independientemente de la
adicion del prebidtico (quitosano), ya que tanto en la dieta control sin quitosano (HV) y con
quitosano (HV+2%Q) muestran que Fusobacteriaceae (84.27%) es la familia mas abundante en la
tilapia roja Oreochromis sp. alimentada bajo este este régimen alimenticio, mientras que en los
organismos alimentados con dietas bajas en vegetales (LV), tienen una mayor distribucién en la
abundancia de familias, en donde la predominante fue Vibrionaceae (50.45%), seguido de otras
familias como: Fusobacteriaceae (15.81%), Rhodobacteraceae (8.05%), Comamonadaceae
(4.81%) y Aeromonadaceae (3.46%) son las familias mas abundantes (Figura 12).
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Figura 12. Abundancia relativa de las 15 principales familias presentes en muestras de del
contenido intestinal de la seccion distal de la tilapia roja Oreochromis sp. después de 75 dias de
experimentacion.

Las estimaciones de abundancia se obtuvieron en el conteo de taxones clasificados por filo y
familia, se reportaron los 15 principales taxones obtenidos en los siguientes dominios.
Independiente de la dieta y del quitosano, la fila mas abundante en las dietas fueron Proteobacterias
y Fusobacterias, sin embargo en diferente proporcién. EI mapa de agrupamiento jerarquico de los
perfiles de composicién de la microbiota intestinal representados por amplicones de ARN
ribosémico 16S por muestra (Figura 13). El color de los gradientes va de azul (mas abundante) a
blanco (sin abundancia) muestra la abundancia relativa a escala de familia de cada taxén de todas
las muestras. Los perfiles de la comunidad presentados son el resultado de tres réplicas técnicas
para cada fraccion de muestreo. Las bacterias que se muestran representan los 15 taxones con la

mayor abundancia relativa media en todas las muestras.
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Figura 13. Heat-map de la abundancia a nivel familia de la microbiota del contenido intestinal de
la seccion distal de la tilapia roja Oreochromis sp. por tanque a los 75 dias de experimentacion.
HV: Dieta control alto en vegetal sin quitosano (High Vegetable Diet ); HV+2%Q: Dieta alta en
vegetal con 2% de quitosano (Chitosan Diet); LV: Dieta control bajo en vegetal (Low Vegetable

Diet).

7.6.6 Medidas de Diversidad Alfa de la Microbiota Intestinal de Tilapia roja Oreochromis sp.

En cada metrica de diversidad alfa de Shannon, OTUs observados, Chaol y InvSimpson de la
microbiota del contenido intestinal de tilapia roja Oreochromis sp., muestra significativamente
(P<0.05) una mayor diversidad en microbiota intestinal en los organismos alimentados con la
dieta LV que los organismos alimentados con HV y HV+2%0Q., lo cual muestra que los organismos
alimentados con dietas altas en vegetales, reduce la diversidad microbiana intestinal,
independientemente de agregar quitosano a la formulacién, lo cual indica que la disbiosis generada

en los organismos fue causada directamente por los ingredientes vegetales (Figura 14).
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\Figura 14. indices de diversidad alfa: indice de Shannon (A), OTUs observados (B), chaol (C) y
IvnSimpson (D) de la microbiota del contenido intestinal de la seccion distal de la tilapia roja
Oreochromis sp. Datos agrupados por dietas a los 75 dias de experimentacion. HV: Dieta control
alto en vegetal sin quitosano (High Vegetable Diet); HV+2%Q: Dieta alta en vegetal con 2% de
quitosano (Chitosan Diet); LV: Dieta control bajo en vegetal (Low Vegetable Diet). Los valores
p<0.05 denotan diferencias significativas, Wilcoxon test

7.6.7 Diversidad Beta de la Microbiota Intestinal de Tilapia roja Oreochromis sp.

Los resultados de diversidad beta en los grupos evaluados (Figura 15 y 16) muestran que hay
diferencia significativa (Cuadro 10) en la estructura de la comunidad microbiana de los organismos
alimentados con LV comparado con los grupos HV y HV+2 (P<0.05), en donde los clusters del

grupo LV no comparten caracteristicas semejantes entre si con HV y HV+2%Q.
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Figura 15. Diversidad beta Bray-Curtis método NMDS con los datos agrupados (elipses) de la
microbiota del contenido intestinal de la seccidn distal de la tilapia roja Oreochromis sp. de datos
agrupados por dietas a los 75 dias de experimentacion. HV: Dieta control alto en vegetal sin
quitosano (High Vegetable Diet); HV+2%Q: Dieta alta en vegetal con 2% de quitosano (Chitosan

Diet); LV: Dieta control bajo en vegetal (Low Vegetable Diet).

01 e 1.0 ° 1.0 .
®
» ®
051 ® 0.5 * ® 0.5 .
o ® - P . ot ®e ** ®
®
o~ L N ® ® © ® e T P © «® %0 ey, Diet
® L 7] . L4 @ el ®
Q oo - % 0 0.0 . B 004 <
= oo . R = g °e ey = s .. ° ®  Chitosan Diet
z b z [ . o ® z » ® o
° * ® 2 ® High Vegetable Diet
. * 05 ° 054 . _
054 e e o ® ® : e | ® ®  Low Vegetable Diet
- L]
1.0 1.0
.04 ® ® ®
-1 0 1 -1 0 1 1.0 05 0.0 05 1.0
NMDS1 NMDS1 NMDS2

Figura 16. Diversidad beta Bray-Curtis método PCoA de la microbiota del contenido intestinal de
la seccion distal de la tilapia roja Oreochromis sp. de datos agrupados por dietas a los 75 dias de
experimentacion. HV: Dieta control alto en vegetal sin quitosano (High Vegetable Diet);
HV+2%Q: Dieta alta en vegetal con 2% de quitosano (Chitosan Diet); LV: Dieta control bajo en

vegetal (Low Vegetable Diet).
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Cuadro 10 Diferencias en la microbiota intestinal de tilapia roja Oreochromis sp. implementando
ADONIS por pares, distancia de Bray-Curtis y correccion de Bonferroni.
ADONIS, distancia Bray-Curtis, correccion Bonferroni

Dietas Modelo F. R2 P<0.05 P. ajustado
HV+2%Q vs HV 0.27 0.989 0.045 0.352
HV+2%Q vs LV 1.25 3.988 0.159 0.002*

HV vs LV 1.44 4.528 0.170 0.002*

7.6.8 Predicciones de la Composicion Funcional en las Vias KEGG de la Microbiota Intestinal

de la Tilapia roja Oreochromis sp.

Los organismos alimentados con dietas altas en vegetales con y sin quitosano (HV, High Vegetable
Diet y HV+2%Q, Chitosan Diet), muestran que los perfiles funcionales de las vias metabdlicas
KEGG a nivel 2 son similares, sin embargo estos grupos comparados con LV (baja en vegetales)
muestran diferencias significativas (P<0.05) en la mayoria de sus perfiles metabolicos. Las
comunidades bacterianas de las dietas altas en vegetales, muestran una mayor actividad en el perfil
funcional del metabolismo de los carbohidratos y energia, mientras que los organismos alimentados
con dietas bajas en vegetales, mostraron que el perfil funcional de la microbiota intestinal favorece

el metabolismo de los aminoacidos, motilidad celular y metabolismo lipidico (Figura 17).
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Figura 17. Predicciones PICRUSt de la composicion funcional en las vias KEGG de nivel 2 de la
microbiota intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp. Los puntos del lado derecho ilustran las
diferencias en las proporciones medias (%) entre dos grupos indicados usando valores p.

Mean proportion (%)

Las predicciones generadas por PICRUSt de la composicion funcional en las vias KEGG de nivel
3 de la microbiota intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp. alimentadas con HV y LV, muestran
diferencias significativas en la mayoria de las rutas metabdlicas, destacando el metabolismo de
aminoéacidos, metabolismo de fructuosa y manosa, glucolisis, glucogendlisis, metabolismo de
amino-azucares y metabolismo energético (Figura 18)., estas rutas que pertenecen al metabolismo
energeético a partir de carbohidratos, el cual coincide a las rutas mencionada en el nivel 2 (Figura
17).
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Figura 18. Predicciones PICRUSt de la composicion funcional en las vias KEGG de nivel 3 de la
microbiota intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp. alimentadas con HV y LV. Los diagramas
de barras en el lado izquierdo muestran la proporcién media (%) de cada via KEGG. Los puntos
del lado derecho ilustran las diferencias en las proporciones medias (%) entre dos grupos indicados
usando valores p.

En los organismos alimentados con HV+2%Q y LV en donde se observan un total de 32 vias de
KEGG de las cuales un total de 25 vias fueron significativamente diferentes, destacando las vias
metabolicas de aminoacidos, carbohidratos y metabolismo energético (Figura 19), al igual que la
dieta HV (Figura 18).
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Figura 19. Predicciones PICRUSt de la composicion funcional en las vias KEGG de nivel 3 de la
microbiota intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp. alimentadas con HV+2%Q y LV. Los
diagramas de barras en el lado izquierdo muestran la proporcion media (%) de cada via KEGG.
Los puntos del lado derecho ilustran las diferencias en las proporciones medias (%) entre dos
grupos indicados usando valores p.

En los organismos alimentados con HV+2%Q y HV en donde se observan un total de 32 vias de
KEGG, no muestran diferencias significativas, el prebidtico no tuvo un efecto en la microbiota

intestinal, por lo tanto las rutas metabolicas son similares en ambos grupos (Figura 20).
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Figura 20. Predicciones PICRUSt de la composicion funcional en las vias KEGG de nivel 3 de la
microbiota intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp. alimentadas con HV+2%Q y HV. Los
diagramas de barras en el lado izquierdo muestran la proporcion media (%) de cada via KEGG.
Los puntos del lado derecho ilustran las diferencias en las proporciones medias (%) entre dos
grupos indicados usando valores p.

74



8. DISCUSION

El uso de ingredientes como soya, en dietas para peces omnivoros es muy comun en
acuacultura, ya que se busca el uso de recursos sustentables para el cultivo de peces. La sustitucion
de la harina de pescado por ingredientes vegetales, es una practica para especies como la tilapia
nilotica, tilapia hibrida y carpa comun, especies para las cuales se han logrado satisfactoriamente
reemplazos de 50 a 65% de ingredientes de origen animal y no se ha visto efectos adversos en el
crecimiento y eficiencia del alimento. Sin embargo, se ha reportado que un reemplazo mayor a
70%, podria causar dafios en la microanatomia y microbiota, los cuales son factores esenciales en
la salud intestinal (Olvera-Novoa et al., 2000).

Una forma de incrementar el reemplazo de harinas de pescado, por ingredientes vegetales sin
afectar el crecimiento o la salud intestinal, es el uso de ingredientes funcionales, como los
prebidticos, que ayuden a contrarrestar los efectos dafiinos, los prebidticos poseen un gran potencial
terapéutico para las enfermedades asociadas a la disbiosis (Garcia et al., 2012). El quitosano es un
polisacarido prebidtico que ha mostrado efectos significativos en crecimiento y supervivencia en
diversas especies (Shiau-Yu et al., 1999; Meshkini et al., 2012; Gopalakannan, et al., 2006; Chen
etal., 2014).

En el presente trabajo se demostrd que las dietas con alto contenido vegetal con y sin adicion de
quitosano para la alimentacion de la tilapia roja Oreochromis sp. no afectaron negativamente el
crecimiento de la especie. El rendimiento productivo de la tilapia roja alimentada con dietas con
alto contenido vegetal (75% de ingredientes de origen vegetal, contenido de 39% de proteina cruda
y ~9% de lipidos en base hiumeda), donde se obtuvo una TCA de 1.3, TCE de 4.5 %/dia y una
supervivencia del 98%. Estos resultados muestran ser mejores cuando se comparan con trabajos de
otros autores con especies hibridas de tilapia roja; por ejemplo, Lin et al. (2011) reportaron un
resultado de TCA de 1.89, Supervivencia de 97.8% y TCE 2.83%/dia, al alimentar juveniles de
tilapia hibridas (O. niloticus x O. aureus) con dietas con una alta inclusion de vegetales (75%).
Mientras que Correia et al. (2019) reportaron valores de TCA de 0.93, Supervivencia de 100% y
TCE de 3.31%/dia en juveniles del hibrido de tilapia roja Oreochromis sp. (O. mossambicus x O.
aureus) alimentados con una dieta con 35% de proteina y un 8.5% de lipidos, asi como un 8.5% de

inclusion de soya.
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Los resultados de los valores bioldgicos corporales de este estudio fueron: factor de condicion (FC)
de 1.57, indice viscerosomatico (VSI) de 5.784 e indice hepatosomatico (HSI) de 2.66. Estos
resultados fueron mas bajos a los obtenidos por Correia et al. (2019) quienes reportaron valores de
indices somaticos de factor de condicion de 1.2, VSI de 8.2 y HSI de 3.2 en tilapias rojas
alimentadas con una dieta con 8.5% de inclusion de soya, con contenido de 35% de proteina 'y 8.5%
de lipidos. Por su parte Cifuentes et al., (2012), menciona que el factor de condicion es un elemento
que permite obtener informacion acerca del crecimiento, madurez, reproduccion, nutricion y por
ende del estado de salud de las poblaciones. Esta relacion longitud-peso varia entre cada especie
debido a la morfologia y ontogenia. Es Gtil para comparar y cuantificar numéricamente la condicion
0 estado en que el pez se encuentra pudiendo asociarse a una valoracién de la contextura o estado
de complexién corporal (Martinez-Millan, 1987). Este valor se interpreta de la siguiente forma: el
resultado de FC se compara con el valor 1. Cuando FC es menor que 1, indica que las tilapias u
otros peces de cultivo tienen un grado de estrés presente, mientras que cuando FC es igual o
ligeramente mayor que 1, se concluye que los peces estan creciendo sin estrés (Carlander, 1969;
Froese, 2006). Por lo cual se destaca que en este estudio se obtuvo una buena relacién longitud-
peso, dado que el resultado fue mayor a 1, lo que indica que los peces mantuvieron un buen
crecimiento, y no presentaron signos de exceso de grasa visceral.

En el presente estudio, la adicion del quitosano no tuvo efecto significativo en el crecimiento de la
tilapia roja Oreochromis sp. Un resultado similar fue reportado Shiau-Yu et al. (1999) quienes
adicionaron 2,5y 10% de quitosano en dietas para la tilapia hibrida (O. niloticus x O. aureus), los
organismos no presentaron mayor crecimiento al ser alimentadas con la dieta adicionada con 2%
de quitosano.

El mejor rendimiento productivo se observé en los organismos alimentados con las dietas altas en
vegetales (75% de inclusién vegetal) comparado con aguellos alimentados con la dieta baja en
vegetales (14% de inclusidn vegetal). Sin embargo, este resultado no puede ser atribuido por la
adicion de quitosano en la dieta, sino a que la tilapia roja, es una especie omnivora y tiene la
capacidad de tolerar y digerir ciertas cantidades de ingredientes vegetales (Morales, 1991; Olvera-
Olivera, 1996).

El reemplazo de harinas de pescado por harinas vegetales como la soya, es una practica que se ha
realizado en diferentes especies. En especies omnivoras ha tenido éxito un reemplazo del 80% al

100% en tilapia nilotica O. niloticus y de 65% al 75% en tilapia hibrida roja Oreochromis sp. Sin
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embargo, altos niveles de inclusion de vegetales pueden generar problemas gastrointestinales como
enteritis. Las patologias gastrointestinales han recibido mucha atencion en los ultimos afios y han
sido relacionadas con una variedad de causas infecciosas (virus, bacterias, parasitos) y no
infecciosas (toxicos, nutricionales) (Olvera-Novoa et al., 2000; Lin et al. 2011; Mahmoud et al.
2014).

Los dafios microanatomicos intestinales que se presentaron en la tilapia roja Oreochromis sp. son
atribuidos a los ingredientes vegetales de la dieta. Los organismos alimentados con un 75% de
inclusion de harinas vegetales en la dieta, presentaron una tendencia de inflamacion en la seccién
proximal del intestino en los organismos alimentados con las dietas HV (control), HV+0.5%Q y
LV (Figuras 5, 6 y 7), en donde se observé un aumento en la densidad de células linfociticas,
ensanchamiento de ld&mina propia y submucosa, y en algunos casos patologias como aumento de
granulocitos eosinofilos y congestién. Estos resultados son similares a los cambios
microanatomicos reportados en especies omnivoras como la tilapia nilotica Mahmoud et al. (2014)
estudiaron la inclusion de harinas vegetales con reemplazo total de harinas de origen marino en
dietas para juveniles de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), los autores reportaron patologias
como enteritis, degeneracién de la mucosa intestinal, disminucion de actividad de enzimas
digestivas y menor crecimiento de la especie. Tran-Ngoc. (2016) reporté en tilapia nilética que a
una inclusion de 80% de ingredientes vegetal de los cuales 50% era harina de soya, causa dafios en
la seccion proximal del intestino, en donde se observo el aumento de espesor de MS y LP, también
un aumento en el numero de CG y EG. Estos estudios han descrito que la alimentacion con un alto
contenido vegetal puede causar signos patoldgicos en la microanatomia intestinal, tal como
enteritis cronica, acortamientos de microvellosidades y deformacion de vellosidades por
inflamacion linfocitica.

Los dafios antes mencionados pueden ser atribuidos a la presencia de antinutrientes como las
saponinas Yy lectinas, las cuales estan presentes en los ingredientes de origen vegetal como la soya.
Las saponinas son moléculas anfifilicas naturales que cuentan con una fraccion de azlcar vinculada
a un esteroide o triterpenoide denominada aglicona. Estan ampliamente distribuidas en plantas
silvestres y presentes en muchas plantas de cultivos agricolas. Las saponinas tienen la capacidad
de romper las membranas bioldgicas y estan involucradas en el sistema de defensa de la planta
contra bacterias. Adicionalmente, las saponinas suelen estar presentes en el rango de 1 a 5 g/kg,

pero el nivel en la soya es generalmente mas alto que en otros ingredientes de plantas comunes
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(Anderson-Wolf 1995). Como se menciond previamente, las saponinas son moléculas anfipaticas
debido a su parte aglicona liposoluble y su cadena de sacéridos que, a su vez, es hidrosoluble. Esta
caracteristica es la base de su capacidad para formar espuma, lo cual tiende a aumentar la
permeabilidad de las células del epitelio intestinal, facilitando la absorcion de sustancias que
normalmente se absorben, como los alérgenos, bacterias o toxinas, por lo cual desencadena una
reaccion inflamatoria (Johnson et al., 1986; Gee-col, 1996; Krogdahl, 2015). Las lectinas también
son antinutrientes que estan formadas por residuos de aminoacidos, con un alto contenido de acido
glutdmico/glutamina, acido aspartico, asparagina, serina, glicina, y bajo contenido de lisina. De
acuerdo a su forma y al nimero de cadenas polipeptidicas se clasifican en: diméricas, tetraméricas,
octaméricas y decameéricas (Brinda-col, 2005). La mayoria de las legumbres contienen de 1 a 5
o/kg de lectinas, pero el nivel en algunos pueden alcanzar los 20 g/kg (peso seco). Las lectinas
tienen especificidad con algunos receptores celulares de N-acetil-d-galactosamina, y se une a la
membrana del borde de cepillo intestinal, lo cual obstruye los tejidos intestinales causando
alteraciones morfoldgicas en la pared intestinal como acortamiento en las vellosidades, inflamacion
y muerte celular y asi mismo causar una disminucion en la capacidad para la digestion y absorcion
de nutrientes. (Iwashita-col, 2008; Buttle, 2001; Krogdahl, 2015).

Por lo tanto, se cumple con el supuesto de que la dieta control alta en vegetales (HV) causaria dafios
en la microanatomia intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp., aunque no causo ningun efecto
en el crecimiento y parametros productivos durante el experimento, tener una mala salud intestinal
puede ser un factor de riesgo en la salud y supervivencia de los peces en cultivo a largo plazo.

En los grupos alimentados con la dieta HV+1%Q y HV+2%Q, se observd una evidente
disminucion en los grados de severidad patolégica (Figuras 8 y 9). Se observa que el quitosano,
logra reducir la inflamacién linfocitica y redujo el ensanchamiento de lamina propia y submucosa.
Aunque en este trabajo, las dietas fueron con una inclusion alta en vegetales (75%) los resultados
concuerdan con los estudios en la carpa Gibel Carassius auratus (Chen et al., 2014), lubina
Dicentrarchus labrax (Zaki et al., 2015), y pez blanco del caspio Caspian kutum (Kamali et al.,
2016) en donde se reporta que al adicionar quitosano entre 0.5 y 4 % a una dieta con 20% de
inclusion de ingredientes vegetales, se observd una mayor longitud de vellosidades y
microvellosidades intestinales, menor grado de inflamacion en ldmina propia y submucosa.

Los resultados sobre la microbiota intestinal de Oreochromis sp. alimentados con las dietas altas

en vegetales sin quitosano (HV, control) y con quitosano (HV+2%Q), no mostraron un cambio
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significativo entre las comunidades bacterianas del intestino, los organismos alimentados con
dietas altas en vegetales presentaron una disminucion del filo Proteobacteria, y un aumento del fila
Fusobacteria. En las meétricas de diversidad alfa (OTUs Observados, Shannon, Chaol y
IvnSimpson, Figura 14) se encontrd que las dietas HV y HV+2%Q presentaron una diversidad
significativamente baja en comparacion con la dieta baja en vegetales (LV), lo cual concuerda con
los estudios realizados por Leyva-Lopez et al. (2020), quienes realizaron un estudio en pargo L.
guttatus, donde encontraron que al alimentar esta especies con dietas altas en vegetales, hay una
ligera tendencia en la disminucion de la diversidad de la microbiota intestinal transitoria,
presentando un aumento en el fila de Fusobacteria. Sin embargo, declaran que se necesita mas
investigacion para establecer el periodo de alimentacion de los peces que modifica y altera
permanentemente la microbiota, ya que esto puede variar con las especies y los ingredientes
utilizados en las dietas. Michl et al. (2017) report6 un estudio en trucha arcoiris (O. myskiss) donde
se muestra que la microbiota es afectada por la inclusion de proteinas vegetales en la dieta,
favoreciendo la abundancia relativa de orden Lactobacillales, Bacillales y Pseudomonadales. Desai
etal. (2012) estudiaron el efecto de las harinas de soya, canola y chicharo en la microbiota intestinal
de la trucha arcoiris (O. mykiss), se observé una disminucién en la diversidad de comunidades
bacterianas, aumentando las filas de Proteobacteria, Firmicutes y Fusobacteria en los peces
alimentados con las dietas de inclusion vegetal. Estos estudios se encuentran en linea al presente
trabajo por la relacion de las filas Proteobacteria y Fusobacteria con el consumo de dietas altas en
vegetales y por la disminucién observada en la diversidad alfa.

Una dieta alta en vegetales tiene un alto contenido en fibra dietética y carbohidratos, tales como
celulosa, almidones y azucares (Vasquez-Torres et al., 2013). Estos compuestos pueden beneficiar
el crecimiento de bacterias como las fusobacterias fermentativas de carbohidratos (Gharbia et al.,
2011). El filo Fusobacteria son bacterias de tipo bacilar Gram negativas y estrictamente
anaerdbicas, capaces de metabolizar peptonas o carbohidratos PY-glucosa para producir acidos
grasos de cadena corta tales como el butirato, a menudo con acetato y niveles mas bajos de lactato,
propionato y succinato (Gharbia et al., 2011). Los acidos grasos de cadena corta (AGCC)
comprenden en general los &cidos grasos volatiles con cadenas menores de siete carbonos (C2:
Acético, C3: Propionico, C4: Isobutirico, C4: Butirico). Estos AGCC, son moléculas producidas
por las bacterias cuando fermentan los componentes de los alimentos en el colon (esencialmente la

fibra) y se les relaciona con efectos a diferentes niveles. Por ejemplo, muestran efectos como el
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aporte de energia a las células que se encuentran en el colon, la consolidacién de la mucosa
protectora del intestino, la capacidad de influir en los genes que regulan la proliferacion celular y
el ciclo celular, influencia en la motilidad intestinal, metabolizacién de la energia y podrian tener
un efecto protector frente a las enfermedades metabolicas (Vergara et al., 2017). Las especies del
género Fusobacterium difieren en su capacidad para utilizar carbohidratos fermentables como
fuentes de energia para el crecimiento (Robrish et al., 1991). Fusobacterium nucleatum y otras
especies utilizan glucosa para la biosintesis de glicopolimeros intracelulares que se puede degradar
para producir energia bajo condiciones de privacion de aminoacidos (Robrish et al., 1987; Ghabia,
2015). Esto podria deberse a que la estructura de la comunidad bacteriana fueron alteradas debido
a la cantidad de ingredientes vegetales de la dieta, y no por influencia del quitosano.

En los grupos alimentados con la dieta LV se observa que la dominancia esta dada por el filo
Proteobacteria, en donde la familia de mayor abundancia es Vibrionaceae, esta familia es
mayormente encontrada en estudios realizados en especies marinas, Gram negativas maviles, son
anaerobios facultativos, tienen metabolismos tanto respiratorios como fermentativos y la gran
mayoria de los vibrios requieren Na+ para crecer y sobrevivir, por lo general 0,5 a 3% de NaCl
para un crecimiento Optimo. Esta familia tiene gran relevancia en la acuacultura debido que
comprende especies probidticas y patdgenas, las especies patdgenas causan enfermedades en los
animales acuaticos (Farmer et al., 2005), siendo Vibrio cholerae el ejemplo mas notorio como
agente causante del célera (Colwell, 2006), V. vulnificus y V. parahaemolyticus (Hulsmann et al.,
2003; Wong y Wang, 2004). Especies como V. harveyi (Owens y Busico-Salcedo, 2006), V.
anguillarum (Miyamoto-Eguchi, 1997; Crosa et al., 2006) y V. parahaemolyticus (Austin, 2006)
causan pérdidas econdmicas sustanciales para la industria de la acuicultura.

Los resultados reportados en el presente estudio concuerdan con lo investigaciones en diferentes
especies marinas, la similitud destaca por ser especies que fueron alimentadas con dietas a base de
proteina de origen animal, tanto de animales terrestres como marinos. Estruch et al., (2015)
demostraron que la sustitucion total de harina de pescado, por ingredientes vegetales cambiaron la
microbiota intestinal a nivel género en dorada (S. aurata), en donde Photobacterium y Vibrio
fueron los géneros dominantes en las dietas a base de harinas de pescado. Michl et al. (2017),
estudiaron el reemplazo de 0%, 50% o0 97% de harinas de pescado por harinas vegetales para la
alimentacion de trucha arcoiris (O. mykiss), en el estudio se observa que en los organismos

alimentados con proteinas de origen animales promovié la abundancia de bacterias del orden
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Bacteroidales, Clostridiales, Vibrionales, Fusobacteriales y Alteromonadales. Recientemente
Leyva-Lopez et al. (2020), quienes realizaron un estudio en pargo L. guttatus, donde encontraron
que al alimentar esta especies con dietas de origen marino y terrestre, observaron una dominancia
del filo Proteobacteria y dentro de este filo la dominancia fue de la familia Vibrionaceae en la
microbiota intestinal transitoria. La variacion de la microbiota entre HV y LV presentadas en este
estudio se atribuye a la inclusion de ingredientes vegetales en la dieta, ademas al periodo de
alimentacion, ya que fue 75 dias, el tiempo prolongado a la exposicion de los organismos a las
dietas demostro una mayor diferencia en las poblaciones microbianas de los peces alimentados con
HVyLV.

La microbiota intestinal juega un papel crucial en el mantenimiento de la salud y el metabolismo
del huésped. La correlacion entre la microbiota intestinal, el metabolismo de los glicolipidos y las
enfermedades metabdlicas ha sido bien revisada en humanos (Icaza-Chavez., 2013). Sin embargo,
la interaccion entre la microbiota intestinal y el metabolismo del huésped en peces ain no se
comprende completamente. La dieta es uno de los determinantes mas importantes que configuran
el perfil de las comunidades de microbiota intestinal. Cambios en la dieta, incluidos cambios en la
composicion, niveles nutricionales y recursos energéticos dan forma a las comunidades de la
microbiota intestinal y consigo la funcionalidad metabdlica (Liu et al., 2018; Yu et al., 2019; Zhou
et al., 2016; Huang et al., 2020). Los organismos alimentados con dietas altas en vegetales con y
sin quitosano (HV, High Vegetable Diet y HV+2%Q, Chitosan Diet), muestran que los perfiles
funcionales de las vias metabolicas KEGG son similares, sin embargo estos grupos comparados
con LV (baja en vegetales) muestran diferencias significativas (P<0.05) en la mayoria de sus
perfiles metabdlicos de 2do nivel (Figura 17). HV muestra que las comunidades bacterianas
muestran una mayor tendencia en el perfil funcional del metabolismo de los carbohidratos y
energia, esto se debe a que las dietas altas en vegetales tienen mayor cantidad de carbohidratos y
fibra, lo cual favorece a las comunidades bacterianas con esta afinidad a este perfil metabolico. Los
carbohidratos tienen numerosas funciones cruciales en los procesos metabdlicos de los seres vivos.
Los carbohidratos sirven como fuente de energia y como elementos estructurales de las células, las
principales vias metabolicas de los carbohidratos son la glucdlisis, glucogendlisis, gluconeogénesis
y la ruta de las pentosas, ademas de convertir los hidratos de carbono en acidos grasos por la via
metabolica lipogénesis de Novo. (Wiley-Liss, 2004; Melo et al., 2007). Esto concuerda con la

Figura 18 y Figura 19, en los se observa que a nivel 3 los grupos HV y HV+ 2%Q, tienen mayor
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actividad en el perfil del metabolismo de la fructuosa y manosa, metabolismo de amino azucares,
asi como mayor actividad de las vias de glicélisis y gluconeogénesis, las cuales son rutas de
produccién energética que se activan con la presencia de carbohidratos en la dieta. Como se
menciono anteriormente la microbiota en las dietas HV y HV+2% estaba compuesta por una mayor
abundancia del filum Fusobacteria, los miembros de este filum no solo utilizan los carbohidratos
como fuente energética, ademas los fermentan para producir acidos organicos y acidos grasos de
cadena corta (AGCC) tales como acido acético, propionico, butirico, formico o succinico,
dependiendo de la especie bacteriana y el sustrato, estos metabolitos aportan gran cantidad de
energia al organismos ya que los acidos grasos de cadena corta sirven de fuente de energia a las
células que se encuentran en el tracto gastrointestinal, tienen efecto en la consolidacion de la
mucosa protectora del intestino y ademas, tienen la capacidad de influir en los genes que regulan
la proliferacion celular y el ciclo celular (por el que las células se preparan para dividirse y duplicar
su ADN). Entre los AGCC, se informa que el butirato acomoda del 10% al 15% de la energia
requerida por el huésped y puede reparar la mucosa intestinal dafiada, mientras que el acetato y el
propionato estan involucrados en el metabolismo energético del higado (Duncan-col.,
2004 ; Tremaroli et al., 2012), por esta razén puede deberse que el metabolismo energético tenga
mayor actividad en la microbiota intestinal de los organismos alimentados con HV y HV+2%Q.
Wei et al., (2018), reportaron que el perfil metabdlico de microbiota intestinal en besugo romo
(Megalobrama amblycephala) durante transicion de habitos de alimentacion de zooplancton a
dietas herbivoras, tiene influencia en las vias relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos
(almiddn y sacarosa, fructosa y manosa, glioxilato y dicarboxilato, ciclo del citrato, glucélisis /
gluconeogénesis y pentosa fosfato). Leyva-Lopez et al., (2020), reportaron que el perfil funcional
KEGG en 2 nivel de la microbiota intestinal del pargo L. guttatus alimentados con dieta a base de
ingredientes vegetales tuvo un efecto al aumentar la proporcion de bacterias con el perfil funcional
metabolico de carbohidratos, energia y aminoacidos. Estos estudios concuerdan con el presente
trabajo, ya que al alimentar con las dietas altas en vegetales (HV y HV+2%Q) tienen un efecto
relevante en el perfil funcional del metabolismo de los carbohidratos y energia.

Los organismos alimentados con dietas bajas en vegetales, mostraron que el perfil funcional de la
microbiota intestinal favorece el metabolismo de los aminoacidos, motilidad celular y metabolismo
lipidico (Figura 17). Esta diferencia con HV y HV+2%Q puede deberse a que los ingredientes

vegetales como la soya, pulido de arroz y sorgo, que son harinas de granos enteros o desengrasados,
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contienen gran cantidad de antinutrientes como acido fitico e inhibidores de proteasas, que son
sustancias que impiden el uso o metabolismo enzimatico de las proteinas, lo cual dificulta la
digestion proteica de la dieta (Krogdahl, 2015). Esto tiene efectos negativos en el metabolismo de
los aminoacidos, por ello este perfil funcional mencionado es bajo en la microbiota de los
organismos alimentados con dietas altas en vegetales. Las proteasas (o peptidasas) son enzimas
fundamentales en el control de una gran variedad de procesos fisioldgicos en el organismo. Sus
funciones son catalizar la ruptura de enlaces peptidicos, la hidrolisis de proteinas, permitiendo su
digestion y utilizacion de los aminoacidos (De Leo et al. 2002). La dieta LV contenia menor
cantidad de ingredientes vegetales y en consecuencia menor cantidad de inhibidores de proteasas,
por lo cual el metabolismo de proteinas o bien aminoacidos es mayor que en las dietas altas en

vegetales.
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9. CONCLUSIONES

La alta inclusion de ingredientes vegetales en la dieta para tilapia roja Oreochromis sp. no
afecta el crecimiento y supervivencia de la especie, lo que demuestra el potencial del uso de
ingredientes alternativos de bajo costo para la alimentacion de tilapia roja, sin embargo, si causa
algunos efectos dafiinos en la microanatomia intestinal y disbiosis en la microbiota intestinal.

La adicion de quitosano a las dietas altas en vegetales no tiene un efecto en los parametros
productivos de la tilapia roja Oreochromis sp. sin embargo puede ser utilizado como aditivo en
dietas con alto contenido vegetal y contrarrestar o mitigar los dafios en la microanatomia intestinal
de la tilapia roja

La estructura de la comunidad bacteriana de la tilapia roja Oreochromis sp. cultivada en
condiciones experimentales en agua de mar (34 ups) se ve afectada al alimentar con dietas altas en
vegetales (75% de inclusion de vegetales), en donde se observaron diferencias significativas en las
diferentes métricas que definen la microbiota intestinal (abundancia, diversidad alfa y beta),
comparado con las dietas bajas en vegetales LV.

Los cambios observados en la diversidad y estructura de la microbiota intestinal de la tilapia roja
Oreochromis sp. alimentados con HV y HV+2%Q, fueron afectados por la naturaleza de la dieta,
dada la alta inclusién de ingredientes vegetales por la sustitucion de fuentes de proteinas de pescado

y no se observan efectos significativos al incluir quitosano a estas dietas.
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10. RECOMENDACIONES

Existe una amplia area de investigacion sobre la solucion a los dafios ocasionados en la alta
inclusion de harinas vegetales, debido a lo importante que es mantener un bienestar animal en los
cultivos acuicolas, cubriendo necesidades nutricionales y de salud, hay alimentos con diversos
alimentos funcionales que pueden ser empleados para disminuir este impacto, y asi tener alimentos
balanceados con costos rentables e ingredientes sustentables, en esta investigacion se sugiere
observar los dafios ocasionados por dietas altas en harinas vegetales a diferentes intervalos de
tiempo y a diferentes inclusiones vegetales (de un 30% a 90%), para poder mediante un analisis
dosis-respuesta encontrar la dosis de quitosano e inclusion vegetal mas efectiva para diferentes
especies, asi como realizar un analisis de rentabilidad de los costos de alimentacion con la
produccion de estas dietas a escala industrial.

Evaluar el quitosano en dietas altas en vegetales en organismos con héabitos carnivoros, que son
especies que presentan mas dafios en salud intestinal, por la alimentacion con estos ingredientes,
el campo es amplio, seguir descubriendo e innovando nos abrira las puertas hacia la produccion de

alimentos rentables y sustentables para la acuacultura.
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12. ANEXOS

Anexo 1

Cuadro 11. Sistema de puntuacion semicuantitativa para los diferentes parametros utilizados para

evaluar el grado de enteritis desarrollada por el salmén del Atlantico alimentado con una
dieta a base de harina de soja. Adaptado de Uran et al. 2008.

Puntuacion | Apariencia

2.

3.

Pliegues de la mucosa (PM)
1.

Longitud basal; Los pliegues simples y complejos de la mucosa aparecen largos y delgados.
La ramificacion lateral del pliegue se muestra delgada.

Algo de contraccion e inflamacidon; Los pliegues mucosos simples tienen una longitud media.
Los PM todavia son largos pero parecen mas gruesos.

Contraccion difusa y aparicion de disrupcion tisular; Los pliegues simples tienen longitud
corta a media. Las ramas laterales en la PM son muy cortas y gruesas.

Disrupcion tisular difusa; Los PM simples son gruesos y cortos son mas frecuentes. Casi no
hay ramas laterales en los pliegues.

Interrupcion total del tejido; Tanto los pliegues complejos como los simples parecen muy
engrosados.

2.

3.

4.

Vacuolas supranucleares (SNV)
1.

Tamafio basal del SNV; Las grandes vacuolas ocupan casi toda la parte apical de los
enterocitos.

Alguna reduccion de tamafio; vacuolas de tamafio mediano, que ocupan menos de la mitad de
los enterocitos.

Reduccion de tamafio difusa; vacuolas de pequefio tamafio cerca de la membrana apical en la
mayoria de los enterocitos.

Inicio de la extincién de SNV; Pequefias vacuolas dispersas todavia estan presentes en algunos
enterocitos.

2
3.
4.
5

Celulas caliciformes o células goblet (GC)
1.

Células dispersas.

Mayor nimero de GC y escasa distribucion.

Numero difuso de GC y ampliamente difundidos en los pliegues.
GC densamente agrupadas.

células altamente abundantes y compactas.
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Granu
1.

2
3.
4.
5

locitos eosinofilicos (EG)

Pocos o ninguna en SM.

Mayor nimero en SM y algo de migracion a LP.

Mayor migracion a LP.

Numero difuso en LP y SM, engrosamiento y deformidad de la LP.
EG denso en LP y SM, engrosamiento y deformidad de la LP y SM.

1.
2.
3.

4.
5

Lamina Propia (LP)

Tamafio normal LP; Se observa en los pliegues de forma delgado y con tejido conectivo
delicado en todos los pliegues simples.

Mayor tamafio de LP; La lamina propia parece un poco mas clara y robusta en algunos de los
pliegues.

LP de tamafio mediano; Aumento claro de la l&mina propia en la mayoria de los pliegues
simples.

LP grandes; lamina propia gruesa en muchos pliegues.

LP més grande; Lamina propia muy engrosada en muchos pliegues, causando deformidad del

- pliegue.

1.

2.

3.

ok~

Mucosa sub-epitelial (SM)

SM normal; Capa muy delgada de tejido conectivo entre la base de los pliegues y el estrato
compacto.

Tamafio aumentado SM; Cantidad ligeramente aumentada de tejido conectivo debajo de
algunos de los pliegues de la mucosa.

SM de tamafio mediano; Aumento claro del tejido conectivo debajo de la mayoria de los
pliegues de la mucosa.

SM grandes; Capa gruesa de tejido conectivo debajo de muchos pliegues.

SM maés grandes; Capa gruesa extrema de tejido conectivo debajo de la mayoria de los
pliegues.

Anexo 2

Cuadro

12. Sistema de puntuacion semicuantitativa de la severidad de infiltracion de linfocitos
en el tejido intestinal de la tilapia roja Oreochromis sp.

Score

| Apariencia

Linfoci
1.

2
3.
4.
5

tos (LF)

Células dispersas en lamina propia (LP), escasa distribucion.

Mayor nimero de LF en lamina propia.

Mayor migracion de LF a lamina propia y area de enterocitos.

Numero difuso en lamina propia y sub-mucosa(SM), engrosamiento LP.

LF distribuidas de forma densa en LP y SM, engrosamiento y deformidad de la LP, SM, y
area de enterocitos.
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Grados de severidad en microanatomia 1ntestinal observada en tilapia roja oreochromis sp.
alimentadas con dietas altas en vegetales (75% de inclusion vegetal).

Las siguientes Figuras (22-26) representan los grados de severidad de la inflamacion linfocitica.

‘ ’Q% X e R

i ) « S .
citica, Células dispersas en lamina propia, escasa

) e Y] 1

Figura 21. Grado 1 de inflamacion
distribucion (estado normal).
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&
Figura 23. Grado 3 de inflamacidn linfocitica, mayor migraciéon de LF a lamina propia y area de
enterocitos.
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Figura 24. Grado 4 de
engrosamiento LP.

Figura 25. Grado 5 de inflamacion linfocitica, LF distribuidas de forma densa en LP y SM,
engrosamiento y deformidad de la LP, SM, y area de enterocitos.
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