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“EFECTOS DE LA INCLUSION DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS y MANANO-
OLIGOSACARIDOS EN JUVENILES DE TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus

mykiss Walbaum)”

RESUMEN

El crecimiento del cultivo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) durante los ultimos
aflos ha causado un incremento en la demanda de alimentos balanceados. Una
alternativa a la harina de pescado son las harinas de origen vegetal. Sin embargo, hay
limites para usarlas, principalmente porque contienen una alta cantidad de
antinutrientes. El uso de prebidticos como ingredientes funcionales en alimentos
acuicolas es un enfoque emergente con resultados positivos; sin embargo, hasta el
momento hay muy poca informacion sobre su inclusion en dietas con altos contenidos
de proteina vegetal. Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue determinar el
efecto de dietas con concentrados de proteina vegetal y la adicibn de
fructooligosacaridos (FOS) o manano-oligosacaridos (MOS) en juveniles de trucha
arcoiris. Fueron formuladas dos dietas experimentales con inclusiones del 3% de FOS
o MOS, como control se us6 una dieta basal y una comercial (Grow Fish®). Los
organismos fueron alimentados durante 60 dias y se evalu6 su efecto en el crecimiento,
composicion proximal, quimica sanguinea e integridad del epitelio intestinal. No hubo
diferencias significativas (p < 0.05) en la ganancia en peso (GP), tasa de crecimiento
especifico (TCE), tasa de conversién alimenticia (TCA) y tasa de ingesta (TI). Tampoco
fueron observadas diferencias en la deposicion de lipidos en musculo e higado ni en la
deposicion de proteina en musculo, los organismos alimentados con la dieta comercial
tuvieron una deposicién de proteina en higado significativamente mayor (p > 0.05) con
respecto a los alimentados con la dieta basal. No hubo diferencias en la cantidad de
glucosa y proteina en suero sanguineo, pero se observo un valor significativamente
mayor de triglicéridos séricos en los organismos alimentados con la dieta comercial. A
nivel histol6gico no se observaron signos de inflamacion en el tracto digestivo de ningin
tratamiento. Se concluye que los concentrados de proteina vegetal y la adicién del 3%
de FOS o MOS en dietas para juveniles de trucha arcoiris no tienen efectos negativos

en su crecimiento.



INTRODUCCION

La acuicultura es el proceso de cultivo de organismos acuaticos en condiciones
controladas o semi-controladas, especialmente para consumo humano, aunque también
puede ser para la pesca deportiva y comercial, o para salvar una especie en peligro de
extincion, ademas es el principal medio para obtener mas alimentos de nuestros

entornos acuaticos en el futuro (Troell et al., 2013).

Dado que la sobrepesca de nuestros océanos y otros recursos naturales aumenta
continuamente afo tras afo, los seres humanos necesitamos fuentes alternativas de
organismos acuaticos para alimentar a la creciente poblacion del planeta. Con una
expectativa de 10 mil millones de personas que habitaran el planeta para 2050, la
demanda de proteina animal aumentara en un 52 por ciento (GAA, 2019). Los enfoques
sostenibles y saludables para alimentar al mundo son mas importantes que nuncay el
papel de la acuicultura es crucial puesto que el valor nutricional de los productos
acuéticos es comparable favorablemente con la carne de animales terrestres ya que son
ricos en micronutrientes y contienen altos niveles de acidos grasos, ademas los peces
son convertidores mas eficientes de energia y proteinas que los animales de granja
(Gjedrem et al., 2012).

La actividad acuicola requiere la captura de grandes cantidades de pescado para
producir harina y aceite de pescado que son una fuente importante de ingredientes para
proteinas y acidos grasos en los alimentos para muchas especies de peces y camarones
cultivados, esto puede contribuir a la alta presion pesquera sobre algunas poblaciones
con posibles consecuencias negativas para las redes tréficas marinas (Troell et al.,
2013). Dentro de las especies mas cultivadas en la acuicultura esta la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), cuya produccién ha crecido exponencialmente desde los
1950s. Esto se debe principalmente a la necesidad de abastecer los mercados
nacionales y para el mercado de exportacion. Algunos paises productores incluyen
Noruega, Francia, Italia, Espafia, Dinamarca, EE. UU., Alemania, Iran, el Reino Unido,
Chile y México (FAO, 2019).

En México el cultivo de trucha arcoiris es un ejemplo del crecimiento y desarrollo de la

acuicultura; con una produccién en el 2017 de 6,471 tla trucha se encuentre en el puesto
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numero 18 de la produccién total pesquera nacional, con una tasa media de crecimiento
anual de 8.39% (CONAPESCA, 2017). Los estados con mayor participacion en la
produccién nacional son Puebla, Michoacan, Veracruz, Tamaulipas, Estado de México,

Hidalgo y Durango (Gonzaélez et al., 2016).

El crecimiento e intensificacion del cultivo de trucha arcoiris durante los Ultimos afios ha
causado un incremento en la demanda de alimentos balanceados (Hardy, 2010), lo que
implica también un aumento en el uso de los ingredientes para producir dicha dietas
(Chang et al., 2016; Hasan y Halwart, 2009). Es importante sefialar que la sostenibilidad
de la acuicultura depende, entre otros factores, de los piensos rentables ya que estos
constituyen alrededor del 60% del costo operativo total en la acuicultura; por lo tanto, el
crecimiento de la acuicultura se vera beneficiado por el desarrollo de piensos acuaticos
mas baratos. La oferta de harina de pescado se ha vuelto significativamente baja y su
demanda ha aumentado, lo que conlleva precios mas altos en el mercado (Gatlin et al.,
2007; De-Silva y Hasan, 2007) por tanto es importante recurrir a alternativas como las
harinas vegetales con altos contenidos proteicos (Daniel, 2018). Dentro de estas harinas
se han utilizado particularmente derivados de oleaginosas, leguminosas y cereales
(Welker et al., 2017).

Sin embargo, todavia hay limites para usar estas harinas en las dietas, pues contienen
compuestos que afectan la digestibilidad, el crecimiento normal (Krogdahl et al., 2010),
la respuesta inmunolégica e inflamatoria en el intestino de los organismos(Burrells et al.,
1999; Mosberian-Tanha et al., 2017): conocidos como antinutrientes, son parte integral
de las semillas como moléculas estructurales (como las fibras), de almacenamiento

(como el acido fitico) y de defensa (como las lectinas) (Krogdahl et al., 2010).

Por tanto, productos refinados provenientes de las harinas pueden utilizarse y los mas
prometedores son los concentrados de proteina vegetal (Hardy, 2010). Los
concentrados de proteina de cereales y semillas oleaginosas usualmente contienen
altos niveles de proteina, ademas de concentraciones bajas de anti-nutrientes y aunque
se ha reportado que los concentrados de proteina no causan enteritis intestinal en
salmonidos (Refstie et al., 2001; Hardy, 2010), existe poca informacién sobre como
estos compuestos afectan al sistema inmune y la respuesta inflamatoria en el sistema

digestivo de peces (Zhou et al., 2017).



Por otro lado, el uso de proteina de origen vegetal podria requerir el uso de prebidticos
gue permitan una mejor digestibilidad y uso apropiado de los nutrientes, lo cual se vera
reflejado no solo en un mejor crecimiento, sino también en una respuesta inmune

adecuada (Sanchez et al., 2015).

Los prebidticos son compuestos no digeribles (en su mayoria oligosacéaridos) que se
utilizan como ingredientes en el alimento, estos estimulan el crecimiento de bacterias y
otros microorganismos en el hospedero (Merrifield et al., 2010). Tienen diferentes
formas de accion: exclusion competitiva de bacterias patdgenas, proporcionan
nutrientes al hospedero y contribuyen con enzimas para la digestion, asi como la

modificacion del microambiente en el sistema digestivo (Carbone y Faggio, 2016).

Algunos de los prebiéticos que se utilizan actualmente en organismos acudaticos son los
fructooligosacéridos (FOS) y manano-oligosacaridos (MOS). Los FOS son cadenas
cortas y medianas de b-D-fructanos, y puede ser fermentado por ciertas bacterias como
los lactobacilos y las bifidobacterias. Las inclusiones dietéticas de FOS apoyan
selectivamente el crecimiento y la supervivencia de tales bacterias en el tracto
gastrointestinal de los animales y se ha demostrado que la suplementacion dietética de
FOS mejora la tasa de crecimiento de algunos animales acuaticos (Amenyogbe et al.,
2020).

En tanto que los MOS son complejos de glucomannoproteinas derivados de la pared
celular de la levadura (Saccharomyces cerevisiae). Se han demostrado efectos positivos
en trucha arcoiris cuando se alimenta con dietas que contienen MOS, los cuales son el
aumentar el rendimiento de crecimiento, alargar los pliegues vellosos intestinales y asi
aumentar la superficie de absorcion, la actividad hemolitica y la actividad fagocitica
(Ringg et al., 2010).



ANTECEDENTES

Escaffre et al. (2007), investigaron los efectos de la sustitucibn completa de la harina de
pescado por concentrado de proteina de soya en dietas para trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) sobre la histologia intestinal y hepatica. Observaron que la
altura del pliegue, la longitud del epitelio, la proporcion de estroma de los intestinos
proximal y distal no se vieron afectados por la dieta, por lo que no hubo efecto sobre la
morfologia intestinal y sobre el indice hepatosomatico de los peces. En conclusion, el
concentrado de proteina de soya no provocd una reaccion inflamatoria ni afect6 la
superficie del epitelio. Concluyen que esto puede estar relacionado con variaciones en

el estado metabdlico.

Yilmaz et al. (2007), evaluaron los efectos de dietas con MOS en el crecimiento,
composicidn corporal, y la histologia intestinal y hepatica de trucha arcoiris. Las dietas
experimentales se complementaron con 0 (control), 1.5, 3.0 o 4.5 g/kg de MOS.
Observaron un rendimiento de crecimiento mejorado en los peces alimentados con la
dieta suplementada con 1.5% y en cuanto a la histologia vieron que las vellosidades de
los peces alimentados con dietas suplementadas con 1.5y 3.0%, fueron mas largos que
los de los peces con 4.5% (p <0.05). Ademas los contenidos de proteinas aumentaron
a medida que aumentaba la cantidad de MOS (p <0.05). Concluyeron que no hubo
diferencias significativas en el indice de conversion alimenticia, indice de eficiencia
proteica o indice hepatosomatico (p> 0.05) y que la suplementaciéon con MOS no tiene

efectos perjudiciales en el intestino.

Ortiz, et al. (2012), estudiaron los efectos de la inulina y los fructooligosacaridos (FOS)
sobre el rendimiento del crecimiento, la composicion quimica del cuerpo y la microbiota
intestinal de trucha arcoiris criadas en condiciones de piscicultura. Las truchas fueron
alimentadas con dietas que contenian inulina o FOS (5 y 10 g/kg). Obtuvieron mejoras
significativas en el aumento de peso corporal en los tratamientos en comparacion con
los controles (sin FOS). Ademas detectaron una disminucion en el contenido de proteina
cruda y una tendencia a aumentar el contenido total de lipidos para los tratamientos con
prebiodticos y también mejoraron la absorcion intestinal de Ca. Concluyeron que la inulina
dietética o la suplementacion con FOS tuvieron un efecto promotor del crecimiento en

las truchas arcoiris criadas en condiciones de cultivo.



Rehulka, et al. (2014), examinaron el efecto de fructooligosacaridos (Profeed®) en la
dieta de truchas arcoiris sobre su crecimiento y estado fisiol6gico a través de parametros
bioquimicos en el plasma sanguineo. El prebiético se administr6 de forma continua a
razon de 1 g/kg de granulos durante 105 dias. El mejor rendimiento de crecimiento para
el grupo experimental se encontré a los 42 y en 63 dias. El indice de crecimiento
especifico del tratamiento fue del 0.69% y del grupo control de 0.70%. Obtuvieron
diferencias significativas en algunos parametros bioquimicos, sugieren gque valdria la

pena probar concentraciones mas altas de este prebidtico.

Denji et al. (2015), investigaron los efectos de los MOS (activeMOS®) sobre el
rendimiento del crecimiento de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
Grupos por triplicado fueron alimentados con una dieta control o dietas que contenian
1, 2.5y 4.0 g/kg de MOS. Al final del ensayo de 60 dias, los resultados mostraron que
en el grupo alimentado con 1 g/kg de MOS adquirido peso final, aumento de peso
corporal, tasa de crecimiento especifico e indice de conversién alimenticia
significativamente mas altos que los otros grupos experimentales (p < 0.05). Los
rendimientos de crecimiento mas altos y mas bajos se observaron en 1 g de MOS kgG1
y control, respectivamente. Ademas no hubo diferencias significativas en la cantidad de
glucosa, colesterol, triglicéridos y proteina total entre los tratamientos. Concluyen que la
administracion dietética de MOS a un nivel de 1 g/kg puede influir positivamente en el
rendimiento del crecimiento, la microflora intestinal, la composicién corporal y algunos

parametros sanguineos de juveniles de trucha arcoiris.

Akrami et al. (2015), realizaron un experimento de alimentacion de 48 dias para evaluar
los efectos del prebidtico comercial A-Max, una mezcla de MOS, FOS y B glucano, en
juveniles de trucha arcoiris. Hicieron suplementaciones de 0.5, 1.0 y 1.5 g/kg del
prebidtico. Los juveniles alimentados con 1.5 g/kg mostraron un peso final, ganancia de
peso, indice de eficiencia proteica, ganancia de biomasa significativamente mas altos y
un indice de conversién alimenticia significativamente mas bajo en comparacién con el
grupo control (P < 0.05); la proteina corporal, proteina sérica, albimina y glucosa en
suero no se vieron afectadas por la dieta, por lo que concluyeron que el prebiético mejoré
el crecimiento y la eficiencia de la alimentacion en los juveniles de trucha arcoiris sin
causar impactos perjudiciales en la quimica sanguinea, por lo que podria ser un

complemento apropiado en las dietas para esta especie.



JUSTIFICACION

El uso de proteinas vegetales en las dietas para trucha arcoiris ha sido ampliamente
estudiado y se han obtenido resultados tanto positivos como negativos (Hardy, 1996;
Zhang et al., 2012), asi mismo, el uso de prebibticos como ingredientes funcionales en
alimentos acuicolas es un enfoque emergente con resultados positivos, entre los que se
encuentra mejorar la absorcion de nutrientes y la salud general de los organismos
(Farzad et al., 2020), por lo que la adicion de ingredientes vegetales a dietas con
prebidticos podria mostrar un mejoramiento en el crecimiento y salud de los peces; sin
embargo, hasta el momento hay muy poca informacion sobre su inclusion en dietas con
altos contenidos de proteina vegetal y sus efectos en el crecimiento, asi como en las

respuestas inmunes e inflamatorias de juveniles de trucha arcoiris.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el efecto de dietas con concentrados de proteina vegetal y la adicién

de fructooligosacaridos o manano-oligosacaridos, en juveniles de trucha arcoiris.

Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de dietas con concentrados de proteina vegetal y la adicion de
fructooligosacéridos o manano-oligosacaridos sobre los parametros de

crecimiento de juveniles de trucha arcoiris.

e Determinar la quimica sanguinea de juveniles de trucha arcoiris alimentadas
con dietas con concentrados de proteina vegetal y la adicion de

fructooligosacéaridos o manano-oligosacaridos.

e Determinar el efecto de dietas con concentrados de proteina vegetal y la adicion
de fructooligosacaridos o manano-oligosacéridos sobre la integridad del epitelio

del intestino de juveniles de trucha arcoiris.



MATERIALES Y METODO

Obtencion de organismos.

Las truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se obtuvieron del centro acuicola El Zarco
ubicado en el kilbmetro 32 de la carretera México-Toluca. Los organismos fueron
acondicionados en el Laboratorio de Produccion Acuicola, Facultad de Estudios
Superiores lIztacala, UNAM. Se aclimataron en un tanque de 400 L durante 30 dias para
que se acostumbraran a las condiciones del agua y de temperatura ambiente. Durante
este tiempo fueron alimentadas dos veces por dia con una dieta comercial de la marca
Grow Fish®.

Formulacion y preparacion de las dietas.

Se elaboraron 3 dietas con una mezcla de proteina vegetal, de las cuales dos dietas
son los tratamientos a los que se agreg6 3% de fructooligosacaridos (FOS) (30 g/kg) y
3% de manano-oligosacaridos (MOS) (30 g/kg) respectivamente y a expensas de la alfa

- celulosa (tabla 1y 2).

Tabla 1. Formulacidn de las dietas experimentales usadas en la prueba de alimentacién

de juveniles de trucha arcoiris.

Ingrediente g/kg Control FOS MOS
Concentrado de proteina de soya 234 234 234
Concentrado de proteina de arroz 241 241 241

Gluten de maiz 170 170 170

Aceite de pescado 70 70 70
Lecitina de soya 50 50 50
Dextrina 100 100 100

Mezcla de vitamina y minerales 40 40 40
Gluten de trigo 50 50 50
alfa-celulosa 45 15 15

FOS 0 30 0

MOS 0 0 30




Tabla 2. Composicion proximal de las dietas.

control MOS FOS comercial
Proteina 46.86% 47.04% 44.53% 45%
Lipidos 12.29% 13.03% 13.67% 16%
Ceniza 5.63% 5.80% 5.65% 12%
Humedad 8.09% 6.74% 10.10% 11%

Las dietas fueron preparadas de acuerdo con Cruz et al. (2011). Los ingredientes sélidos
fueron revueltos con el aceite de pescado y agua destilada (40%). La masa himeda se
pasé a través de un picador de carne para producir granulos que fueron secados a 60 °
C en un horno a temperatura constante durante 24 horas y se almacenaron a -20 ° C
hasta su uso. Como control se utilizé Gnicamente la dieta basal sin ningun agregado, y

una dieta comercial de la marca Grow Fish®.

Prueba de alimentacién.

Cuatro grupos con tres repeticiones cada uno y veinte peces por repeticion, fueron
colocados en tanques con capacidad de 100 L, dando un total de 240 organismos. Se
le suministro a cada grupo una racién diaria equivalente al 7% de la biomasa total dentro
de cada tanque. La racién se dividié en dos porciones, de las cuales una se coloc6 en
los tanques a las 9:00 y la otra a las 17:00 horas. Veinte minutos después de cada racion
los tanques se sifoneaban para retirar los residuos de alimento y heces. Los tanques se

mantuvieron bajo fotoperiodo natural.

Fue registrado el peso de los organismos (+ 0.01 mg) al inicio y cada 10 dias del
experimento hasta los 60 dias. La racion de alimento se ajustd de acuerdo con el peso.
La alimentacion se suspendié 24 horas antes de cada biometria para asegurar que
hubiera evacuacion gastrica. Fueron sacrificados veinte organismos antes del comienzo
de la prueba, cinco de los cuales fueron para la técnica histolégica H&E, cinco para la

prueba de RNA y diez fueron congelados para la obtencién de los quimicos proximales.

Al finalizar la prueba de alimentacion seis organismos por tratamiento fueron

sacrificados, de los cuales tres fueron para la diseccién del intestino con el fin de
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determinar su integridad bajo la técnica histolégica H&E (Verdin et al., 2013), la parte
media del intestino se destind a las pruebas de expresion genética, de igual forma se
les extrajo el higado y una muestra de piel para el andlisis de contenido proteico y
lipidico. Los otros tres organismos fueron sacrificados para el analisis de quimica

sanguinea.

La temperatura promedio del agua durante el experimento fue de 20.15 £ 0.15 °C a las
9:00y de 21.24 +0.17 °C a las 17:00, en tanto que el oxigeno disuelto promedio fue de
5.14 + 0.06 mg/L.

Parametros de crecimiento.

Se midié la ganancia en peso (GP), tasa de crecimiento especifico (TCE) y la tasa de

conversion alimenticia (TCA), con las siguientes formulas:

e Ganancia en Peso (GP) %

_ PF—PI

GP
PI

x100

Donde:

PF= Peso final, PI= Peso inicial

e Tasa de crecimiento especifico (TCE) (%)

_Iner-meEn o

TCE 0

Donde:

In=logaritmo natural, PF= peso final, PI= peso inicial, t= tiempo de alimentacién

e Tasa de conversion alimenticia (TCA)
GP
TCA = —
a

Donde: GP= ganancia en peso (g), a= total de alimento consumido en base seca (g)
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e Tasade ingesta
TI = (g)/pez/dia

Composicion proximal.

Se determiné la composicion proximal de cenizas y humedad en las dietas con las
técnicas reportadas por Olvera et al., (1993). Para el contenido de lipidos totales en
musculo, higado y dietas se utilizo la técnica de cloroformo y etanol descrita por Bligh y
Dyer (1959). La determinacion de proteinas totales en musculo, higado y dietas se

realizé con la técnica de Kjeldahl.

Quimica sanguinea.

Se extrajo la sangre de 3 organismos al azar y por cada tratamiento. Las muestras se
colectaron del pedunculo caudal y fueron puestas en tubos eppendorf de 1.5 mL. Se
dejé coagular la muestra a 4 °C durante un periodo de dos horas. Transcurrido este
periodo, las muestras fueron colocadas en la micro centrifuga a 10,000 rpm durante 15
minutos. Se extrajo el suero sanguineo (sobrenadante), se colocé en otros tubos

eppendorf de 1.5 mL y se llevo a refrigeracion a -20 °C.

Se determiné el contenido de proteina (Thermo Scientific™ Micro BCA™ Protein Assay
Kit), triglicéridos (EnzyChrom™, Triglyceride Assay Kit) y glucosa en suero sanguineo

(abcam®, Glucose Assay Kit).

Técnica histolégica.

Alfinalizar la prueba de alimentacion fueron seleccionados al azar 3 organismos de cada
tratamiento, después de la diseccion se extrajo el intestino y se dividié en dos diferentes
regiones, proximal y distal. Las muestras fueron fijadas en formol al 4%. Los
componentes del formol fueron: formol 100 mL, agua destilada 900 mL, sodio
monobasico 4 gr y fosfato de sodio dibasico anhidrido 6 gr. Después de 72 horas Las
muestras se lavaron con agua destilada y se deshidrataron en una serie ascendente de

alcoholes (70%, 80%, 90%, 96% y 100%), antes de sumergirlos en xilol y luego ser
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puestos en cera de parafina (Paraplast) y embebidos en bloques de acuerdo con una
orientacion adecuada. Cada bloque fue cortado piramidalmente para dejar en la punta
solo la seccidn que tenia tejido, luego se cortaron secciones de 5 um con un micrétomo
para parafina. Los cortes fueron colocados en portaobjetos en series de ocho a nueve,
se adhirieron con ruyter y sobre una plancha térmica a 55 °C durante 45 minutos.
Finalmente se tifleron con hematoxilina-eosina (H&E) (Verdin et al., 2013) y se hicieron

observaciones a 100x, 200x y 400x.

Analisis estadistico.

Los datos se analizaron para determinar la normalidad y la homocedasticidad con la
prueba de Shapiro-Wilk. Posteriormente se compararon mediante ANOVA de un factor
y las diferencias significativas entre los tratamientos se evaluaron mediante la prueba
de comparacion multiple Tukey con el programa Prism 8, GraphPad Software. Se utilizé

un error del 5% (p < 0.05) para considerar a las diferencias significativas (Zar, 1999).
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RESULTADOS

Parametros de crecimiento.

En la figura 1 se observa el peso en gramos de los organismos durante los 60 dias de
la prueba. A partir del dia treinta el grupo alimentado con la dieta control muestra un
ligero incremento con respecto a los demés grupos, mientras que los organismos
alimentados con la dieta FOS fueron los de menor peso al final de la prueba. No hay

diferencias significativas entre los tratamientos.

10
FOS

8 — 4_ Sk MOS

Peso ()

0 I | I I I |
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (dias)
Figura 1. Peso promedio en gramos de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) determinado cada 10 dias a lo largo de 60 dias. Cada punto representa la media

de tres * el error estdndar. No hay diferencias significativas a este nivel.
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Los valores biométricos (ganancia en peso, tasa de crecimiento especifico y tasa de
conversién alimenticia) se muestran en la tabla 3. Se observan valores de ganancia en
peso (GP) y tasa de crecimiento especifico (TCE) mas altos en el grupo alimentado con
la dieta control. Respecto a la tasa de conversion alimenticia (TCA) fue mas alta en el
grupo MOS el cual también tuvo la menor GP. La tasa de ingesta (TI) fue mayor en los
grupos control y MOS en tanto que el grupo comercial tuvo el menor valor. No obstante

estas variaciones, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

Tabla 3. Valores de ganancia en peso (GP), tasa de crecimiento especifico (TCE), tasa
de conversién alimenticia (TCA) y tasa de ingesta (TI) en juveniles de trucha arcoiris
alimentados con las dietas FOS, MOS, Control y Comercial durante 60 dias. Los datos
son la media de tres repeticiones * el error estandar. No se observaron diferencias

significativas a este nivel (P < 0.05).

Tratamiento GP (%)* TCE (%/dia)? TCAS3 Tl (g/pez/dia)*
Control 354.61 £ 20.28 2.52 +0.07 1.28 £ 0.02 0.25 +0.01
FOS 341.27 £ 33.86 2.46 £0.13 1.33+£0.12 0.22 £0.02
MOS 327.97 £ 13.22 2.42 £ 0.05 1.39+0.15 0.25 £ 0.02

Comercial 329.53 + 33.09 241+0.13 1.15+0.05 0.20 £ 0.00

1GP: ganancia en peso = ((peso final — peso inicial)/peso inicial) x 100

2TCE: tasa de crecimiento especifico = ((In de peso final — In de peso inicial) / 60) x 100
3TCA: tasa de conversion alimenticia = ganancia en peso (g) / total de alimento
consumido (g)

4TI: tasa de ingesta
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Composicion proximal.

El contenido de proteina en musculo se presenta en la figura 2. Aunque no hay
diferencias significativas (p < 0.05) entre los distintos tratamientos con respecto al grupo
control y el inicial, se observa que la media mas alta fue la del grupo alimentado con la
dieta comercial con un valor de 14.64% y el valor mas bajo lo presenta la media del

grupo control con 13.30%.
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Figura 2. Contenido de proteina en muasculo de juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). Las barras son la media de tres repeticiones + el error estandar.

No se encontraron diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).
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Con respecto al contenido de proteina en higado (figura 3) se puede observar que los
organismos alimentados con la dieta comercial tuvieron el valor mas alto, y hubo una
diferencia significativa entre los tratamientos comercial (CO) y control (C), teniendo este

ultimo el menor porcentaje de proteina.
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Figura 3. Contenido de proteina en higado de juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). Media de tres repeticiones * el error estdndar. Barras con letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos control (C)

y comercial (CO).
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Los valores del porcentaje de lipidos en el misculo estan presentados en la figura 4. No
hay diferencias significativas entre los tratamientos; Se observa que los organismos
alimentados con la dieta MOS fueron los que tuvieron el valor mas alto, y el valor mas

bajo lo tuvo el tratamiento comercial (CO).

20
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Figura 4. Contenido de lipidos en musculo dado en porcentaje de juveniles de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss. promedio de tres repeticiones + el error estandar. No se

encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre ningun tratamiento a este nivel.

Por otro lado, el mayor porcentaje de lipidos en higado se encontr6 en los organismos
alimentados con la dieta control (C), y el menor porcentaje en los organismos iniciales

(); ningun tratamiento mostré diferencias significativas (figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de lipidos en higado de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) alimentados con dietas a base de proteina vegetal. Medias de tres repeticiones

+ el error estdndar. No se encontraron diferencias significativas a este nivel (p < 0.05).

Quimica sanguinea.

Los resultados obtenidos para la proteina en suero sanguineo se muestran en la figura
6. Se observa un mayor contenido de proteina en los organismos iniciales (I) que en
todos los demas tratamientos; por otro lado el grupo con el valor mas bajo es el de la
dieta comercial (CO); no se encontraron diferencias significativas entre ningin

tratamiento.
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Figura 6. Cantidad de proteina en suero sanguineo en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con dietas a base de proteina vegetal. Medias de
tres repeticiones + el error estandar. No se encontraron diferencias significativas a este
nivel (p < 0.05).

En la figura 7 se pueden observar los valores de triglicéridos en suero sanguineo para
los distintos tratamientos y las muestras iniciales. Se observa que los organismos
alimentados con la dieta comercial (CO) tuvieron un valor significativamente mayor al

grupo control (C), al tratamiento MOS (MOS) y a los organismos iniciales (IN) (p < 0.01).

20



200 — ab b

Triglicéridos en suero mg/dL

I FOS MOS C coO
Tratamientos

Figura 7. Cantidad de triglicéridos en suero sanguineo en juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con dietas a base de proteina vegetal. Medias de
tres repeticiones + el error estandar. Barras con letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos CO-C, CO-MOS y CO-l.

En lo que respecta al contenido de glucosa en suero sanguineo, no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos y con respecto al grupo inicial. Se observa que los
organismos alimentados con la dieta FOS tuvieron un mayor contenido de glucosa en
suero sanguineo; en tanto que el grupo alimentado con la dieta comercial (CO) tuvo el
valor mas bajo (figura 8).

21



1.0

’_T |

=

S 0.8

= |

=

o 0.6

) o

-}

/7]

c 0.4 —

(O]

© A

4

=)

o A
0.0—

| FOS MOS C CcO
Tratamientos

Figura 8. Cantidad de glucosa en suero sanguineo de juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentados con dietas a base de proteina vegetal. Medias de
tres repeticiones + el error estandar. No se encontraron diferencias significativas a este
nivel (p < 0.05).

Andlisis histolégico.

Los resultados de las observaciones histoldégicas en la zonas proximal y distal del
intestino de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) mostraron que hay un
aspecto normal de la estructura celular (Figuras 9 - 12); se observa la tanica mucosa
(M) que esta formada por la lamina epitelial (LE) (células epiteliales absorbentes y
columnares de una sola capa) ademas de enterocitos (EN) con microvellosidades (MV)
en la zona dirigida hacia la luz (L) del intestino lo cual aumenta la capacidad de
absorcion. También células calciformes (CL) (células secretoras de mucosa) y lamina

propia (LP) la cual estd conformada por tejido conectivo.

La tinica submucosa (SM) esta conformada de doble capa: estrato compacto (SC) y
estrato granuloso (SG); de igual forma fueron observadas sin alteraciones morfologicas
la tunica muscular (MU), con las dos capas que la componen, el estrato circular (SR) y
el estrato longitudinal (SL). La membrana serosa (S) conformada por tejido conjuntivo
se encuentra recubriendo el tubo digestivo. Ademdas se observan linfocitos

intraepiteliales (LIE) que se intercalan con las células columnares del epitelio.
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Figura 9. Estructura histolégica de la zona proximal del intestino de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en los diferentes tratamientos; corte transversal con tincion
hematoxilina — eosina (H&E). 1-I) Inicial, 400x. 2-1) Inicial, 100x. 3-F) FOS, 400x. 4-F)
FOS, 200x. 5-F) FOS, 100x. 6-M) MOS, 400x. Donde: EN-Enterocitos, MV-Microvilli, LP-
Lamina propia, LE-Lamina epitelial, LIE-Linfocitos intraepiteliales, CL-Células
calciformes, L-Luz intestinal, SC-Estrato compacto, SG-Estrato granular, SR-Estrato
circular, SL-Estrato longitudinal, M-Tunica mucosa, SM-Tunica submucosa, MU-TUnica
muscular, S-Tunica serosa.
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Figura 10. Zona proximal de intestino de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en los diferentes grupos; corte
transversal con tincién hematoxilina — eosina (H&E). 7-M)
MOS, 100x. 8-C) Control, 400x. 9-C) Control, 200x. 10-C)
Control, 100x. 11-CO) Comercial, 400x. 12-CO)
Comercial, 200x. 13-CO) Comercial, 100x. Donde: EN-
Enterocitos, MV-Microvilli, LP-Lamina propia, LE-Lamina
epitelial, LIE-Linfocitos intraepiteliales, CL-Células
calciformes, L-Luz intestinal, SC-Estrato compacto, SG-
Estrato granular, SR-Estrato circular, SL-Estrato
longitudinal, M-Tunica mucosa, SM-TuUnica submucosa,

MU-TUnica muscular, S-Tunica serosa.
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Figura 11. Histologia en la parte distal del intestino de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) en los diferentes tratamientos; corte transversal con tincion hematoxilina —
eosina (H&E). 14-F) FOS, 400x. 15-F) FOS, 200x. 16-F) FOS, 100x. 17-C) Control, 400x.
18-C) Control, 200x. 19-C) Control, 100x. Donde: EN-Enterocitos, MV-Microvilli, LP-
Lamina propia, LE-Lamina epitelial, LIE-Linfocitos intraepiteliales, CL-Células
calciformes, L-Luz intestinal, SC-Estrato compacto, SG-Estrato granular, SR-Estrato
circular, SL-Estrato longitudinal, M-Tunica mucosa, SM-Tunica submucosa, MU-TUnica

muscular, S-TUnica serosa.
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Figura 12. Estructura histolégica de la zona distal del intestino de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en el grupo comercial; corte transversal con tincion hematoxilina
— eosina (H&E). 20-CO) Comercial, 400x. 21-CO) Comercial, 200x. 22-CQO) Comercial,
100x. Donde: LIE-Linfocitos intraepiteliales, L-Luz intestinal, M-Tunica mucosa, SM-

Tunica submucosa, MU-TUnica muscular, S-Tlnica serosa.
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DISCUSION

En la evaluacion del efecto de dietas con concentrados de proteina vegetal los
resultados muestran que el uso de estos concentrados en la alimentacion de juveniles
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) no tiene diferencias con respecto al pienso
comercial en los parametros de crecimiento, lo que indica que hubo un rendimiento
similar en todos los tratamientos. Kaushik et al. (1995), reemplazaron la harina de
pescado por proteina de soya hasta en un 100% y midieron su efecto sobre el
crecimiento y la utilizacion de proteinas en trucha arcoiris; concluyendo que el
reemplazo del 33 al 100% de harina de pescado por concentrado de proteina de soya
no afecto el rendimiento del crecimiento ni la utilizacién de nutrientes de los organismos.
Esto concuerda con los resultados de la presente investigacion, lo que confirma que la
harina de pescado puede ser sustituida por concentrado de proteina de soya en dietas
paratrucha arcoiris sin que se vea comprometido el rendimiento de crecimiento (Kaushik
et al., 1995; Glencross et al., 2004; Collins et al., 2012); ya que el concentrado de
proteina de soya ofrece un alto contenido de péptidos, un contenido de aminoacidos

favorable y una baja cantidad de antinutrientes (Yamamoto et al., 2012).

Los prebiodticos son consumidos por bifidobacterias y lactobacilos, ocasionando una
competencia con respecto a especies patégenas lo que desempefia un papel en la
mejora del crecimiento de especies acuaticas (Dimitroglou et al., 2009), pero se han
hecho numerosos estudios con resultados contradictorios debido a que hay muchos
factores que influyen en el rendimiento, como la dieta basal, los ingredientes prebioticos
y su cantidad, el sistema de crianza, las condiciones higiénicas y la especie bajo estudio
(Ringg et al., 2014; Mirzapour-Rezaee et al., 2016; Amenyogbe et al., 2020). Los MOS
y FOS son los oligosacaridos mas comunes que muestran diferentes propiedades, y
muchas veces ha resultado en un mejor rendimiento de crecimiento (Ringg et al., 2010).
En el presente estudio la adicién de FOS y MOS no tuvo diferencias entre las TCA, TCE,
GP y Tl en los diferentes tratamientos, aunque es de notar un ligero incremento en el
valor obtenido para las dietas con FOS y MOS con respecto a la dieta comercial, no asi
en comparacion a la dieta control. Esto significa que no hubo un efecto positivo o
negativo en cuanto a los pardmetros de crecimiento con la adicién de los prebidticos.
Estos resultados se contrastan con los obtenidos por Akrami et al., (2015) quienes
evaluaron los efectos del prebiético A-Max (una mezcla de MOS, FOS y (3 glucano) en

trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), y encontraron que el peso final y la GP fueron
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significativamente mayor en el tratamiento con prebidticos (1.5 g/kg) que en el control,
y concluyeron que la mezcla prebidtica mejora el crecimiento y la eficiencia de la
alimentacion en los juveniles de trucha arcoiris; contrario a esto, Yilmaz et al. (2007)
obtuvieron que la suplementacién con 1.5% de MOS en dietas para trucha arcoiris tuvo
un ligero efecto positivo en el crecimiento pero no fue significativo en comparacion al
control y la dieta 3%; de la misma forma se obtuvo un ligero incremento en el crecimiento
de trucha arcoiris con dietas suplementadas con 1% de FOS (Rehulka et al., 2014). Se
ha encontrado que la suplementacion con FOS o MOS en dietas de diversas especies
acuicolas tiene efectos positivos en el crecimiento, aunque no siempre de manera
significativa y con suplementaciones por debajo de 10 g/kg (Staykov et al., 2007;
Grisdale — Helland et al., 2008; Rehulka et al., 2014; Deniji et al., 2015); en cantidades
altas de prebidticos se ha visto que el rendimiento de crecimiento de los organismos
puede disminuir (Yilmaz et al., 2007) ya que la microbiota intestinal es incapaz de
fermentar prebioticos excesivos, lo que afecta de manera negativa al desarrollo del pez
(Soleimani et al.,, 2012). Por tanto se puede inferir que en el presente trabajo la
suplementacion del 3% de FOS y MOS en dietas con concentrado de proteina vegetal

estuvo fuera del nivel 6ptimo de efectividad para trucha arcoiris.

Los efectos positivos de los prebiéticos también se asocia con una mejor digestibilidad
de los nutrientes como el almidon, los lipidos y las proteinas (Askarian et al. 2011), lo
gue podria ser el resultado de una promocién de las enzimas amilasa, lipasay proteasa
estimuladas por las bacterias del acido lactico (Refstie et al., 2006). En el presente
estudio el valor del contenido de proteina en musculo fue ligeramente mas bajo en los
tratamientos con FOS o MOS y en la deposicion de proteinas en higado el tratamiento
con la dieta comercial tuvo un valor méas alto. Por lo que no hubo un efecto positivo en
la deposicion de proteinas en el cuerpo con la suplementacién de los prebiéticos. Ortiz
et al. (2012) también detectaron una disminucion en el contenido de proteina cruda (p =
0.009) en el cuerpo de trucha arcoiris alimentadas con una dieta que incluia 5y 10 g/kg
de FOS. De igual forma, Grisdale-Helland et al. (2008) encontraron que al agregar 10
g/kg de FOS en dietas para salmdnidos, se vio disminuida la concentracion de proteinas
en el cuerpo, lo que se atribuy6 a una menor utilizacion de aminoacidos y digestibilidad
de la dieta. Contrario a esto Yilmaz et al. (2007), observaron que los contenidos de
proteina en el cuerpo aumentaron a medida que aumentaba la cantidad de MOS (p >
0.05) hasta 4.5 g/kg en dietas para trucha arcoiris; por lo que el presente estudio
contradice lo referido por este autor. Una posible explicacion de que todos los

tratamientos tuvieran un valor mas bajo en contenido de proteina que el de la dieta
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comercial es que las fuentes de proteina de soja en los alimentos para peces carnivoros
pueden afectar la digestion o absorcién de nutrientes (Francis et al., 2001), y son
deficientes en los aminoacidos esenciales, metionina y lisina, que son esenciales para
el crecimiento y la salud normales de los peces (Lee, et al., 2016), por lo que se ha
sugerido la suplementacion de estos aminoacidos en dietas sin harina de pescado
(Rawles et al., 2011; Yamamoto et al., 2012).

El estudio de la retencién de lipidos en los tejidos de los peces es importante porque es
un indicador de su salud e igualmente influye en la calidad nutricional en la dieta humana
(Bou et al., 2017). Los principales lugares de almacenamiento de lipidos en el pescado
son el higado, el tejido adiposo perivisceral y el musculo (Guillaume et al., 2004). En el
presente estudio la deposicion de lipidos en musculo no se vio influenciada por la
suplementacion con FOS o MOS. Yilmaz et al. (2007) también observaron que la
inclusiébn de MOS a razon de 4.5 g/kg en la dieta para trucha arcoiris no afectd el
contenido de lipidos en todo el cuerpo; sin embargo, Ortiz et al. (2012) observaron los
efectos de lainulinay los FOS en la composicion corporal de trucha arcoiris y detectaron
una tendencia a aumentar el contenido total de lipidos para los tratamientos con
prebidticos, lo que indica claramente que la inulina y el FOS mejoraron la absorcion
intestinal; por lo que tales resultados son contrarios con lo reportado en este trabajo, ya
que el contenido de lipidos en la dieta FOS estuvo por debajo del control. Esta
discrepancia en las respuestas podria atribuirse a una serie de factores como la especie,
edad, tamafio de los peces, composicion y contenido de nutrientes de la dieta, fuente y
calidad de los ingredientes de prueba, las condiciones experimentales y temperatura del
agua. De hecho, estas enormes variaciones entre los estudios hacen que sea
problematico comparar los resultados de diferentes trabajos (lee et al., 2016). Si bien
las diferencias en la composicién quimica del cuerpo y los tejidos de las especies
acuaticas dependen de factores como los ya mencionados, la razén principal

generalmente proviene de la dieta (Shearer, 1994; Giiler y Yildiz 2011).

Con respecto al porcentaje de lipidos en higado, este fue menor en los organismos
iniciales y en los alimentados con una dieta comercial. Se observa un aumento en los
tres tratamientos con la dieta a base de proteinas vegetales. Azari et al. (2011) por otro
lado informaron que la cantidad de lipidos en el cuerpo de trucha Arcoiris fue
significativamente menor (p < 0.05) con la inclusion de altos niveles (15, 20, 25y 30

g/kg) del prebibtico Growbiotic. En tanto que algunos trabajos han reportado que no hay
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diferencias en la deposicion de lipidos en el cuerpo con la adicion de MOS (Genc et al.,
2007, Yilmaz et al., 2007). Ademas, se ha encontrado que el contenido de lipidos en el
cuerpo de los peces alimentados con dietas vegetales puede no verse afectado, debido
a que la cantidad de proteinas y lipidos en las dietas es similar con respecto al control
(Rara et al., 2005; Ghosi Mobaraki et al., 2020). Por lo que en el presente estudio la falta
de cambios en la composicion corporal puede deberse a la similitud en la composicion

proximal de las diferentes dietas.

Los parametros hematoldgicos son importantes bioindicadores para monitorear el
estado inmunoldgico y fisiolégico de los peces (Yarahmadi et al., 2016). Las proteinas
totales séricas influyen en la funcién inmunoldgica innata y a menudo se conocen como
indicadores de la salud (Magnadéttir, 2006). Los resultados del presente estudio
mostraron que los organismos iniciales tuvieron el mayor valor en contenido de proteina
en suero sanguineo y hubo un incremento en el contenido en las dietas con prebiéticos
y la basal con respecto a la comercial; por lo que no hubo un efecto positivo en la
inclusion de FOS o MOS en el contenido de proteina sérica. Deniji et al. (2015) también
investigaron los efectos de la suplementacion con MOS en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y no obtuvieron diferencias significativas en los valores de
proteina sérica entre los tratamientos (1, 2.5y 4.0 g/kg) y el grupo control. No obstante,
Soleimani et al. (2012) encontraron que la adicion de FOS a 2% y 3% en alevines de
rutilo (Rutilus caspicus) puede incrementar la respuesta inmune innata en comparacion
con el grupo suplementado con 1% de FOS y el control. Asimismo, el sistema
inmunoldgico innato en trucha arcoiris se ha visto positivamente afectado en dietas con
una suplementacion de 0.2% de MOS (Staykov et al., 2007) y se ha visto que la proteina
sérica en peces tratados con diferentes inmunoestimulantes es mas alta que las del
grupo control (Mehrabi et al., 2011). Esta variedad en las respuestas de los organismos
puede deberse a que los parametros hematolégicos no solo se ven afectados por los
inmunoestimulantes, como los prebiéticos, sino que también por factores como el estrés,

infecciones, nutricion, y las condiciones ambientales (Yarahmadi et al., 2016).

En cuanto a la determinacién de triglicéridos en suero sanguineo, no hubo diferencias
entre los tratamientos con FOS o MOS vy la dieta basal. Estos resultados concuerdan
con lo dicho por Denji et al. (2015) que investigaron los efectos de los MOS
(activeMOS®) en los parametros hematoldgicos y bioquimicos séricos en juveniles de

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss); suplementaron las dietas con 1, 2.5y 4.0 g/kg
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de MOS y encontraron que no hubo diferencias significativas en los parametros
bioquimicos séricos, entre ellos los triglicéridos. Rehulka et al. (2014) también
examinaron el efecto de los FOS en los parametros bioquimicos de plasma sanguineo
en truchas arcoiris con una suplementaciéon de 1 g/kg, y obtuvieron que no hubo
diferencias en los parametros hematolégicos. Por otro lado, en el presente estudio
también se observo que el nivel de triglicéridos fue significativamente mayor en los
organismos alimentados con la dieta comercial con relacion a las demas dietas; esto se
relaciona con algunos estudios donde la cantidad de triglicéridos en suero sanguineo se
vio reducida con respecto al control, cuando se suplementaron las dietas con prebiéticos
(Ye et al., 2011; Gelibolu et al., 2018); esta tendencia a disminuir se puede explicar
porque se ha visto que los prebio6ticos pueden reducir la lipogénesis hepatica, lo que
disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos en suero sanguineo (Guerreiro et al.,
2017).

Por otra parte, hay estudios que indican que los prebiéticos pueden mejorar la tolerancia
a la glucosa al reducir los niveles en el plasma sanguineo y aumentar la sensibilidad a
la insulina (Roberfroid et al., 2010). En este trabajo la determinacién de glucosa en suero
no mostré diferencias entre los distintos tratamientos ni con los organismos iniciales, por
lo que no hubo un efecto negativo o positivo de la adicion de FOS o MOS en la cantidad
de glucosa en suero. Akrami et al. (2015) evaluaron el prebiético comercial A-Max (MOS,
FOS y B-glucano), en los parametros bioguimicos séricos de juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y también concluyeron que la suplementaciéon de 0.5, 1.0y 1.5
g/kg no afecta en las concentraciones de glucosa sérica. Denji et al. (2015) también
estudiaron los efectos de los MOS a concentraciones de 1, 2.5 y 4.0 g/kg en trucha
arcoiris y observaron gue no hubo diferencias significativas en la cantidad de glucosa
en sangre. Ademas, Rehulka et al. (2014) observaron que suplementaciones de FOS
para trucha arcoiris no tiene efectos en la quimica sanguinea. Resultados similares se
han visto en otras especies, como en el esturiéon beluga (Huso huso) (Guerreiro et al.,
2015). Por lo anterior se puede decir que la inclusién de FOS o MOS no tiene efectos
en la cantidad de glucosa en suero sanguineo de trucha arcoiris, aunque no es un
resultado contundente, pues se han observados variaciones y contradicciones en los
efectos de los prebidticos bajo distintos factores, entre los que estan las infecciones

(Yarahmadi et al., 2016) o la adicion de simbiontes (Cerezuela et al., 2011).
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Finalmente, se ha dicho que podria haber una mejora en la morfologia intestinal de los
peces alimentados con prebioticos, o que beneficiaria la utilizacién del alimento y un
epitelio mucoso sano e intacto puede ayudar a prevenir infecciones bacterianas
oportunistas (Dimitroglou et al., 2009). Esto se debe a que el aumento en la longitud de
las microvellosidades puede brindar una mayor area de absorcién (Wu et al., 2013) y
junto con la elevacion de la produccién de moco, los prebidticos aumentan las
actividades bactericidas y de lisozimas (Torrecillas et al., 2011). En el presente estudio
las observaciones indican que no hubo diferencias en la histologia del intestino distal o
proximal en los diferentes tratamientos ni se observan sintomas de alguna patologia, de
igual forma no se observan sintomas de inflamacion intestinal con la adicion de FOS o
MOS en las dietas ni tampoco con la sustitucion de harina de pescado por concentrados
de proteina vegetal. Escaffre et al. (2007) también investigaron los efectos de la
sustitucion completa de la harina de pescado por concentrado de proteina de soja en
dietas para trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y observaron que en las zonas
proximal y distal del intestino no se vieron afectados por la dieta la altura del pliegue, la
longitud del epitelio y la proporcién de estroma, ademas no hubo efecto en el nimero
de células infiltradas entre los enterocitos ni en las caracteristicas de sus nlcleos, por
lo que no hubo una reaccién inflamatoria ni afeccién en la superficie del epitelio. Por otro
lado, Dimitroglou et al. (2009) realizaron un estudio sobre el efecto de MOS en la
morfologia intestinal de juveniles y subadultos de trucha arcoiris. El control fue una dieta
comercial estandar y el tratamiento fue una suplementacion de MOS de 0.2%. La
microscopia demostré que la suplementacion con MOS mejoré la morfologia intestinal
en las regiones intestinales anterior y posterior de los subadultos, ya que aumento la
superficie de absorcion al promover pliegues mucosos mas largos. Sin embargo, no
detectaron mejoras significativas en el grupo de juveniles y no encontraron una razon
para esto. Zhou et al. (2010) también realizaron una prueba de alimentaciéon con
juveniles de corvina roja (Sciaenops ocellatus) para evaluar cuatro prebiéticos
diferentes: FOS (inulina), GOS, MOS, Yy derivados de levadura. Determinaron que la
altura del pliegue y de los enterocitos en el ciego pilérico y el intestino no se vieron
afectados por la dieta, sin embargo, la altura de las microvellosidades aumento
significativamente con la suplementacién con prebiéticos. Contrario a esto, Torrecillas
et al. (2007) demostraron gue la administracion dietética de MOS (0.2 0 0.4%) a la lubina
europea (Dicentrarchus labrax) no afect6 la longitud de las vellosidades. Genc et al.
(2007) también observaron que en la Tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x O. aureus)
no hubo diferencias en morfologia gastrointestinal con dietas suplementadas con MOS
al 3%. De acuerdo con las observaciones anteriores y a los resultados de este estudio

la suplementacion dietética con prebibticos no siempre tiene un efecto beneficioso sobre

32



la morfologia intestinal de los peces. Esta variedad en la respuesta entre distintos
estudios puede atribuirse a las diferentes dosis empleadas, las especies implicadas en
los ensayos, las distintas condiciones de cria o los enfoques metodolégicos utilizados
(Ferrara et al., 2015). Aunque aun se desconoce con precisién los mecanismos de
actuar de los prebidticos se sabe que las comunidades microbianas intestinales juegan
un papel clave (Hoseinifar et al., 2015), que entre otros efectos pueden promover el
crecimiento de las microvellosidades en el borde epitelial del intestino (Dimitroglou et
al., 2009).

Es la primera vez que se reportan los efectos de incluir los prebiéticos FOS y MOS al
3% en dietas para trucha arcoiris con una sustitucién total de harina de pescado y los
resultados muestran mucha similitud con estudios previos que han trabajado con dietas
vegetales o estos prebidticos. No se muestran efectos negativos o adversos de la
suplementacion en conjunto de estos ingredientes, pero se sugiere que en futuros
estudios se disminuya la cantidad de prebiéticos suplementados debido a que se han

observado efectos positivos a menores concentraciones.
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CONCLUSIONES

En este estudio se determind que los concentrados de proteina vegetal y la adicion del
3% de fructooligosacaridos o manano-oligosacaridos en dietas para juveniles de trucha

arcoiris no tienen efectos adversos en su crecimiento.

Los resultados sobre los parametros de crecimiento en este estudio revelaron que las
dietas con concentrados de proteina vegetal junto con la adicién de 3% de FOS o MOS
no tuvieron efectos desfavorables sobre los pardmetros de crecimiento en juveniles de

trucha arcoiris.

Las dietas con concentrados de proteina vegetal y la inclusion de prebidticos no
influyeron negativamente en la deposicion de proteina en masculo de los peces. La dieta
a base de proteina vegetal tuvo un efecto negativo en la deposicion de proteina en
higado en todos los grupos experimentales. No hubo disminucién en la deposicion de
lipidos en musculo e higado de los organismos alimentados con dietas suplementadas
con 3% de FOS o MOS.

En el estudio actual se determiné que las dietas con concentrados de proteina vegetal
y la adicion de fructooligosacaridos o manano-oligosacaridos no causaron cambios en
los parametros sanguineos de trucha arcoiris, excepto en la cantidad de triglicéridos,

gue fue significativamente menor en los grupos experimentales con respecto al control.

El buen estado de salud de todos los grupos durante el proyecto correspondié con las
observaciones en la morfologia del intestino. Se determiné que las dietas con
concentrados de proteina vegetal y la adicion de 3% de FOS o MOS no tuvieron un

impacto negativo en el epitelio de los organismos ni generaron signos de inflamacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Informacion de la especie.
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Salmoniformes
Familia: Salmonidae
Subfamilia: Salmoninae
Género: Oncorhynchus

Especie: O. mykiss Walbaum, 1792

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es un pez resistente y facil de desovar, con
cuerpo fusiforme, presentando una aleta adiposa, coloracién azul a verde oliva sobre
una banda rosada a lo largo de la linea lateral y plateada por debajo de ella. El lomo,
costados, cabeza y aletas estan cubiertas con pequefios puntos negros. La trucha
arcoiris es considerada de crecimiento rapido teniendo una amplia gama de tolerancia
de ambientes y manipulaciones; que abarcan desde un ciclo de vida anadromo hasta
habitar de manera permanente en lagos. Los juveniles son iniciados facilmente en la
alimentacion con una dieta artificial y alcanzan hasta 4.5 kg en un lapso de 3 afios (FAO,
2019).

La especie puede soportar amplias gamas de temperatura (0 - 27 °C), aunque su
temperatura Optima se encuentra entre los 10 - 18°C (Bhagat y Barat 2015). Por tanto
se cultiva en altitudes mayores a 1300 msnm y con oxigeno en el agua cercano a la
saturacion y libre de contaminantes (FAO, 2019). Es nativa de las cuencas que drenan
al Pacifico en Norte América, abarcando desde Alaska a México. Desde 1874 ha sido

introducida en las aguas de todos los continentes excepto la Antartica.
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Anexo 2. Determinacion del contenido de cenizas (Olvera et al., 1993).

Materiales y equipo.

e Crisoles de porcelana.
e Mufla.
e Desecador.

e Procedimiento

Procedimiento.

1. Los crisoles de porcelana deben estar previamente limpiados y llevados a peso
constante sin tapa.

2. Pesar la muestra seca y colocarla en los crisoles. Etiquetar.

3. Colocar los crisoles en una mufla a 100°C e ir subiendo la temperatura hasta

calcinar a 550°C por 6 horas, dejar enfriar y pasarlos a un desecador.

4. Pesar nuevamente los crisoles y realizar los siguientes célculos:
) _ A-B
Contenido de ceniza (%)= e X 100

A = Peso del crisol (g)
B = Peso del crisol con ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)
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Anexo 3. Determinacion del contenido de humedad (Olvera et al., 1993).

Materiales y equipo.

e Crisoles.
e Horno de secado.

e Desecador.

Procedimiento.

1. Lavar los crisoles con jabén libre de fosfatos y alcohol.

2. Colocar los crisoles, en el horno de secado durante 2 horas, pasarlos al
desecador para eliminar la humedad, pesar y registrar.

3. Poner nuevamente los crisoles en el horno de secado a 100°C durante 24 horas

y pesar. Repetir este paso hasta que haya una diferencia menor a 0.001g en el

peso de los crisoles.

Sacar los crisoles del horno y colocarlos en un desecador durante 1 hora.

Pesar la muestra y colocarla en los crisoles. Ponerles tapa.

Introducir la muestra en el horno a 80°C durante 12 horas.

Sacar la muestra del horno y colocarla en el desecador.

© N o 0 A

Pesar la muestra y realizar el siguiente calculo:

M S
Contenido de humedad (%) = MH X 100

Donde:

MH = Peso de la muestra inicial hUmeda (g)

MS = Peso final de los crisoles con la muestra — peso de los crisoles (g)
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Anexo 4. Cuantificacion del contenido de lipidos por la técnica de Bligh y

Dyer (1959).

Material y equipo.

Homogeneizador
Sonicador

Vasos de precipitados
Tubos de ensaye
Embudo de separacién
Frascos Viales

Bomba de vacio

Reactivos.

Cloroformo.

Metanol.

Procedimiento.

1.

Se lavan los frascos viales y los tubos de ensaye con jabdn libre de fosfatos en
un sonicador durante 10 minutos. Se ponen a secar a 70°C durante 2 horas.

Se pesan las muestras en la balanza analitica y se colocan en los tubos de
ensaye con tapa.

Se agregan 1.5 ml de cloroformo y 3 ml de metanol.

Cada tubo se homogeniza durante 2 minutos. *A temperatura baja para evitar la
evaporacion de los solventes.

Colocar 1.5 ml de cloroformo en cada tubo para obtener una proporcion 1:1
metanol-cloroformo y homogenizar por otros 2 minutos.

El contenido de cada tubo debe ser filtrado en una bomba de vacio con un filtro
de membrana.

Luego se vierte la mezcla en un embudo de separacién y se colocan 0.8 mL de
agua destilada. Se agita hasta que se observe la separacién (la parte de arriba
gqueda transparente y la de abajo amarillenta).

Al separarse se vacia la parte de abajo en un frasco vial. Cada vez que se usa
el embudo debe ser enjuagado con agua destilada. Los frascos viales deben ser

previamente pesados.
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9. Colocar los frascos viales en aireacion constante durante 12 horas o hasta que

el diluyente se evapore por completo.

10. Pesar los frascos viales y realizar el calculo:

i
X 100

% de lipidos =

Donde:

Yi = Peso final de las muestras.
Vi = Peso inicial de los viales.

MiL = Peso inicial de las muestras.
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Anexo 5. Obtencidn del contenido de proteinas totales por la técnica de
Kjeldahl.

Previamente se preparan las siguientes soluciones:

e Solucion neutralizadora de acidos: 2L NaOH 15% para el scrubber.

e Solucion alkali: NaOH 40% que va en el bidon conectado al destilador.

e Solucion indicadora: (0.22g Rojo de Metilo/ 100 mL de etanol) + (O.11g de verde
de bromocresol/50 mL de Etanol).

e Solucion de acido bérico: (40g de H3BO3/700 mL agua) + 200mL etanol + 17 mL
de solucion indicadora. Aforar a 1L.

e Solucion de Acido Sulfarico O.1N para la titulacion.

e Acido sulfurico concentrado (96%) 15mL/muestra.

Etapa de digestion:

1. Pesar de entre 1 a 2g de muestra seca y colocarla en los tubos de digestion,
dejando uno de los tubos sin muestra (blanco).
Anadir 2 kjeltabs a cada tubo.

3. Antes de colocar los tubos en el digestor se debe de cambiar el agua destilada
y la solucion neutralizadora del scrubber.

A cada tubo se le agrega 10 mL de H;O2 y 10 mL de H2SO..
Colocar los tubos en el digestor, ponerles las tapas y prender el scrubber.
Encender el digestor y configurarlo a 420°C.

6. Una vez alcanzada esta temperatura se dejan ahi los tubos durante 1 hora.
NOTA: tener puesta la mascarilla anti-gas y prendida la campana de extraccion
en toda esta etapa.

7. Terminado el proceso se apaga el digestor y se dejan enfriar los tubos durante
1 hora.

Etapa de destilacion:

1. En el Kjeltec colocar un tubo limpio con 150 mL de agua destilada y un matraz
erlenmeyer de 250 mL para la purga inicial. Nota: Debe realizarse una purga por
cada destilacion.

2. Colocar en cada matraz erlenmeyer 25 mL de solucién indicadora de &cido

bérico.
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3. Encada uno de los tubos de digestion se agregan 70 mL de agua destilada y se
colocan en el Kjeltec, cada uno con un matraz que ya contiene solucion
indicadora.

4. En cada destilacion, desechar el contenido del tubo digestor y conservar el

matraz para titular.

Etapa de titulacion:

Colocar en el matraz un agitador magnético y titular con acido sulftrico hasta que vire

de color rosa a verde. Registrar los mL de titulacion. Realizar el célculo:

(MT-MB)*140.07
mg de la muestra

%N =

Donde:

MT = Mililitros de titulante usado

MB = Mililitros del blanco

% de proteina = %N * 6.25
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Anexo 6. Determinacion del contenido de proteinas séricas.

Material y equipo:

¢ Kit de ensayo de proteina: Thermo Scientific™ Micro BCA™ Protein Assay Kit.
e Lector de placas

¢ Micropipetas

e Microplacas

e Agitador de microplacas

Procedimiento.

1. Primero se prepara el reactivo de trabajo. Volumen total del reactivo de trabajo
(WR) = (# estandar + #desconocidos)(#replicas)(WR por cada muestra). NOTA:
solo se requieren 150 yuL de WR para cada muestra.

2. Con el BSA que viene dentro del kit se prepara la curva patron segun la tabla 4.

Tabla 4. Curva patron para la determinacion del contenido de proteinas séricas.

Vial Volumen de Volumen y origen  Concentracion final
diluente (mL) de BSA de BSA pg/mL
A 4.5 0.5mL 200
B 8.0 2.0 mL del vial A 40
c 4.0 4.0 mL del vial B 20
D 4.0 4.0 mL del vial C 10
E 4.0 4.0 mL del vial D 5
= 4.0 4.0 mL del vial E 2.5
G 4.8 3.2 mL del vial F 1
H 4.0 4.0 mL del vial G 0.5
8.0 0 0

3. Se pipetean 150 uL de cada réplica estandar o de muestra desconocida en cada
pocillo de microplaca.
4. Agregar 150 pL de WR a cada pocillo y se mezcla en un agitador de placas

durante 30 segundos.

53



Cubrir la placa para evitar afectar los resultados por la entrada de luz y poner a
incubar a 37°C durante 2 horas.

Se deja enfriar la placa a temperatura ambiente.

Después se mide la absorbancia en o cerca de 562 nm en un lector de placas.
Se resta la lectura de absorbancia del blanco de la lectura de todas las demas
muestras desconocidas.

Se hace unaregresion lineal de la curva patrén para obtener las concentraciones

de todas las muestras problema.
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Anexo 7. obtencidn del contenido de triglicéridos en suero sanguineo.

Materiales y equipo.

¢ Kit de ensayo de triglicéridos (EnzyChrom™  Triglyceride Assay Kit).
e Lector de placas

¢ Micropipetas

e Microplacas

e Agitador de microplacas

Procedimiento.

1. Diluir el estdndar en agua destilada de la siguiente manera (para curva patron).

Tabla 5. Curva patron para la obtencion del contenido de triglicéridos en suero

sanguineo.
No. Estandar (uL) + Volumen (uL) Triglicéridos
agua (uL) (mmol/L)
1 10 + 990 1000 1.0
2 6 + 994 1000 0.6
3 3+ 997 1000 0.3
4 0 + 1000 1000 0

2. Luego se transfiere 10 uL de estandares diluidos a los pocillos de la placa para
hacer la curva patron.

3. Las muestras de suero se deben diluir 5 veces en dH;O para analizarse
directamente (10 pL de muestra + 40 pL de dH-0).

4. Prepare el reactivo de trabajo para cada pocillo, mezclando 100 pL de buffer de
ensayo, 2 UL de mezcla enzimética, 5 L de lipasa, 1 L de ATP y 1 pL de
reactivo colorante en un tubo limpio. Transfiera 100 pL de reactivo de trabajo a
los pocillos de muestras y estandares.

5. Mezclar los elementos en el agitador para microplacas durante un corto periodo

de tiempo y tapar la microplaca.
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6. Posteriormente dejar incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
7. Leer la densidad 6ptica a 570 nm (550-585 nm) y calcular la concentracion de

triglicéridos segun la formula siguiente:

ODs—ODH

Triglicéridos] =————
[Trig ] Pendiente

X n (mmol/L)

Donde: ODs = absorbancia de la muestra. ODH = Absorbancia del blanco. n = Factor

de dilucion.
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Anexo 8. Determinacion del contenido de glucosa sérica.

Materiales y equipo.

¢ Kit de ensayo de glucosa: abcam®, Glucose Assay Kit.
e Lector de placas

¢ Micropipetas

e Microplacas

e Agitador de microplacas

Procedimiento.

1. Parala curva patron se prepara 1mL de estandar de glucosa 1nmol/uL diluyendo
10 pL de glucosa en 990 pL de buffer de ensayo. Se pone en los pocillos de

microplaca como se marca en la tabla 6.

Tabla 6. Preparacion de la curva patrén para el contenido de glucosa sérica.

Estandar Volumen de Buffer de Volumen glucosafinal
(#pocillo) glucosa ensayo (uL) final en el (nmoL/pocillo)
estandar (uL) pocillo

1 0 150 50 0

2 6 144 50 2

3 12 138 50 4

4 15 132 50 6

5 24 126 50 8

6 30 120 50 10

2. Se toman 2 pL de cada muestra problema y se colocan en los pocillos de la
microplaca por triplicado. Cada pocillo se ajusta a 50 pL con el buffer de ensayo.

3. Luego se prepara la mezcla de reaccion: 46 pL del buffer de glucosa, 2 pL de
glucosa sonda y 2 yL de la mezcla de enzimas.

4. Se afladen 50 pL de la mezcla de reacciébn a cada pocillo con muestras
problema.
Se protege de la luz y se mezcla unos segundos en el agitador.

Se deja incubar durante 30 minutos a 37°C.
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7. Luego se lee en un lector de placas a 570 nm.

8. Se resta la lectura del blanco de todas las lecturas problema, y se hace la
regresion lineal de la curva patrén para obtener la cantidad de glucosa de cada
pocillo.

9. Se calcula la concentracion con la formula:

SA

Concentracion de glucosa = P *D

Donde:

SA = cantidad de glucosa en la muestra bien calculada a partir de la curva estandar

(nmol).
SV = volumen de muestra afiadido al pocillo de reaccién (uL).

D = factor de diluciéon de la muestra.
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Anexo 9. Técnica histologica de hematoxilina-eosina (HE).

Materiales y equipo.

Parrilla con agitacion magnética
Horno de secado
Microtomo

Porta y cubreobjetos

Reactivos.

Formol 4%

Etanol (70%, 80%, 90%, 96% y 100%)
Xilol

Parafina (paraplast)

Ruyter

Hematoxilina y eosina

Procedimiento.

Fijacion.
Previamente se cortan muestras intestino no mayores a 6mm.
Las muestras de tejido son puestas en formol durante 48 horas. La preparacion

del formol es: 100 mL de formol, 900 mL de agua destilada, 4 g de sodio

monobasico y 6 g de fosfato de sodio dibasico anhidrido.

Inclusion.

Se enjuaga el tejido con agua destilada en una parrilla a 400 rpm durante 2 horas,
para retirar todo rastro de formol.

Las muestras se deshidratan con etanol en una serie ascendente de alcoholes
(70%, 80%, 90%, 96% y 100%). La duracion en cada alcohol es de 1 hora.
Posteriormente las muestras se sumergen en Xilol durante 5 minutos.

Las muestras se colocan en parafina previamente derretida y se meten al horno

a 56°C (punto de fusion de la parafina) durante 1 hora.
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S

Se dejan las muestras a temperatura ambiente aproximadamente 24 hora para
dejarlas secar.

Las muestras son de nuevo incluidas para favorecer la completa sustitucién del
liquido intermediario.

Se hace una tercera inclusion en paraplast, esta vez se hace con un molde para
hacer bloques y se asegura que el tejido esté correctamente alineado de acuerdo
con las intenciones del corte.

Los blogues de parafina son retallados hasta hacer una piramide truncada. Se

debe considerar el lado al que se le quieren hacer los cortes.

Corte.

Con un microtomo para parafina se hacen cortes de 5 um.
Son colocados 7 cortes continuos por triplicado en cada portaobjetos.
Se colocan un par de gotas de Ruyter para extender y pegar los cortes,

Los portaobjetos se ponen sobre una parrilla a 55°C durante 45 minutos.

Tincion.
Los portaobjetos se envuelven con aluminio y se colocan en un horno a 56°C
para desparafinar.
Después los cortes se rehidratan con agua destilada.
Se coloca un par de gotas de hematoxilina, hasta que todos los cortes de cada
portaobjetos quede cubierto.
Se enjuagan los portaobjetos con agua del grifo y luego con agua destilada.
Se tifien esta vez con algunas gotas de eosina, hasta cubrir todas las muestras.
Se enjuaga con etanol al 96% hasta que no queden manchas del pigmento y se
ponen unas gotas de xileno durante 10 minutos.
Se coloca el medio de montaje y finalmente se cubre con un cubreobjetos.

NOTA: Todos los portaobjetos deben ser debidamente etiquetados.
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