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RESUMEN

Durante los ultimos afos, el aumento en el cultivo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) ha
generado una creciente demanda de alimentos balanceados. Las harinas de origen vegetal
surgen como una alternativa a la harina de pescado, pero su implementacién se ve limitada
debido a la presencia significativa de antinutrientes. En este contexto, la inclusion de probidticos
como componentes funcionales en alimentos acuicolas representa un enfoque prometedor,
aungue existe una escasa cantidad de informacion sobre su efectividad en dietas con elevados
niveles de proteina vegetal. Por ende, el propédsito de este estudio fue evaluar el impacto de
dietas cuya principal fuente de proteina es vegetal, suplementada con diferentes niveles del

probiético Pediococcus acidilactici, en juveniles de trucha arcoiris.

Se disefié una dieta basal con una substitucion del 66% de harina de pescado por harina de
soya. Se llevaron a cabo tres tratamientos experimentales involucrando un total de 156
organismos, con diferentes niveles de inclusion del probidtico: 2 x 106 UFC/g (1A), 2 x 10” UFC/g
(2A) y 2 x 10® UFC/g (3A), mientras que el grupo control recibié exclusivamente la dieta
formulada. Los organismos fueron alimentados durante un periodo de 90 dias, en el cual se les
suministré alimento dos veces al dia. Se realizaron evaluaciones en parametros de crecimiento,
composicion proximal y la expresion de los genes IL-183, IL-4, IL-10 e IL-21. Al concluir la fase de
alimentacion, se sacrificaron cinco organismos por tanque para determinar la composicion
proximal y la expresion genética. Todos los datos recopilados fueron sometidos a un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA) después de verificar la normalidad y homogeneidad de

varianzas.

Los resultados revelaron la ausencia de diferencias significativas (P < 0.05) en la ganancia de
peso (GP), tasa de crecimiento especifico (TCE), tasa de conversion alimenticia (TCA) y tasa de
ingesta (TI). No se observaron disparidades en la deposicion de lipidos y proteinas en musculo
e higado. A nivel de expresién genética no se evidenciaron diferencias significativas en las
interleucinas IL-18, IL-4 e IL-21; sin embargo, la IL-10 present6 una expresion significativamente
mayor. Estos hallazgos sugieren que el probiético desempefié un papel crucial en la regulacion

del estado de inmunidad.
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EVALUACION DEL EFECTO DE DIETAS CON BASE VEGETAL Y EL PROBIOTICO
Pediococcus acidilactici EN EL CRECIMIENTO Y RESPUESTA INMUNE DE JUVENILES DE
TRUCHA ARCOIRIS (Onchorhynchus mykiss).

Introduccién

La acuicultura, definida como la crianza de organismos acuaticos en ambientes controlados con
el propésito de optimizar su crecimiento y desarrollo (Sahu et al., 2008), ha emergido como una
practica de gran relevancia en la actualidad. En los Ultimos afios, esta actividad ha experimentado
un notable crecimiento y se ha consolidado como un pilar econébmico en diversas naciones
(Fernandes y Kerkar, 2019). Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), en el afio 2018, la produccién acuicola mundial alcanzé una
cifra de 114.5 millones de toneladas, destacando su contribuciéon sustancial a la seguridad
alimentaria global (FAO, 2020).

Esta forma de produccion sostenible desempefia un papel multifacético en la sociedad actual.
No solo genera empleo para miles de personas en comunidades costeras y rurales, sino que
también impulsa la actividad econdmica y provee una fuente confiable de ingresos (Maite et al.,
2018). La demanda mundial de productos del mar continla en aumento, y la acuicultura ha
surgido como un medio fundamental para satisfacer esta necesidad (Garcia-Diez et al., 2016).
El aporte de proteina animal proveniente de especies acuaticas se ha vuelto esencial en la dieta
humana, y su importancia se magnifica en vista de la proyeccién de la poblacién global, que se

estima alcanzara los 10 mil millones de individuos para el afio 2050 (Naciones Unidas, 2019).

Esta creciente demanda y su potencial para impulsar el desarrollo sostenible han llevado a un
aumento en la investigacion y la innovacién en el campo de la acuicultura. Los avances en
tecnologias de manejo, mejoramiento genético y nutricibn animal han permitido optimizar la
produccion y mitigar posibles impactos ambientales negativos (Ape et al., 2019). Ademas, la
acuicultura ofrece oportunidades para la restauracion de ecosistemas acuéticos degradados y la
conservacion de especies en peligro de extincién a través de programas de reproduccion en

cautiverio (Pereira et al., 2019).



En México, la acuacultura tiene un potencial considerable y podria desempefiar un papel crucial
al proporcionar alimentos de alta calidad a la poblacion mas vulnerable (Naciones Unidas, 2020).
En el pais, operan alrededor de 9,000 granjas registradas, con una tasa media anual de
crecimiento del 15% (Cuéllar-Lugo et al., 2018), lo que ha llevado a un aumento en la produccién
de 54,000 toneladas en el afio 2000 a 243,000 toneladas en 2017. Esto ha posicionado a México
como el cuarto productor acuicola mas destacado en la regién (Naciones Unidas, 2020). De esta
produccion, 8,655 toneladas corresponden a la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(CONAPESCA, 2017).

La trucha arcoiris es un pez resistente, de crecimiento rapido y tolerante a una amplia gama de
ambientes. Puede tener un ciclo de vida anadromo, asi como habitar de manera permanente en
cuerpos de agua dulce (FAO, 2021). Debido a estas caracteristicas, es el salménido mas
introducido en todo el mundo y una de las especies mas utilizadas en acuicultura (Crawford y
Muir, 2008). En México, se introdujo por primera vez en 1988 (Ortega y Valladares, 2017). Hasta
la fecha, la trucha ocupa el puesto 21 en términos de volumen de produccién pesquera, pero
debido a su alto valor monetario, se encuentra en la décima posicion. Ademas, presenta una tasa
media de crecimiento anual del 5.99% (CONAPESCA, 2018).

Para la produccion de trucha arcoiris y otras especies carnivoras se emplea harina de pescado,
una fuente crucial de proteinas. Sin embargo, su precio en el mercado ha experimentado un
incremento debido al crecimiento de la actividad acuicola y la creciente demanda (Choi et al.,
2019). En vista de esto, se han explorado fuentes alternativas de proteinas, y la harina de soya
ha sido ampliamente investigada gracias a su bajo costo, alta disponibilidad y perfil equilibrado
de aminoacidos (Voorhees et al., 2019). No obstante, la harina de soya también contiene
componentes antinutricionales que pueden dificultar la absorcion de nutrientes y causar lesiones
intestinales, vacuolizaciébn anormal, acortamiento del pliegue de la mucosa e infiltracion de

células inflamatorias en la lamina propia (Krogdahl et al., 2010; Teng et al., 2012).

Dentro de este contexto, la microbiota intestinal de los peces desempefia una funcion vital. Su
capacidad para fermentar componentes no digeribles del alimento emerge como un factor
determinante en la mejora de la digestibilidad de los piensos. Al promover el crecimiento de la
microbiota, es plausible que se optimice la eficiencia en la absorcién de nutrientes (Timmerman
et al., 2004).



Por otra parte, los probiéticos se definen como complementos microbianos vivos con efectos
beneficiosos en el huésped. Estos modifican la comunidad microbiana del huésped o su entorno,
mejoran la utilizacién del alimento, aumentan su valor nutricional y fortalecen la resistencia a
enfermedades, mientras también mejoran la calidad ambiental (Verschuere et al., 2000). El papel
crucial de los probioticos en el mantenimiento de la salud se manifiesta en su capacidad para
estimular el sistema inmunolédgico, aumentar la resistencia contra patégenos a través de la
producciéon de sustancias antimicrobianas y crear un ambiente optimo para los animales
acudaticos, mejorando su rendimiento sin imponer impactos negativos (Dawood et al., 2016). Esta
alternativa a los antibidticos, que pueden generar contaminacion ambiental y resistencia
bacteriana, demuestra la importancia de los probidticos en el mantenimiento de la salud sin

afectar el sistema inmunolégico del huésped (Van Doan et al., 2020).

Dentro de los probidticos mas ampliamente estudiados y utilizados, se encuentra el Pediococcus
acidilactici. Ha sido probado en distintas especies como el pez roca (Sebastes schlegeli), la lubina
asiatica (Lates calcarifer) y el pez cebra (Danio rerio), demostrando resultados favorables en
términos de crecimiento, inmunidad y estado general de salud (Rahimnejad et al., 2018; Ashouri
et al., 2020; Ahmadifar et al., 2020). Su inclusion en dietas para la trucha arcoiris ha evidenciado
mejoras en la morfologia de las microvellosidades intestinales, el aumento en la actividad
endocitica de los enterocitos y el refuerzo de la actividad inmune innata intestinal (Al-Hisnawi et
al., 2019; Merrifield et al., 2010).

No obstante, hasta la fecha no se han investigado los efectos de este probi6tico utilizando una
dieta basada en proteina vegetal para la trucha arcoiris. Por consiguiente, el propésito del
presente estudio fue evaluar el impacto del uso de estos dos componentes en términos de

crecimiento, respuesta inmune e inflamacion.



Antecedentes

Sealey et al., 2009, investigaron los efectos de la incorporacién del probidtico Mycolactor Dry
Probiotic® en dietas basadas en vegetales para la alimentacion de trucha arcoiris. Formularon
una dieta practica con un contenido de 48% de proteina cruda 'y 20% de grasa cruda, que incluia
niveles de harina de soya (SBM) de 0 (S0), 10 (S10) o 20% (S20), y se complementé con el
probiotico (SOP, S10P, S20P). Durante el periodo de crecimiento, se observaron cambios
patolégicos en los intestinos de los peces alimentados con un 43% de SBM; no obstante, estos
cambios resultaron menos severos en los casos donde los peces habian estado expuestos
previamente a la harina de soya en las dietas iniciales. Como conclusion, se determiné que la
trucha arcoiris puede tolerar mayores cantidades de harina de soya a través de la alimentacién

con probiéticos.

Merrifield et al., 2011, llevaron a cabo un estudio con el propésito de evaluar los efectos del
probidtico Pediococcus acidilactici en la trucha arcoiris. Los individuos se alimentaron con células
vegetativas (Veg) o liofilizadas (Lyo), las cuales fueron incorporadas en una dieta basal a
concentraciones de 107 (Lo) o 10® (Hi) UFC/g. No se observaron mejoras estadisticamente
significativas en el rendimiento del crecimiento ni en la utilizacién del alimento, tampoco en la
composicion corporal de los peces alimentados con los probidticos (P>0.05). No obstante, se
identific6 una reduccion significativa en el factor de condicion (K) en los organismos que
consumieron dietas liofilizadas. Adicionalmente, se observaron niveles elevados de leucocitos en
los peces alimentados con la dieta suplementada con P. acidilactici vegetativo en baja
concentracion, aunque no se apreciaron efectos en los tipos de leucocitos presentes. Como
conclusion, se destaco el potencial de la aplicacion de P. acidilactici en la trucha arcoiris; no
obstante, se reconocid la necesidad de realizar investigaciones adicionales para optimizar su

implementacion.

Ramos et al., 2013, llevaron a cabo una evaluacioén de los efectos de la suplementacion dietética
con multiples especies (A: Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp., Lactobacillus sp.) y
un probiético (B: Pediococcus acidilactici) en la trucha arcoiris. Durante un periodo de 96 dias,
se afiadié la suplementacion de probidticos A o B a una dieta basal, mientras que un grupo de
control recibi6 la dieta sin suplementacion. Después de 56 dias de alimentacion, se observo un
aumento significativo en el peso de los peces alimentados con la dieta A en comparacion con el

grupo de control. Ademas, la suplementacion con probioticos en la dieta ocasion6 cambios en la



composicion microbiana intestinal. Se llegé a la conclusion de que los probidticos tuvieron un

impacto positivo y significativo en el rendimiento de crecimiento de las truchas arcoiris juveniles.

Ramos et al.,, 2015, llevaron a cabo una evaluacion de la influencia de dos probidticos
comerciales en juveniles de trucha arcoiris. Los probidticos utilizados fueron los siguientes: A,
una mezcla de multiples especies (Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp., Lactobacillus
sp.); Y B, una especie Unica (Pediococcus acidilactici). En sus hallazgos, se evidencié que la
dosis mas baja del probidtico de mudltiples especies resultd en una mejora en la tasa de
crecimiento, mientras que ambos tipos de probidticos contribuyeron a una mejor tasa de
conversién alimenticia. Ademas, no se observaron variaciones en la compaosicion corporal entre
los diferentes tratamientos. Cabe destacar que la actividad de la lisozima fue mas elevada en los
peces alimentados con la dieta A. Sin embargo, no se detectaron diferencias en la peroxidasa
plasmética ni en el estallido respiratorio de las células de la cabeza del rifion. Asimismo, no se
identificaron disparidades en la morfologia intestinal entre los grupos. Se concluy6é que ambos
tipos de probidticos generan beneficios en términos de rendimiento zootécnico y respuestas

inmuno-humorales.

Hoseinifar et al., 2017, llevaron a cabo un estudio para investigar los efectos de la dieta prebiética
de galactooligosacarido [(GOS), 1%], la inclusién de un probiético (Pediococcus acidilactici) [7.57
log UFC/g], y la combinacion simbiética (GOS + P. acidilactici) con relacion a la actividad de
enzimas antioxidantes y la resistencia a enfermedades en la trucha arcoiris. Los resultados
obtenidos indicaron que los inmunoestimulantes no ejercieron un efecto significativo sobre los
niveles de malondialdehido (MDA) en el higado en comparacion con el grupo de control (P>
0.05). Sin embargo, las actividades de las enzimas hepaticas catalasa (CAT), glutation S-
transferasas (GST) y glutation reductasa (GR) fueron significativamente mayores en los peces
alimentados con los inmunoestimulantes. Como conclusion, se determiné que la administracion
de GOS y P. acidilactici resulté en un aumento de la actividad enzimatica antioxidante y en la

resistencia de la trucha arcoiris.

Al-Hisnawi et al., 2019, llevaron a cabo una evaluacion sobre el efecto del probidtico Pediococcus
acidilactici MA18 / 5M en la trucha arcoiris. Durante un periodo de 4 semanas, los peces fueron
alimentados con una dieta de control o una dieta complementada con P. acidilactici (a una
concentracion de 2.4 x 10° UFC/g). Sus observaciones revelaron que P. acidilactici fue capaz de
modular el microbioma intestinal de la trucha arcoiris. Ademas, demostraron que la alimentacion

con probidticos condujo a un aumento en las citocinas proinflamatorias, tales como la



interleucina-1p e interleucina-8, mientras que se evidencié una inhibicion en la expresion de la
interleucina-10, que es de naturaleza antiinflamatoria, en comparacion con el grupo de control.
Como resultado, se concluyé que el probidtico logré reducir la expresion intestinal de
biomarcadores asociados al estrés celular, apoptosis y proliferacion celular, lo que a su vez

fortalecio la respuesta inmune innata en el intestino.



Justificacion

En los ultimos afios, la demanda de harina de pescado ha experimentado un incremento
significativo, lo cual ha repercutido en un alza en los precios del mercado (De-Silva y Hasan,
2007; Choi et al., 2020). Por ende, resulta crucial explorar alternativas de fuentes ricas en
proteinas, como la harina de soya (Dersjant-Li, 2002); no obstante, esta presenta componentes
antinutricionales que pueden obstaculizar la absorcién de nutrientes y ocasionar trastornos en el

organismo (Krogdahl et al., 2010; Teng et al., 2012).

El probidtico Pediococcus acidilactici ha demostrado resultados prometedores en términos de
crecimiento, inmunidad y salud en los peces (Rahimnejad et al., 2018; Ashouri et al., 2020;
Ahmadifar et al., 2020). No obstante, hasta la fecha, no se han investigado los efectos de este
probidtico en la trucha arcoiris cuando se emplea una dieta cuya principal fuente de proteinas
proviene de fuentes vegetales. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue investigar el efecto del
probidtico Pediococcus acidilactici en términos de crecimiento e inmunidad de trucha arcoiris

cuando se emplea una dieta cuya principal fuente de proteinas proviene de fuentes vegetales.



Objetivos

Objetivo general

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones del probidtico Pediococcus
acidilactici en dietas con base vegetal en el desarrollo de juveniles de trucha

arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Objetivos particulares

e Determinar el efecto de diferentes concentraciones del probiético Pediococcus
acidilactici en dietas con base vegetal en el crecimiento de juveniles de trucha
arcoiris.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones del probiético Pediococcus
acidilactici en dietas con base vegetal sobre la composicion proximal de musculo
e higado de juveniles de trucha arcoiris.

e Determinar el efecto de diferentes concentraciones del probiético Pediococcus
acidilactici en dietas con base vegetal en la expresién de genes de juveniles de

trucha arcoiris.



Materiales y método

Obtencién de organismos.

Se adquirieron 156 juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) provenientes de la granja
privada El Xote, situada en el municipio de Jilotzingo, Estado de México, y fueron trasladados al
Laboratorio de Produccién Acuicola de la UNAM FES Iztacala en Tlalnepantla, Estado de México.
Alli, se les sometié a un periodo de aclimatacién durante 3 semanas en un tanque de 500 L
equipado con aireacion y filtracion continua. Durante esta fase, se les proporcion6 alimento hasta
la saciedad dos veces al dia, utilizando una dieta comercial de la marca Malta Cleyton,
BioFingerling®.

Formulacién y preparacion de las dietas.

Se formulé una dieta basal con una composicién de 67% de harina de soya y 33% de harina de
pescado. A partir de esta dieta basal se establecieron cuatro tratamientos que incluyeron la
suplementacion del probiético Pediococcus acidilactici en concentraciones de 2 x 106 UFC/g (1A),
2 x 10" UFC/g (2A) y 2 x 10% UFC/g (3A), mientras que un cuarto grupo se mantuvo sin adicion
del probiético (0A) (tabla 1).

Tabla 1. Formulacion de la dieta basal. La composicién proxima fuel: proteina cruda (28.48%),
humedad (8.21%) y cenizas (10.5%).

Ingredientes g / kg Dietas
1A 2A 3A 0A
Harina de pescado 200 200 200 200
(FM)
Harina de soya (SM) 400 400 400 400
Aceite de higado de 50 50 50 50
bacalao
Lecitina de soya 50 50 50 50
Dextrina 100 100 100 100
Mezcla de vitaminas 40 40 40 40
y minerales
Gluten 50 50 50 50
a - celulosa 109 107.2 89.2 109.2
P. acidilactici 0.2 2 20 0




Las dietas se prepararon siguiendo el protocolo descrito por Sanchez et al. (2015). Los
ingredientes solidos fueron mezclados con aceite de pescado y un 40% de agua destilada para
formar una masa humeda, que posteriormente se pasé por un picador de carne para obtener
granulos. Estos granulos se secaron en un horno a temperatura constante de 100 °C durante 1.5
horas y luego se almacenaron a una temperatura de -20 °C. Se organizaron lotes de 250 g de
alimento para, posteriormente, agregar la bacteria cada 23 dias, garantizando asi la frescura del

alimento en la medida de lo posible (Al-Hisnawi et al., 2019).

Cultivo bacteriano.

Se procedi6 a pesar 0.2 g (1A), 2 g (2A) y 20 g (3A) del probiético P. acidilactici (Bactocell®,
Lallemand, 1 x 10 UFC/g) y se diluyé en agua destilada. Esta solucién se rocié de manera
uniforme sobre la dieta basal precalentada a 40 °C, siguiendo la metodologia de Harper et al.
(2011). De esta manera, se obtuvieron concentraciones finales de 2 x 108 UFC/g, 2 x 10’ UFC/g

y 2 x 108 UFC/g, respectivamente.

Prueba de alimentacion.

Se establecieron cuatro grupos, cada uno con tres repeticiones, y en cada repeticion se alojaron
trece peces, lo que sumo un total de 156 organismos. Estos fueron colocados en tanques de 100
L de capacidad. A cada grupo se le proporciond una racion diaria equivalente al 7% de su
biomasa, suministrada en dos ocasiones: alas 9:00 y a las 16:00 horas. Treinta minutos después

de cada racion, se llevo a cabo el sifonado de los tanques para eliminar los residuos de alimento.

Durante el periodo de alimentacion, la temperatura mantuvo un promedio matutino de 20.54 °C
y vespertino de 21.30°C. El contenido de oxigeno disuelto en el agua se mantuvo en un 92.04%,

y el pH present6 un promedio de 8.58.
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Se realiz6 el registro del peso de los organismos al comienzo del experimento y posteriormente
cada 10 dias hasta completar los 90 dias de estudio. La racion de alimento se ajusto segun la
biomasa total dentro de cada tanque. Con el propésito de asegurar una evacuacion gastrica
adecuada, se suspendi6 la alimentacién durante 24 horas previas a cada toma de medidas

biométricas.

Al finalizar la prueba de alimentacién se sacrificaron cinco organismos por tanque. De estos, a
tres se les extrajo el intestino medio con la finalidad de analizar la expresion genética. A los dos
restantes se les retirdé Unicamente el higado, mientras que a los cinco se les obtuvo una muestra

de tejido muscular para la posterior evaluacion del contenido proteico y lipidico.

Parametros de crecimiento.

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

conversién alimenticia (TCA), de la siguiente manera:

¢ Ganancia en Peso (GP) %

__PF—PI
- Pl

GP x100

Donde:

PF= Peso final, PI= Peso inicial

e Tasa de crecimiento especifico (TCE) (%)

TCE

In (PF) — In (PI
_ @R (") }t D 1100

11



Donde:

In=logaritmo natural, PF= peso final, Pl= peso inicial, t= tiempo de alimentacion

e Tasa de conversion alimenticia (TCA)

GP
TCA = —
a

Donde:

GP= ganancia en peso (g), a= total de alimento consumido en base seca (g)

e Tasa de ingesta
TI = (g)/pez/dia

Composicién proximal.

Se determind la composicion proximal, incluyendo las concentraciones de cenizas y humedad en
las dietas, siguiendo las técnicas previamente reportadas por Olvera et al. (1993). Para la
cuantificacion del contenido total de lipidos en los tejidos musculares, hepaticos y en las dietas,
se emple6 el método de cloroformo y etanol descrito por Bligh y Dyer (1959). La estimacion de

las proteinas totales se llevo a cabo a través de la técnica de Kjeldahl (1983).
Extraccion de ARN, sintesis de cDNA y gPCR.

Se determinaron los genes IL-16, IL-4, IL-10 e IL-21. Para cada tratamiento, se extrajo el ARN
total de nueve intestinos medios homogenizados en TRIzol y resuspendidos en agua libre de
nucleasas siguiendo el protocolo de Nakano et al. (2013). La concentracion del ARN se cuantifico
espectrofotométricamente utilizando un Qubit 4 Fluorometer de ThermoFisher y se almacend a -
20°C hasta su utilizacion. EI ARN fue tratado con 10 yL de DNAsa |, Amplification Grade, de
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Invitrogen a 65°C durante 10 minutos. Se utilizaron 2 pg de ARN para la técnica de
retrotranscripcion, conforme alo descrito por Fuentes et al. (2013). La sintesis de cDNA se realiz
utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription de Appliedbiosystems, con incubacion
a 25°C durante 10 minutos, seguida de 37°C durante 120 minutos y una etapa final a 85°C
durante 5 minutos. La calidad del cDNA se determin6 mediante la relacion de absorbancia
260/280 nm con espectrofotometria utilizando un Nanodrop One UV-Vis de ThermoFisher.

Para la determinacién de la expresion de los genes, se prepararon concentraciones de cDNA de
100 ng/uL. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el kit SensiFast™ SYBR ® No-
ROX KIT de BIOLINE en un termociclador MyGo Mini. Cada muestra se sometié a duplicado y la
mezcla de reaccién para cada muestra consistié en 1.3 yL de agua libre de nucleasas, 7.5 pL de
SensiFast™ SYBR ® No-ROX KIT, 5 yL de muestra'y 0.6 pyL (10 uM) de primers directo e inverso
cuyas secuencias especificas se detallan en la tabla 2. El perfil térmico estandarizado incluy6
una etapa inicial de 2 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de 5 segundos a 95°C y 30 segundos
a 60°C, finalizando con una extensiéon de 60 segundos a 60°C y una etapa de disociacién de 15
segundos a 95°C. Los valores obtenidos para cada gen se normalizaron utilizando el gen de

referencia (B-actina). Para el analisis de los datos, se empled el software MyGo Mini version 3.6.

Tabla 2. Primers usados para la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Gen Ndimero Tamafio* Forward Primer Reverse Primer
GenBank

IL-18 AJ223954 21 ACATTGCCAACCTCATCATCG TTGAGCAGGTCCTTGTCCTTG

IL-4 AB574337 27 - 25 ACCACCACAAAGTGCAAGGAGTT CACCTGGTCTTGGCTCTTCACAAC
CT

IL-10 AB118099 27 GGATTCTACACCACTTGAAGAGCC GTCGTTGTTGTTCTGTGTCTGTTGT
C

IL-21 EM883701 24 - 27 CAACAGTGTGATGTCGAACGCTC CCTTGGCAGACTGTTTTCTCTCCC

B- AJ438158. 24 - 18 TGGGGCAGTATGGCTTGTATG CTTGGCACCTAATCACTCT

actin 1

*Numero de nucleétidos de la cadena.
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Anadlisis estadistico.

Los datos fueron analizados para determinar su distribucién normal utilizando la prueba de
Shapiro-Wilk. A continuacion, se realizaron comparaciones a través de un andlisis de varianza
(ANOVA) de un solo factor, y las disparidades significativas entre los tratamientos se evaluaron
empleando la prueba de comparacién multiple de Tukey, utilizando el programa Prism 8 de
GraphPad Software. Para considerar diferencias como significativas, se aplicé un nivel de

significancia del 5% (P < 0.05), siguiendo la metodologia de Zar (1999).
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Resultados

Parametros de crecimiento.

Los valores biométricos, que incluyen la ganancia en peso, la tasa de crecimiento especifico, la
tasa de conversién alimenticia y la tasa de ingesta, se presentan en la tabla 3. Se observan
valores mas altos de ganancia en peso (GP), tasa de crecimiento especifico (TCE), tasa de
conversién alimenticia (TCA) y tasa de ingesta (TI) en el grupo de tratamiento OA, seguido por el
grupo 3A, mientras que los valores mas bajos se evidencian en el tratamiento 2A. Sin embargo,

no se observaron 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 A0, Al, A2 y A3 durante un periodo de 90 dias. Los datos representan la media
de tres repeticiones + el error estandar. No se observaron diferencias significativas a este nivel
(P <0.05).

Tratamiento GP (%)? TCE (%/dia)? TCA3 TI (g/pez/dia)*
OA 132.09 = 38.13 0.90+0.18 0.79 £ 0.25 0.27 £ 0.05
1A 72.40 £ 12.28 0.59 + 0.07 0.46 £ 0.05 0.20 £ 0.02
2A 70.25 + 3.62 0.59 + 0.02 0.42 + 0.04 0.18 + 0.00
3A 110.82 + 10.30 0.82 £ 0.05 0.58 + 0.04 0.22+0.2

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

>TCE: tasa de crecimiento especifico = ((In de peso final — In de peso inicial) / 90) x 100
3TCA: tasa de conversion alimenticia = ganancia en peso (g) / total de alimento consumido (g)
“TI: total de alimento consumido / nimero de organismos / 90

15



Composicion proximal.

El contenido de proteina en el tejido muscular se muestra en la figura 1. Aunque no se
presentaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los diversos tratamientos, se observa una
evidente tendencia al aumento a medida que se incrementa la cantidad de probiético en la dieta,

alcanzando su punto maximo en la dieta 3A con un valor de 15.9%.

20—
S -
215—
2"1 L T
= ]
m -
~= a J_
E 101
= ]
0 -
(3]
k= .
O 5
g
S J
S -
o J
0 T I

0A 1A 2A 3A

Tratamientos

Figura 1. Contenido de proteina en el tejido muscular de juveniles de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). Las barras representan la media de tres repeticiones + el error estandar.

No se detectaron diferencias significativas a este nivel (P < 0.05).
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Con relacion al contenido de proteina en el higado (Figura 2), se puede observar que los
organismos alimentados con la dieta 1A presentaron el valor mas elevado, alcanzando un
19.65%. Por otro lado, el tratamiento 2A exhibié el menor contenido de proteina, con un
porcentaje de 14.5%. No obstante, esta diferencia no alcanzé significancia estadistica.
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Figura 2. Contenido de proteina en el higado de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). Media de tres repeticiones * error estdndar. No se observan diferencias significativas (P
< 0.05).

Los valores del porcentaje de lipidos en el masculo se presentan en la figura 3. No se observan
diferencias significativas entre los tratamientos. Se observa que los organismos alimentados con
las dietas OA y 3A mostraron los valores mas altos, mientras que el tratamiento 1A y 2A presento

el valor mas bajo.
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Figura 3. Contenido de lipidos en el musculo expresado en porcentaje para los juveniles de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Los valores representan el promedio de tres repeticiones
+ el error estandar. No se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos

a este nivel.

Por otro lado, el porcentaje mas alto de lipidos en el higado se observd en los organismos
alimentados con las dietas 1A y 2A, mientras que los tratamientos OA y 3A obtuvieron el
porcentaje mas bajo. Estos resultados difieren de los obtenidos anteriormente; sin embargo,

ningan tratamiento mostro diferencias significativas (figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de lipidos en el higado de juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) alimentados con dietas a base de proteina vegetal. Los valores representan el promedio
de tres repeticiones * el error estandar. No se observaron diferencias significativas a este nivel
(P <0.05).
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Expresion de genes.

La figura 5 presenta la expresion relativa del gen IL-18 en juveniles de trucha arcoiris que
recibieron diferentes porcentajes de P. acidilactici en su alimentacion. Se observé que los
organismos alimentados con una concentracién de 2 x 108 UFC/g (3A) mostraron los niveles mas
altos de expresion de este gen. En contraste, se registrd6 una subexpresion en los grupos que
recibieron concentraciones de probiético de 2 x 10’ UFC/g (2A) y 2 x 10® UFC/g (1A), siendo aln

menor en el grupo de control en comparacién con el gen de referencia.
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Figura 5. Expresion relativa del gen IL-18 en juveniles de trucha arcoiris alimentados con
diferentes porcentajes de inclusion del probidtico P. acidilactici. Se uso como gen de referencia
a la B-actina. Los valores representan el promedio de tres repeticiones * el error estandar. A este

nivel de analisis, no se observaron diferencias significativas (P < 0.05).

En la Figura 6 se presentan los niveles de expresion del gen IL-4 en juveniles de trucha arcoiris

gue fueron alimentados con distintas concentraciones de P. acidilactici. Se observé que el nivel
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de expresion de IL-4 se mantuvo subexpresado en la dieta de control y en aquellos alimentados
con una concentracion de probiético de 2 x 10® UFC/g (1A). En contraste, los grupos 2A y 3A
mostraron una expresion del gen IL-4 superior a la del gen de referencia, sugiriendo una
tendencia clara hacia un aumento en la expresion a medida que se incrementa la cantidad de
probidtico. No obstante, es importante destacar que no se observaron diferencias significativas

(P < 0.05) entre los grupos.
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Figura 6. Expresion relativa del gen IL-4 en juveniles de trucha arcoiris alimentados con
diferentes porcentajes de inclusién del probiético P. acidilactici, utilizando la B-actina como gen
de referencia. Los valores presentados son el promedio de tres repeticiones + error estandar. En

este nivel de andlisis, no se encontraron diferencias significativas (P < 0.05).

La Figura 7 muestra los niveles de expresion del gen IL-10 en juveniles de trucha arcoiris que
fueron alimentados con diversas concentraciones de P. acidilactici. Se destac6 una
sobreexpresion de IL-10 en los individuos que consumieron las dietas 1A, 2A'y 3A, mientras que
el grupo control mantuvo una subexpresion con relacion al gen de referencia. En este andlisis,

se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tres tratamientos y el grupo control.
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Figura 7. Se muestra la expresion relativa del gen IL-10 en juveniles de trucha arcoiris, los cuales
experimentaron diferentes niveles de inclusion del probiético P. acidilactici en su alimentacion.
Para fines de estandarizacion, se empled la B-actina como gen de referencia. Los valores
presentados reflejan el promedio calculado a partir de tres repeticiones * error estandar. En este

andlisis, hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos y el grupo control.

En la Figura 8, se representa la expresion relativa del gen IL-21. Se evidenci6 una subexpresion
en el grupo control y en los tratamientos 1Ay 2A, siendo méas pronunciada en el 2A. En contraste,
el grupo 3A mostré un aumento significativo en la expresion génica con respecto al gen de
referencia. No obstante, es importante mencionar que no se encontraron diferencias significativas

en este andlisis (P < 0.05).
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Figura 8. Expresién relativa del gen IL-21 en juveniles de trucha arcoiris alimentados con
diferentes porcentajes de inclusién del probiético P. acidilactici, utilizando la B-actina como gen
de referencia. Los valores presentados son el promedio de tres repeticiones + error estandar. En

este nivel de andlisis, no se encontraron diferencias significativas (P < 0.05).
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Discusion

Las preparaciones bacterianas ofrecen la posibilidad de adaptar a los peces a nuevas fuentes de
nutrientes, representando una innovadora aplicacion probidtica propuesta por Heikkinen et al.
(2006). Los mecanismos probidticos, que incluyen la produccién de compuestos inhibidores
antibacterianos, la competencia por sustancias quimicas y sitios de adhesién para lograr un
equilibrio microbiano "mejorado”, y la modulacién inmune del huésped junto con la modificacion
de los componentes de la dieta para mejorar su utilizacion (Verschuere et al., 2000), cobran
relevancia, especialmente en peces carnivoros cuya dieta se plantea ser modificada por harinas
vegetales (Choi et al., 2020). En el presente estudio, los resultados indican que no hay diferencias
significativas en los pardmetros de crecimiento entre los tratamientos, lo que sugiere un
rendimiento uniforme. Sealey et al. (2009) investigaron los efectos de la incorporacion del
probiético Mycolactor Dry Probiotic® en dietas vegetales para trucha arcoiris, concluyendo que
estos peces pueden tolerar mayores cantidades de harina de soya cuando se incluye el
probidtico. Por otro lado, Ramos et al. (2013) observaron que la dosis de probiético, en particular
1.5 g/ kg de P. acidilactici, influia en el crecimiento, mientras que el suministro de 3 g/ kg de un
probidtico multi especie tenia resultados menos favorables. Este hallazgo se asemeja a
investigaciones previas que demuestran que P. acidilactici no afectdé el aumento de peso de
truchas arcoiris juveniles en diferentes periodos de tiempo de alimentaciéon (Aubin et al., 2005;
Shelby et al., 2007; Merrifield et al., 2010; Merrifield et al., 2011). Por tanto, los resultados
sugieren que la inclusion de P. acidilactici en dietas con harina de soya para trucha arcoiris no
perjudica a los organismos, pero la dosis (Li et al., 2012) y otros factores como la temperatura y
la frecuencia de alimentacién pueden influir en los resultados, lo que destaca la complejidad de

los mecanismos probidticos en la acuacultura (Ramos et al., 2013).

Diversos estudios han investigado los efectos de los probidticos en la calidad corporal de las
especies de peces en la acuicultura (Naseri et al. 2013; Gisbert et al. 2013; Abedi et al., 2022).
Esta suplementacion ha demostrado ser una estrategia beneficiosa, ya que enriquece la dieta
con vitaminas, acidos grasos de cadena corta y enzimas digestivas, lo que conlleva un impacto
positivo en la nutricion de los peces (John et al., 2006). En esta investigacion, los resultados
reflejaron un aumento proporcional en la cantidad de proteina en el musculo a medida que se
incrementaba la concentracion del probiético. En contraste, en el higado, se observé una mayor

cantidad de proteina en el tratamiento 1A, aunque sin diferencias significativas. Esto sugiere que
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el aumento en la concentracion del probiético se relaciona con una mayor deposicioén de proteina
en el muasculo. Mientras que estudios previos, como el de Lara-Flores et al. (2003), no
encontraron efectos significativos de las dietas con probiéticos en la composicién corporal de la
tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, otras investigaciones, como la de Bagheri et al. (2008) y
Azari et al. (2011), indicaron niveles mas altos de proteina corporal en la trucha arcoiris
alimentada con suplementos probidticos. Ademas, EL-Haroun et al. (2006) no identificaron
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de proteinas entre los tratamientos al
usar un probiético comercial en la alimentacion de la tilapia del Nilo. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en esta investigacion concuerdan con los autores mencionados, ya que, a pesar de la
falta de diferencias significativas, la dieta con una mayor concentracion de probiético incrementé
la cantidad de proteinas depositadas en el masculo. Esto implica que los probidticos pueden
reducir la cantidad de alimento requerida para el crecimiento de los peces, lo que podria resultar
en una disminucién de los costos de produccién. Esta mejora podria deberse al hecho de que
las bacterias grampositivas secretan una amplia gama de exoenzimas (Moritary, D.J.W, 1998),
gue podrian suministrar enzimas digestivas y nutrientes esenciales, facilitando una mejor

asimilacién de los nutrientes (Azari et al., 2011).

Al mismo tiempo la aplicacion de probiéticos en la acuacultura ha demostrado una mejora general
en la utilizacion del alimento (Lara-Flores et al., 2003). Paralelamente, se ha observado que el
aumento en la cantidad de harina de soya en las dietas de peces conlleva a un incremento en la
deposicion de lipidos en sus tejidos (Abedi et al., 2022). En el marco de esta investigacion, los
resultados indican que no se registraron diferencias significativas en la cantidad de lipidos en el
musculo entre los distintos tratamientos, aunque el tratamiento 3A mostro el porcentaje mas alto.
Por otro lado, los lipidos en el higado fueron mas prominentes en el tratamiento 1A, aunque sin
diferencias significativas. Estos resultados sugieren una relacion inversa entre la deposicion de
lipidos en el musculo y el higado. Investigaciones previas, como la de Naseri et al. (2013),
sefialaron que la alimentacion de trucha arcoiris con un probiético y suplementos de hierro no
afectaba significativamente el contenido de lipidos en comparacién con el grupo control. De
manera similar, Merrifield et al. (2010) utilizaron Chlorogloeopsis cyanobacteria como probiético
en la dieta de O. niloticus y no observaron un efecto significativo en la composicion corporal,
incluyendo el contenido de lipidos de los peces tratados. Ademas, Hoseinifar et al. (2011) y
Merrifield et al. (2011) obtuvieron resultados similares en H. huso y O. mykiss, respectivamente,

al utilizar Saccharomyces cerevisiae y P. acidilactici como probioticos. Contrariamente, Moslehi
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et al. (2016) estudiaron el impacto de P. pentosaceus como probiético en la dieta del esturion
siberiano y encontraron que influyé en la composicién corporal en términos de grasa de los peces
tratados. Se ha observado que dosis elevadas de probi6ticos en la alimentacion de peces pueden
llevar a una composicion corporal significativamente mayor en lipidos (Yones et al. 2019; El-
katcha et al. 2014). La variabilidad en estos hallazgos puede deberse a diferencias en las cepas
bacterianas y los hospedadores. En la presente investigacion, no se detectaron efectos adversos
en la deposicién de lipidos en funcién de las diversas concentraciones de P. acidilactici. Es
importante sefialar que la concentracion del probiético también influye en los resultados positivos
(Merrifield, et al. 2010; Gisbert et al. 2013).

En lo que respecta a las interleucinas, estas constituyen un subgrupo esencial de citocinas que
desempefian un papel fundamental en la regulacién intercelular del sistema inmunoldgico
(Secombes et al., 2011). Aunque se ha demostrado que una amplia variedad de tipos celulares
es capaz de producir interleucinas, muchas de ellas son sintetizadas principalmente por células
T auxiliares CD4+, macréfagos/monocitos y células endoteliales (Pérez-Cordén et al., 2014). En
tiempos recientes, se ha establecido claramente que la expresién de genes relacionados con
citocinas y el sistema inmunitario puede considerarse un indicador valioso para evaluar las
respuestas inmunoldgicas (Alejo, A. y Tafalla, C. 2011). Dado que el intestino es el principal
6rgano afectado durante la administracion de una dieta suplementada con probi6ticos
(Secombes et al., 2011), el enfoqué de la presente investigacion se centré en la expresion de

genes relacionados con el sistema inmunolégico en el intestino.

En particular, las citocinas proinflamatorias que involucran a la IL-1B son genes
inmunorreguladores ampliamente estudiados en la trucha arcoiris (Gioacchini et al., 2010; Pérez
Sanchez et al., 2011). La IL-1B desempefia un papel fundamental participando en la regulacion
de los mecanismos de defensa inmunoldgica tanto innatos como adaptativos (Dinarello, 1997).
En el presente estudio, los niveles mas elevados de expresion de IL-1B se observd un aumento
proporcional en la expresion del gen conforme se incrementa la concentracion del probiético.
Ademads, estudios in vitro han demostrado que los macréfagos de peces expresan IL-13 después
de la estimulacion con probiéticos (Zou et al., 2000; Engelsma et al., 2001). También se han
reportado mejoras en las expresiones de IL-1B en la tilapia del Nilo (Standen et al., 2013) y la

lubina europea (Torrecillas et al., 2018) alimentados con dietas suplementadas con P. acidilactici.
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Ademéds, se ha evidenciado que los simbiéticos de manano oligosacéridos y P. acidilactici
inducen transcripciones significativamente mas altas de IL-1B (Torrecillas et al., 2018). En este
contexto, los resultados de esta investigacion concuerdan con estudios previos que muestran
que la adicién de probidticos aumenta la expresion de IL-1B, lo que sugiere que la inclusion de
P. acidilactici en dietas basadas en vegetales para trucha arcoiris tiene la capacidad de estimular
el sistema inmunoldgico de estos organismos, dado que se ha identificado que macréfagos,
células epiteliales y fibroblastos son potenciales fuentes de IL-18 en teledsteos (Sigh, J.,
Lindenstram, T. y Buchmann, K. 2004). Por lo tanto, las dietas suplementadas con P. acidilactici
podrian inducir respuestas inmunitarias que contribuyen a la proteccion contra patégenos (Foey
y Picchietti, 2014).

Las citocinas proinflamatorias, como la IL-4, desempefian un papel fundamental en la
hematopoyesis, las respuestas inflamatorias y la inmunidad adaptativa de los peces (Secombes,
C.J., Hardie, L.J. y Daniels, G. 1996). Ademas, inducen la proliferacion de células B, la produccion
de anticuerpos y la expresion de citocinas y factores de transcripcion relacionados con Th2
(Abdel-Tawwab, M. y Hamed, H. 2020), y también se ha observado que aumentan el nimero de
células CD209 (Irkin et al., 2014). En el contexto de esta investigacion, se observa una
correlacion positiva entre la cantidad de probiotico y la expresion de IL-4. Yi et al. (2018)
demostraron que el probiético B. velezensis aumento significativamente la expresiéon del ARNm
de IL-4 en C. auratus. Del mismo modo, Makled et al. (2020) encontraron una regulacion al alza
de IL-4 en tilapia del Nilo alimentada con probiéticos, lo que sugiere que las preparaciones
bacterianas pueden estimular eficazmente la inmunidad de los peces. Ademas, se ha informado
sobre la estimulacion de la expresion génica de citocinas en trucha arcoiris (Perez-Sanchez et
al., 2011) y larvas de dorada (Avella et al., 2010) alimentadas con dietas suplementadas con
probidticos. Liu et al. (2013) y Makled et al. (2017) también encontraron que la suplementacion
con bacterias probiéticas mejoraba la abundancia de citocinas proinflamatorias en la tilapia. Por
lo tanto, los hallazgos de este estudio respaldan la afirmacién de que la adicion de P. acidilactici
en dietas basadas en vegetales para trucha arcoiris tiene la capacidad de estimular las citoquinas
proinflamatorias, como la IL-4, en estos organismos. Por lo que, los probiéticos pueden modular
la inmunidad del huésped al alterar la expresién de citocinas proinflamatorias (Li et al., 2007,
Hamdan et al., 2016).

Por otro lado, la IL-10, una citocina con propiedades antiinflamatorias desempefia un papel

crucial en la regulaciéon de la respuesta inflamatoria para prevenir respuestas excesivas que
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puedan dafiar al huésped (Foey y Picchietti, 2014). Esta citocina ha sido objeto de estudio en
peces de manera comun (Gioacchini et al., 2010; Pérez Sanchez et al., 2011). En el presente
trabajo, se observé6 un marcado aumento en la expresion génica en los tratamientos con
probidtico, con diferencias significativas en comparacion con el grupo control. Esto indica que P.
acidilactici influye en la expresion de IL-10 en juveniles de trucha arcoiris alimentados con una
dieta basada en vegetales. Yi et al.,, (2018) encontraron un aumento estadisticamente
significativo en la expresiéon de IL-10 con B. velezensis en C. auratus, lo que podria estar
relacionado con las diversas bioactividades de esta citocina. Del mismo modo, Choi et al., (2022)
evaluaron los niveles de expresion génica de IL-10 en lenguado oliva juvenil que fueron
alimentados con dietas suplementadas con B. subtilis y encontraron niveles significativamente
mas altos en los peces que consumieron dietas con el probidtico, lo que indica un mayor efecto
inmunomodulador de las bacterias. Ademas, diversos estudios han demostrado que la
suplementacion dietética con bacterias probiéticas en los peces aumenta la expresion génica de
IL-10, respaldando asi la afirmacion sobre la capacidad antiinflamatoria de los probi6ticos en los
peces (Hasan et al., 2019; Guafack et al., 2020). Por otro lado, Al-Hisnawi et al., (2019) llevaron
a cabo un estudio con truchas arcoiris grandes de mas de 300 gramos alimentadas con una dieta
enriquecida con P. acidilactici y encontraron una regulacion a la baja de la IL-10. Concluyeron
gue los probioticos podrian ser mas beneficiosos para individuos mas grandes. Los resultados
anteriores guardan similitudes con la presente investigacion, ya que, en este estudio la regulaciéon
positiva de IL-10 sugiere que se inhibe en mayor medida la inflamaciéon en los organismos
alimentados con las dietas que contenian el probiético. Cabe mencionar que existen diversos
factores que pueden influir en la expresion de IL-10, entre los que destacan la estimulacion con
lipopolisacaridos, infeccion bacteriana y la administracion de inmunoestimulantes (Zhang et al.,
2009).

Finalmente, la IL-21 tiene la funcion de inducir la expresién de algunas citocinas y genes
marcadores de células T/B (June et al., 1989). Ademas, También se ha producido la rIL-21 de
trucha (Wang et al., 2011) y se ha demostrado que aumenta la expresion de IL-10, IL-22 e IFN-
Y, ¥ en menor medida de IL-21. Por tanto, la IL-21 puede actuar como factor de supervivencia
para las células T y B de peces (Secombes et al., 2011). En el presente estudio, se encontrd que
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos ni con respecto al grupo control. Los
resultados sugieren que el probiotico P. acidilactici no influy6 en la expresion del gen IL-21. Dang

et al., 2023, encontraron que la suplementacién con aceite esencial de orégano influy6 en la
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expresion del ARNm de genes como IL-6, IL-21 e IL-34 lo que promovi6 la salud y el bienestar
de los organismos. De forma similar, Yi et al., 2019 investigaron los efectos del probidtico C.
aquaticum en peces cebra y encontraron un aumento n la expresion de IL-21 asi como de otras
interleucinas por lo que aumento la respuesta inmunoldgica innata y una mayor resistencia a la
infeccion por A. hydrophila y S. iniae. Del mismo modo, Lin et al., 2019, evaluaron los efectos en
los ciclidos de la suplementacion dietética con el probidtico Bacillus amyloliquefaciens y
encontraron aumentos significativos en los niveles de expresion génica de IL-18, IL-6, IL-21 y
TNF-a. Contrario a estos resultados en la presente investigacion no se encontraron incrementos
significativos en la expresion de IL-21. Esto puede estar influenciado por la concentracion del
probidtico (Aubin et al., 2005), falta de reto frente a organismos patégenos (Secombes et al.,
2011) que pudieran detonar la expresion del gen o el tiempo de exposicién al probiético (Biswas
et al., 2013).

Los resultados de este estudio representan la primera vez que se informa sobre los efectos de
incluir el probiético Pediococcus acidilactici en concentraciones de hasta 2 x 108 UFC/g en dietas
para trucha arcoiris con una sustitucién parcial de harina de pescado por harina de soya. Estos
hallazgos presentan una similitud notable con investigaciones previas que han abordado la
suplementacion con diferentes especies de probioticos en diversas especies. Lo mas destacado
es la ausencia de efectos negativos o adversos derivados de la suplementacion combinada de
estos ingredientes, por el contrario, los resultados mostraron un impacto positivo en el estado de
inmunidad de los organismos estudiados. Como consideracion final, se plantea la posibilidad de
llevar a cabo investigaciones posteriores que combinen el probidtico con un prebidtico adecuado,
dado que se han observado efectos beneficiosos significativos en la utilizacion de simbiontes en

otros contextos.
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Conclusiones

En este estudio, se determind que la suplementacién con el probiético P. acidilactici de hasta 2
x 108 UFC/g en dietas para juveniles de trucha arcoiris no tiene efectos negativos en su desarrollo
ni en los distintos pardmetros de crecimiento, por lo que el rendimiento con respecto a la dieta

sin probioticos fue uniforme.

Las dietas con las diferentes concentraciones del probiético no influyeron negativamente en la
deposiciéon de proteinas en musculo e higado de los peces. Sin embargo, es notable la relacion

positiva entre la cantidad de probiotico y la cantidad de proteina que se acumulé en el musculo.

Los resultados sobre la deposicion de lipidos en musculo e higado revelaron que las dietas a
base de harinas vegetales y con la adicion de P. acidilactici en distintas concentraciones no
tuvieron una influencia negativa en la acumulacion de lipidos en los organismos en el tejido

muscular y hepatico.

En el estudio actual se encontr6 que las dietas con P. acidilactici no tuvieron diferencias
significativas con respecto al grupo control en lo referido a la expresién del gen IL-18, pero es
importante notar que la cantidad de expresion de la IL-1B se incrementa conforme se incrementa
la cantidad del probidtico. Por lo tanto, la inclusion de la bacteria tiene el potencial de fortalecer

las respuestas inmunitarias en Oncorhynchus mykiss.

La administracion dietética de P. acidilactici en trucha arcoiris no tuvo efectos perjudiciales en
cuanto a la expresion de IL-4. El probidtico regulé al alza la expresion de dicho gen, y se sugiere
en estudios futuros incrementar la concentracion de P. acidilactici para medir en qué punto la IL-

4 tiene una diferenciacion significativa en la expresion.

Los resultados obtenidos en la actual investigacion mostraron un efecto positivo significativo de
la suplementacion de la dieta a base vegetal de juveniles de trucha arcoiris con P. acidilactici
sobre la expresion de IL-10 del intestino. Estos aditivos alimentarios regulan positivamente la

expresion del gen.

Los resultados en la expresién del gen IL-21 en el intestino de la trucha arcoiris mostraron que
no existen efectos negativos de la suplementacion de P. acidilactici cuando se suministra en

dietas cuya principal fuente de proteina es vegetal.
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Los resultados de la presente investigacion muestran que las dietas a base vegetal
suplementadas con P. acidilactici tienen efectos positivos sobre el estado de inmunidad de los
juveniles de trucha arcoiris, ademas de no afectar de manera negativa el crecimiento ni la

deposicién de proteinas y lipidos en el musculo e higado.
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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) se distingue por su resistencia y facilidad de desove,
con un cuerpo fusiforme y la presencia de una aleta adiposa. Su coloracién varia desde tonos
azules hasta verde oliva, destacando una banda rosada a lo largo de la linea lateral y una
tonalidad plateada en la parte inferior. El lomo, los costados, la cabeza y las aletas estan
adornados con pequefios puntos negros. Reconocida por su rapido crecimiento, la trucha arcoiris
exhibe una notable tolerancia a diversos ambientes y manipulaciones, desde ciclos de vida
anadromos hasta la residencia permanente en lagos. Los juveniles se adaptan facilmente a la
alimentaciéon con dietas artificiales, alcanzando un peso de hasta 4.5 kg en tan solo tres afios
(FAO, 2024).

Esta especie presenta una considerable capacidad para soportar variaciones de temperatura,
abarcando desde 0 °C hasta 27 °C, con una temperatura 6ptima situada entre los 10 °C y 18 °C.
Por ende, su cultivo se realiza a altitudes superiores a 1300 msnm, asegurando la presencia de
oxigeno en el agua cercano a la saturacion y libre de contaminantes (FAO, 2019). Originaria de
las cuencas que drenan al Pacifico en América del Norte, desde Alaska hasta México, la trucha
arcoiris ha sido introducida en las aguas de todos los continentes, con excepcion de la Antértica,
desde 1874.
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Anexo 2. Determinacion del contenido de cenizas (Olvera et al., 1993).

Materiales y equipo.
o Crisoles de porcelana.
e Mufla.
e Desecador.

e Procedimiento

Procedimiento:

1. Los crisoles de porcelana deben limpiarse previamente y llevarse a peso constante sin
tapa.

Pesar la muestra seca y colocarla en los crisoles, etiquetandolos.

3. Colocar los crisoles en una mufla a 100°C e incrementar la temperatura gradualmente
hasta alcanzar una calcinacién a 550°C durante 6 horas. Posteriormente, permitir que se
enfrien y transferirlos a un desecador.

4. Realizar una nueva mediciéon del peso de los crisoles y llevar a cabo los calculos

pertinentes.
_ A-B
Contenido de ceniza (%) = < 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:

Lavar los crisoles con jabén libre de fosfatos y alcohol.
2. Colocar los crisoles en el horno de secado durante 2 horas, transfiéralos al desecador
para eliminar la humedad, pesar y registrar los valores.
3. volver a poner los crisoles en el horno de secado a 100°C durante 24 horas y pesar.
Repetir este paso hasta que la diferencia de peso de los crisoles sea menor a 0.001g.
Sacar los crisoles del horno y colocarlos en un desecador durante 1 hora.
Pesar la muestra y colocarla en los crisoles, tapandolos.
Introducir la muestra en el horno a 80°C durante 12 horas.

Sacar la muestra del horno y colocarla en el desecador.

© N o g &

Pesar la muestra y realizar los calculos correspondientes.
_ MH-MS
Contenido de humedad (%) = “MH X 100

Donde:
MH = Peso de la muestra inicial himeda (g)

MS = Peso final de los crisoles con la muestra — peso de los crisoles (g)
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(1959).

Anexo 4. Cuantificacién del contenido de lipidos por la técnica de Bligh y Dyer

Material y equipo.

Homogeneizador
Sonicador

Vasos de precipitados
Tubos de ensaye
Embudo de separacién
Frascos Viales

Bomba de vacio

Reactivos.

Cloroformo.

Metanol.

Procedimiento:

1.

Lavar los frascos viales y los tubos de ensaye con jabon libre de fosfatos en un sonicador
durante 10 minutos. Secar a 70°C durante 2 horas.

Pesar las muestras en la balanza analitica y colocar en los tubos de ensaye con tapa.
Agregar 1.5 ml de cloroformo y 3 ml de metanol.

Homogenizar cada tubo durante 2 minutos, manteniendo una 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.

Filtrar el contenido de cada tubo en una bomba de vacio con un filtro de membrana.
Verter la mezcla en un embudo de separacion y colocar 0.8 mL de agua destilada. Agitar
hasta que se observe la separacion (la parte de arriba queda transparente y la de abajo
amarillenta).

Al separarse, vaciar la parte de abajo en un frasco vial. Enjuagar el embudo con agua

destilada cada vez que se utilice. 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 completamente.

10. Pesar los frascos viales y realizar el célculo correspondiente.

i
% de lipidos = X 100

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:

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

Solucién alkali: NaOH 40% que va en el bidén conectado al destilador.

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

Solucién de &cido boérico: (40g de H3BOs/700 mL agua) + 200mL etanol + 17 mL de
solucion indicadora. Aforar a 1L.

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

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

Etapa de digestion:

1.

Pesar 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.

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

A cada tubo agregar 10 mL de H202 y 10 mL de H2S0A4.

Colocar los tubos en el digestor, ponerles las tapas y encender el scrubber. Encender el
digestor y configurarlo a 420°C.

Una vez alcanzada esta temperatura, dejar los tubos durante 1 hora. NOTA: tener puesta
la mascarilla anti-gas y la campana de extraccion encendida durante toda esta etapa.

Al terminar el proceso, apagar el digestor y dejar 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: Realizar una purga por cada destilacion.

Colocar en cada matraz erlenmeyer 25 mL de solucion indicadora de acido bdrico.

En cada uno de los tubos de digestion, agregar 70 mL de agua destilada y colocarlos en

el Kjeltec, cada uno con un matraz que ya contiene solucion indicadora.
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4. En cada destilacion, desechar el contenido del tubo digestor y conservar el matraz para

titular.

Etapa de titulacion:

Colocar un agitador magnético en el matraz y titular con acido sulfarico hasta que el color cambie

de 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. Expresion de genes.

Extraccion de RNA

MATERIAL REQUERIDO:

1 tubo de 2 ml de fondo redondo y 2 tubos de 1.5 ml de fondo coénico para cada una de
las muestras. (Marcar cada uno de los tubos antes de empezar).

Puntas de micropipeta de 10 uL y 200 pL con filtro.

Micropipetas de 10 y 200 pL.

Centrifuga refrigerada.

spinner.

Pelotas de macerado (una por cada tubo).

PROCEDIMIENTO

P w N RE

Preparar todos los tubos destinados a las muestras y marcarlos.

Limpiar las superficies y micropipetas con RNAzap.

En un tubo de 2 ml con fondo redondo, colocar una pelota de acero para el macerado.
Transferir las muestras del tubo original (que contiene RNAIlater) a sus respectivos tubos.
Agregar 500 pL de TRIZOL y mezclar suavemente.

Colocar los tubos en el homogenizador Bullet Blender durante 3 minutos a la maxima
velocidad. Repetir hasta que el tejido se haya macerado completamente.

Centrifugar los tubos a 4°C durante 10 minutos a 12,000 rpm.

Después de este centrifugado, se forman tres capas; debe obtenerse cuidadosamente la
capa superficial. Transferir esta capa a un nuevo tubo con fondo conico.

Agregar 500 pL de isopropanol (grado molecular) y mezclar por inversién durante 20
segundos.

Almacenar los tubos durante un periodo de 12-24 horas a -20°C para permitir que la

mayor cantidad de &cidos nucleicos precipiten.

10. Pasadas las 24 horas, centrifugar los tubos durante 10 minutos a 12,000 rpm.
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11. Retirar los tubos e identificar la ubicacion de la pastilla. Recoger la mayor cantidad del
sobrenadante y desecharlo. Permitir que la mayor parte del isopropanol se evapore (10 a
15 minutos a temperatura ambiente con la tapa de los tubos abierta).

12. Agregar 1 ml de etanol al 75% (grado molecular) frio (4 °C) y resuspender la pastilla
mediante inversion o utilizando el vortex.

13. Centrifugar a 4°C durante 5 minutos a 7,500 rpm.

14. Desechar el sobrenadante y permitir que el residuo se evapore sin dejar que se seque
completamente.

15. Agregar 200 uL de agua libre de nucleasas y esperar a que los acidos nucleicos se
disuelvan.

16. Almacenar las muestras a -30°C.

Mediciéon en QUBIT™
MATERIAL REQUERIDO

e Fluorémetro QUBIT™

*  Reactivo QUBIT™

*  Buffer QUBIT™

e Tubos de ensayo QUBIT™

PROCEDIMIENTO

1. Preparar la solucién de trabajo con el reactivo y el buffer en una proporcion de 1:200.
Etiquetar los tubos y considerar 2 adicionales para los tubos blancos.

3. En cada uno de los tubos, agregar 190 pL de solucion de trabajo y 10 yL de muestra.
Para los blancos, en lugar de la muestra, colocar el estandar 1 y el estandar 2.
Realizar cinco toques de vortex y centrifugar durante 5 segundos.
Incubar durante 2 minutos.

Medir en el fluorémetro QUBIT™, primero los dos estandares y luego las muestras.

51



DNAse

y Reverso transcriptasa

MATERIAL REQUERIDO

Kit Thermo Scientific DNase |

Kit Thermo Scientific High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Termociclador MYyGo Mini

Tubos para MyGo Mini

Nanodrop

PROCEDIMIENTO

DNAse

1.

7.

A cada uno de los tubos, se les agrega el agua libre de nucleasas correspondiente segun
los resultados obtenidos en el QUBIT™,

Posteriormente, se afiade la muestray 1 yL de DNAse buffer junto con la enzima DNAse.
Los tubos se colocan en el vortex y se agitan con 5 toques continuos, luego se centrifugan
por 5 segundos.

Se dejan incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Después de la incubacion, se les agrega 1 uL de EDTA.

Nuevamente, se ponen los tubos en el vortex y se agitan con 5 toques continuos, seguido
de una centrifugacién por 5 segundos.

Finalmente, los tubos se colocan en el termociclador a 65°C durante 10 minutos.

Reverso transcriptasa

1.

En un tubo Eppendorf, se preparan los siguientes reactivos multiplicados por el total de
muestras: 10XRT Buffer (2 yL), 25x dNTP Mix (0.8 pL), 10xRT Random Primers (2 yL),
Multiscribe Reverse Transcriptase (1 pL) y agua libre de nucleasas (3.2 yL).

Los tubos se colocan en el vortex y se agitan con 5 toques continuos, luego se centrifugan
durante 5 segundos.

Se afladen 9 L de la mezcla en cada uno de los tubos que previamente tienen la DNAse.
Nuevamente, los tubos se ponen en el vortex y se agitan con 5 toques continuos, seguido

de una centrifugacién por 5 segundos.
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5.

6.

gPCR

Los tubos se colocan en el termociclador con las siguientes temperaturas y tiempos: 25°C
por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, y 85°C por 5 minutos.

Después de medir la concentracion de cDNA en un nanodrop, se almacenan a -20°C.

MATERIAL REQUERIDO

Termociclador MyGo Mini
Tubos para MyGo Mini
SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit

Primers

PROCEDIMIENTO

Se marcan los tubos por duplicado en la parte de la tapa.

Se diluyen los primers con agua libre de nucleasas hasta obtener una concentracion de
10 pM.

Se preparan las muestras de cDNA con agua libre de nucleasas hasta tener una
concentraciéon de 100 ng/ul.

Se prepara la master mix a una concentracion de primer de [0.4], lo que incluye por cada
muestra: agua libre de nucleasas (1.3 yL), Forward primer (0.6 pL), Reverse primer (0.6
ML) vy SensiFASTTM SYBR No-ROX (7.5 pL). En el vortex, se agitan con 5 toques
continuos, luego se centrifugan durante 5 segundos.

A cada uno de los tubos marcados se les agrega 10 uL de la master mix y 5 pyL de las
muestras.

Se leen en el termociclador con los siguientes parametros: Hold (95°C, 120 segundos),
2-STEP ampilification (40 ciclos, 95°C durante 5 segundos y 60°C durante 30 segundos),
Melting (60°C durante 60 segundos a 95 °C durante 15 segundos).

NOTA: Todo se trabaja en frio, y se realiza un vortex al cDNA antes de su utilizacion.
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