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RESUMEN

Chile es el segundo exportador de salmónidos a nivel mundial, solo superado por

Noruega. Los mayores costos de producc¡ón de salmón están asociados al alimento y,

para hacer a esta industr¡a más sustentable respecto al uso de los recursos silvestres,

se busca el reemplazo de los insumos mar¡nos por ingredientes vegetales en la dieta-

S¡n embargo, el reemplazo de har¡na de pescado por ingredientes vegetales como la

harina de soya (SBM) puede traer consecuencias en las estructuras ¡ntestinales

afectando la microbiota intestinal, la nutr¡ción y la salud de los peces. En este

seminario de título se abordará la caracter¡zación de la microbiota intestinal de

salmones somet¡dos a dietas experimentales que incluyen harina de soya (SBM) o

harina de soya fermentada (FSBM), resultados que se contrastarán con la microbiota

presente en S. sa,/ar alimentados con d¡eta control formulada con harina de pescado

(FM). Para realizar esta evaluación, se utilizó una estrategia molecular basada en el

anál¡sis del ADN extraído desde muestras de contenido intestinal. El análisis de

composición de microbiota se realizó, mediante electrofores¡s en gel con gradiente

temporal de temperatura (TTGE), permitiendo determinar los perfiles de las

poblaciones bacterianas presentes en el contenido ¡ntest¡nal asociado a las diferentes

d¡etas. La ldentificación de los componentes de estos perfiles se alcanzó mediante

secuenciación de las bandas, lo que permitió identificar los géneros más interesantes.

Los resultados fueron complementados con análisis de abundancia de estos grupos,

en cada una de las condiciones de dieta ensayadas (FM, SBM y FSBM) utilizando

qPCR. Esta evaluac¡ón indicó que Shewanella, componente frecuente de la microbiota

de salmón¡dos, se ve afectada por la dieta y su carga es significativamente menor con

respecto al control en ambas dietas experimentales. En contraste, géneros bacterianos



correspondientes a bacter¡as láct¡cas propuestos como posibles probióticos, entre ellos

Lactobacillus y Lactococcus, presentaron un significativo aumento de su carga en la

dieta con soya fermentada (FSBM). Además, el género Pediococcus solo fue visible en

el contenido intestinal de peces en cuya dieta se ¡ncluyó FSBM. De esta forma, la soya

fermentada induce un notable cambio en la microbiota intestinal, favoreciendo la

presencia y el aumento de bacterias del phylum Firmicutes, en especial, bacterias

ácido lácticas.

Además, se complementaron los análisis de microbiota, evaluando el efecto de las

dietas sobre señales de ¡nflamación a nivel de intestino proximal, utilizando como

parámetros la expresión de las citoquinas lL-1B, TNFq, lL-8, y los genes muc2,

fabp2a1, pcna y aqpSab, medidas por PCR en tiempo real. El perfil de citoqu¡nas ind¡ca

que la FSBM ¡nduce más señales inflamatorias que la dieta con SBM. Sin embargo, los

genes relacionados con nutrición e integridad de la mucosa son inducidos por el uso de

FSBM en los tiempos iniciales del tratamiento dietar¡o. En v¡sta de estos resultados, la

inclusión de FSBM en la dieta de Sa/mo sa/ar juveniles es menos perjudicial que la

soya no tratada, para la salud intestinal del pez.



ABSTRACT

Chile is the second exporter of salmon in the world, surpassed only by Norway. The

h¡ghest production costs of salmonids are associated to food and, in order to make the

industry more sustainable compared to natural resources, it is desired to replace sea

supplies for plant supplies. However, fish meal replacement for plant meals like

soybean meal (SBM) may have consequences on the intestinal structures affect¡ng the

¡ntestinal microbiota, affecting nutrition and health status in fish. In this seminar, gut

microbiota characterization of salmonids under experimental diets, including soybean

meal (SBM) or fermented soybean meal (FSBM), will be approached, whose results will

be compared with gut microbiota of S. sá/ár fed with control diet formulated with fish

meal (FM). For this goal, a molecular strategy based on DNA analysis extracted from

the gut content was used. For composition analys¡s, was used temperature gradient gel

electrophoresis (TGGE), allowing to determine the profile of bacterial population

present in the gut content associated to different diets. ldent¡fication of the components

of the diets were obtained through band sequencing, and this led to identification of

most interesting genus. The results were supplemented w¡th an absolute abundance

analysis of these groups in each diet condition tested (FM, SBM and FSBM) using

qPCR. Th¡s assessment showed that Shewanella, frequent component of salmonid

microbiota is affected by diet and its load is significantly lower compared to the control

in both exper¡mental diets. ln contrast, bacterial genera correspond¡ng to lactic acid

bacteria proposed as posible probiotics, including bacterial genera Lactobacillus and

Lactococcus, showed a sign¡f¡cant increase in its load in the diet with fermented

soybeans (FSBM). ln addit¡on, Ped¡ococcus genus was visible only in the gut contents

of salmonids fed with FSBM. ln this manner, FSBM induces a notable change in gut



microbiota, favoring presence and increase of bacter¡a belong¡ng to the Ffmlcutes

phylum, especially lactic acid bacteria.

Then, microbiota analysis were complemented assessing the effect of diets on

inflammatory signaling at the level of proximal intestine, using the expression of

cytokines IL-18, TNFo, lL-8 and genes muc2, fabp2a1, pcna and aqpSab as

parameters measured by real t¡me PCR. Cytokine profile indicates that the diet

¡nclud¡ng FSBM induces more inflammatory signals than the SBM d¡et. However,

nutrition and related mucosal integr¡ty genes are induced by the use of FSBM ¡n the

early days of dietary treatment. ln view of these results, the inclusion of FSBM in the

d¡et of juvenile Sa/mo sa/ar is less harmful than untreated soybeans, for intestinal health

of the fish.



INTRODUCCIÓN

'1.- Acu¡cultura

La acu¡cultura engloba la producción de diversidad de peces, mariscos y algas en

todos los ámbientes acuáticos. El desarrollo de esta actividad en el mundo ha

mostrado un incremento importante, transformándose en una de las actividades con

mayor crecimiento dentro de la industria alimentaria global, a una tasa media anual de

6,2% desde el 2000 hasta el 2012, mientras que, Ia pesca registró un escaso aumento

en la producción. Este fenómeno tiene directa relación con el aumento exces¡vo de la

población a nivel mundial y de la búsqueda de nuevas fuentes de alimentos

beneficiosos que aporten proteínas requeridas en la dieta. Actualmente la acuicultura

representa cerca del 50% de la producción de peces consumidos en el mundo (FAO,

2014). S¡n embargo, este aumento en la producc¡ón acuícola depende en alguna

med¡da de la pesca, pues las fuentes de proteínas en la alimentación, provienen de la

utilización de harinas y aceites de pescado, los llamados "insumos mar¡nos" (Naylor y

col.,2000).

Chile es un importante productor acuícola, sus principales productos son los

salmónidos (salmón del Atlántico, trucha, y salmón coho). Según la Subsecretaría de

Pesca y Acuicultura, la cosecha acumulada de salmón del Atlántico en junio del 2014

en Chile, fue de 268,7 mil toneladas, superando por un 12o/o a lo acumulado en la

m¡sma fecha el año 2013. Una de las limitantes para la expansión de esta industr¡a son

los costos de producción, asociados a alimentación de los peces y al tratam¡ento de

enfermedades (Cal¡gus y SRS). Uno de los prlncipales ingredientes en el alimento de



salmónidos es la harina de pescado por su alto conten¡do proteico (aproximadamente

70% de proteína) y de omega 3 (alrededor del '10%), pero sus valores están cercanos a

2000 dólares la tonelada. Además, debido a que esta fuente de proteÍnas proviene de

la pesca, se genera un problema de sustentab¡l¡dad, ya que a medida que la demanda

por proteína para varios usos aumenta, se produce un aumento en la demanda de

harina de pescado, incrementándose su valor. Por estas razones, se busca el

reemplazo de los insumos marinos por ingredientes vegetales de menor valor.

2.- Soya

Los mayores costos de producc¡ón en salmonicultura están asociados a la al¡mentación

de los peces (entre 50% y 60% del total de los costos), produciéndose un problema de

sustentabilidad al depender de la pesca, que está asociada a una pres¡ón importante

sobre los recursos marinos s¡lvestres. Por lo tanto, el desafío consiste en buscar

fuentes de proteínas que permitan el cultivo de peces de alto valor comercial, como el

salmón, con menores costos y manteniendo buenas condic¡ones de desarrollo de los

peces y propiedades nutricionales. Surge así la idea de incluir harina de soya (G/ycine

max) en la dieta de estos peces, deb¡do a su alto contenido proteico (461-562 g/Kg de

proteína; Gatlin y col., 2007), su balanceado perfil aminoacídico (Nordrum y col., 2000;

Friedman & Brandon, 2001), la disponibilidad y el bajo precio (600 dólares por

tonelada). No obstante, esta alternativa trae problemas asociados a la d¡gestibilidad

provocados por la presencia de factores antinutricionales (FAN) en la soya (Fuentes-

Appelgren y co|.,2014). Entre los FAN más reconocidos están los oligosacáridos y

polisacáridos no almidón, inhibidores de tripsina, fitatos, glucosinolatos, lectinas y

saponinas (Franc¡s y col., 2001).



Las dietas altas en soya pueden provocar disminución del crecimiento, disminución en

el consumo de alimento y problemas en la digestibilidad de nutr¡entes en salmónidos

(Merrifield y col.,2011). Se ha sugerido que las d¡etas que contienen harina de soya,

poseen FAN que podrían provocar la inflamac¡ón intestinal en peces, fenómeno

conocido como enteritis del salmón. Los signos típicos asociados a la enteritis induc¡da

por harina de soya en la mucosa intestinal de salmón del Atlántico, se describen como

el acortamiento de la mucosa, produciendo un plegamiento con una consecuente

disminución de Ia capac¡dad de absorción de los enterocitos que recubren el epitelio, y

produciéndose pérdida de la vacuol¡zac¡ón normal supranuc¡ear, un engrosam¡ento

lámina propia y mucosa sub-epitelial con una infiltración severa de células

¡nflamatorias, en particular de los macrófagos y granulocitos eosinófilos y, el aumento

de número de células cal¡ciformes en el epitelio (Urán y col., 2008).

S¡n embargo, no existe claridad aún sobre cuáles componentes de la harina de soya

son los agentes causantes específicos de la enteritis. Los candidatos propuestos son

saponinas y proteínas de soya (conglicinina, lectinas). Las saponinas corresponden a

glucósidos de esteroides y presentan propiedades tensoactivas, logrando alterar las

membranas biológicas. En S. sa/ar, se describió que las saponinas son resistentes a la

degradación durante el paso por el tracto digestivo (Knudsen y co|.,2007). Se ha

descrito tamb¡én, que la saponina aumenta la permeabilidad de las membranas de los

enterocitos Io que inhibe el transporte activo, promov¡endo la exposición de la mucosa

a partículas con propiedades "ant¡génicas" (Johnson y col., 1986). Con respecto a las

globulinas que se encuentran en la soya, se han propuesto como un agente que podría

participar en el desarrollo de la enteritis en peces, debido a que poseen un grado de



ant¡gen¡c¡dad. Se ha estudiado el efecto de B-conglicinina y resulta que es un

est¡mulante de la expresión de genes asociados a la respuesta inmune inflamator¡a,

tales como interleuquina 1 (iL-1), Factor de necrosis tumoral (TNFo) y factor de

crec¡miento transformante beta (TGFP) en la región distal del intestino de peces (Zhang

y col., 2013).

Existen varios estudios acerca de la enteritis generada a partir de la inclusión de soya

en la dieta de especies carnívoras, pr¡ncipalmente trucha arcoíris y salmón del Atlántico

(Ostaszewska y col., 2005; Knudsen y col.,2007i Ch¡kwati y col.,2012), por lo cual se

cree que el mecanismo que opera tiene rasgos similares en diferentes peces. Se ha

reportado además, que el reemplazo de harina de pescado por harinas vegetales en la

alimentación de peces provoca cambios en la composición de la microbiota intestinal

(Reveco y col.,2O14i Ringo y col., 2006i 2008).

Con el objetivo de disminuir el efecto de Ios factores antin utricionales se ha buscado

ut¡lizar soya procesada por diversos métodos. Opazo y col. (2012) describen que la

harina de soya fermentada por bacterias de los géneros Streptomyces, Cohnella y

Cellulosimicrobium, contiene menores niveles de factores antinutricionales (24% NSPs,

83% estaquiosa y 69% rafinosa) y aumenta el contenido de proteínas, con respecto a

har¡na de soya sin tratamiento. No obstante, su uso en salmones no ha sido reportado

y no se conoce su efecto sobre la inflamación. Adeyemo & Oinlude (2013) lograron

disminuir Ia concentración de taninos, fitatos e inhibidor de proteasa, utilizando

Lactobac¡llus plantarum para fermentar la harina de soya. Sin embargo, se ha evaluado

la inclusión de harina de soya fermentada en la dieta de trucha arcoíris juvenil, donde

se probaron dietas con hasta 50% de reemplazo de har¡na de pescado, y se determinó



que no hay diferenc¡as s¡gnif¡cativas en el aumento de peso ni en la tasa de conversión

de alimento en las dietas que contienen hasta 30% de soya fermentada, y no se

presentan s¡gnos de ¡nflamac¡ón en el intestino, utilizando bacterias Asperg¡llus spp. y

Bacillus spp., para el proceso de fermentación (Barnes y col., 2012)

3.- Respuestas gén¡cas debido a cambios en la dieta

La enteritis involucra cambios morfológicos en el intestino de peces y se asocia a

señales de inflamación que reclutan granulocltos a la mucosa intestinal. Entre estas

señales se encuentran atgunas c¡toquinas pro-inflamatorias tales como interleuqulna

lL-1B, la interleuquina lL-8 y el factor de necrosis tumoral (TNFo) (Abid y col., 2013,

Hedreda y col., 20'13). Debido a la inflamación se pierden algunas funciones del

intestino relacionadas con la digestibilidad de nutr¡entes. La pérdida de estas funciones

ha sido evaluada previamente midiendo, los niveles de transcripción de algunos genes

que codiflcan para transportadores de nutrientes, en peces alimentados con diferentes

niveles de inclusión dietaria de har¡na de soya (Sahlmann y col., 2013)- Por ejemplo, se

han estudiado los genes que cod¡f¡can para la proteína acuaporina 8ab (agpSab) y

proteína de unión a ácidos grasos 2a1 (tapb2a1) que se relacionan con la absorción de

nutrientes en el intestino. Además se incluyen la proteÍna mucina 2 (muc2), y el

antígeno nuclear de proliferación nuclear (pcna), relacionados con la salud de la

mucosa. Es importante estudiar los efectos de la inclusión de ingredientes vegetales en

la expresión de estos genes, debido al ¡nterés por incorporarlos a las d¡etas de

salmónidos y ótros peces carnívoros (Krogdahl y col.,20l5).



Las acuaporinas están ¡nvolucradas en el transporte de agua a través de membranas

biológicas y están presentes en todos los organismos vivos pues son fundamentales

para la homeostasis celular, estas proteínas pueden facilitar la absorción de agua en el

intestino del pez cuando se aclimata a agua de mar. Aqp8ab está fuertemente sobre

regulado en segmentos intestinales durante esta aclimatac¡ón, lo que indicaría su rol en

el equilibrio del agua (Engelund y col., 2013). También existen proteínas de unión a

ácidos grasos (Fabp) que son transportadores de ác¡dos grasos de cadena larga en

citoplasma y se expresan principalmente en las células del intestino (Kaitetzidou y col.,

2015). Las mucinas son los pr¡ncipales componentes de la mucosa, formando

estructura oligoméricas que otorgan propiedades viscoelásticas a la mucosa. Para un

funcionamiento normal, se requiere de un equilibrio entre el volumen y la composición

de la mucosa. En particular Muc 2 es secretada al medio extracelular y posee

propiedad gelif¡cante (Voynow & Rubin 2009). Su función es proporcionar una barrera

protectora entre las superf¡cies epiteliales y el lumen intestinal (Allen y col., 1998). El

anlígeno nuclear de células en proliferac¡ón (Pcna) rodea el ADN y su rol es part¡cipar

en el metabolismo de ácidos nucleicos, formando parte de la maquinaria de replicación

y reparación. Su función más definida es de factor de posesividad (Kelman, 1997) y se

utiliza como un marcador de un potencial daño en el intest¡no, cuando ocurre aumento

en la expresión de pcna, se asocia al desarrollo de tejido neoplástico (Dezfuli y col.,

2012\.

4.- Microbiota

El intestino es un órgano complejo y multifuncional, donde se genera una interacción

entre el ambiente y el cuerpo de los peces. En él se produce el proceso de d¡gestión y



la absorción de alimento y nutr¡entes, el intestino es fundamental para el equilibrio

hídrico y electrolÍtico, la regulación endocrina de la digestión, el metabolismo y la

inmunidad. Actúa como la primera barrera de defensa en el cuerpo, además se

caracletiza por su alta densidad poblacional de microorgan¡smos, donde predominan

las bacterias (Denev y col., 2009). En el tracto gastrointestinal se generan las

condiciones para el desarrollo de un ecos¡stema microbiano complejo denom¡nado

microb¡ota intestinal. La microbiota corresponde a un complejo y dinámico ecosistema

de microorganismos que no causa daños al hospedero, a pesar de estar en conlinuo

contacto con sus tej¡dos o colonizando el tracto gastrointestinal (Nayak,2010). A la

microbiota intestinal se le atribuyen efectos benéficos para el hospedero, como su

aporte en la nutrición complementando procesos de d¡gestión, contribuyendo al

metabolismo o jugando un papel protector al prevenir la colonización por patógenos,

controlando su crecimiento y modulando el sistema inmune del hospedero (Kesarcodi-

Watson y col., 2008; Rawls y col., 2004; Ringo y col,, 2006; Hovda y col., 2007). por lo

tanto, la estabilidad de la microbiota se presenta como un factor ¡mportante en la

resistencia natural de los peces, a las infecciones producidas por bacterias patógenas

en el tracto digestivo (Ringa y col., 2003). Se han descrito muchos factores que pueden

influir en la composición de la microbiota intestinal, tanto en carga como en diversidad.

Algunos de estos factores son hábitat, temperatura, salinidad, tipo de alimentac¡ón,

etapa del desarrollo, especie (Ringo & Birkbeck, 1999; Verschuere y col., 2000;

lzvekova y col., 2007). Debido a su importancia, se ha estudiado cómo la microbiota

puede modificarse al incluir ingredientes de origen vegetal en las dietas de peces

carn ívoros-



Desai y col. (2012) observaron en Oncorhynchus myklss, que las dietas con inclusión

de ingredrentes vegetales están asociadas a una mayor proporción de bacterias del

phylum Firmicutes con respecto a Proteobacter¡as, cuando se compara con microbiota

de peces alimentados con dieta en base a harina de pescado. Por otra parte, Navarrete

y col. (2013) evaluaron la inclusión de soya y de bacterias ác¡do lácticas (BAL) en la

dieta de S. sa/ar, observando que la presencia de BAL disminuye la ¡nflamación

¡ntestinal sin elim¡narla. Además, mostraron que habían grupos bacterianos asociados

a las d¡stintas dietas; por ejemplo, la dieta control (harina de pescado) está

correlacionada con Pseudomonas, Lactococcus y Aeromonas. En tanto, una dieta con

harina de soya fue relacionada con los géneros bacterianos Aeromonas y

Sporocarcina; m¡entras que para la dieta con inclusión de soya y BAL, la correlación

fue con Alcaligenes, Ac¡netobacter, Lactococcus y Carnobacterium. Notablemente,

Shewanella estuvo presente en todas las d¡etas. Reveco y col. (2014) muestran que se

produce una reducción en la d¡versidad bacteriana, en intestino distal de salmón del

Atlántico cuando la dieta ¡ncluye soya, promoviendo una mayor abundancia relativa de

bacter¡as pertenecientes al phylum Firmicutes respecto de la dieta consistenle en

harina de pescado.

5.- Método de estudio de las comunidades bacterianas

El estud¡o de comunidades bacterianas puede ser realizado mediante diversas

técnicas. Además de las técn¡cas basadas en medios de cultivo clásicas, encontramos

Ias estrategias basadas en el examen del ADN de la mueslra. Entre eslas últ¡mas se

cuentan electroforesis en gel con gradiente temporal de temperatura (TTGE) y

electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE) que generan un perfil de las



bacterias dominantes en las muestras (Muyzer y col., 1993; Muyzer & Ramsing, 1995).

Los métodos basados en el estudio de material genético (métodos moleculares), tienen

ventajas sobre las técnicas de cultivo trad¡cionales (Navarrete y col., 2010), debido a

que no es posible cultivar en condiciones de laboratorio la totalidad de bacterias,

mientas que a través de las técnicas moleculares es posible identificar estas bacter¡as

no cultivables.

Utilizando tanto TTGE como DGGE es posible separar mezclas de productos PCR con

igual longitud pero distinta secuencia en base a dist¡nto contenido de GC. La estrategia

se basa en someter a los ampl¡cones a una condic¡ón denaturante que logre la

desnaturalización de los mismos, ya que este proceso está determinado por la

secuencia de cada amplicón (%GC), su separación dependerá de cuánto puedan

m¡grar en el gel antes de denaturarse. El ADN avanza por el gel hasta que alcanza la

temperatura o concentración desnaturalizantes, por lo que su movilidad se reduce en el

gel (Hill y col., 2000).

La ident¡ficación molecular de bacterias puede real¡zarse ut¡lizando el anális¡s de genes

ribosomales, generalmente el 16S ADNr, usado ampliamente como referenc¡a para

determinar la ubicación taxonómica de un microorganismo (Austin, 2006; Huber y col.,

2004). Varios estudios se han realizado ut¡lizando estos métodos basados en PCR de

ADN extraído han mostrado ser eficientes en el estudio de comunidades bacterianas

gastrointest¡nales en peces (Romero & Navarrete, 2006; Hovda y col., 2007). El

objetivo de esta estrategia de estudio, consiste principalmente en determinar a grandes

rasgos las diferencias que se producen en las comunidades bacterianas provenientes
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de diversos orÍgenes o tratamientos, y poster¡ormente poder ¡dentificar las especies

bacter¡anas presentes en cada perfil generado en el TTGE.

6.- Objet¡vos

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de la inclusión dietaria de soya fermentada sobre la composición de la

microb'ota de salmónidos y señales de inflamación en tejido intestinal del hospedero.

OBJETIVOS ESPECíFICOS:

'1. ldentificar aquellos componentes de la microbiota que se ven afectados por la

inclus¡ón de la soya y soya fermeniada en la d¡eta de S. sa/ar.

2. Evaluar de manera cuantitat¡va los cambios en la microbiota debido a la inclusión de

soya y soya fermentada en la dieta de S. sa/ar.

3. Evaluar el efecto de la inclusión de soya y soya fermentada en señales de

inflamación de tejido de intestino de S. Sa/ar.

4- Evaluar el efecto de la inclus¡ón de soya y soya fermentada en señales de absorción

de nutrientes e integridad de la mucosa de tejido de intestino de S. Sa/ar.
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MATERIALES Y MÉTODOS

l.- Condiciones de cultivo de peces

Los ensayos de inclusión de soya y soya fermentada se realizaron en la Escuela de

Acu¡cultura, Universidad Católica de Temuco, 500 ejemplares de salmón det Atlánt¡co

juveniles (peso inicial promedio = 50 t 5,59) fueron distribuid os al azat en 12

estanques de fibra de v¡dr¡o de 100L de capac¡dad, cada uno con una cámara de

recolección de heces (sistema Guelph). Los peces se mantuvieron bajo un fotoperíodo

de 12h luz y 10h oscuridad y aclimatados durante 10 días (alimentados con dieta

control). Cada estanque fue suministrado con 1,8 L/min de agua fresca a temperatura

constante (l4oC). Todas las dietas experimentales fueron distrlbuidas al azar en los

estanques y los peces fueron alimentados a mano 3 veces al día, 6 dfas a la semana

hasta sac¡edad aparente. Los parámetros de calidad medioambiental y del agua fueron

monitoreados en toda la duración de los períodos de experimentación y mantenidos en

rangos normales para salmónidos.

2.- Dietas experimentales

Se prepararon tres dietas experimentales; una dieta control (FM) basada en harina de

pescado y dos dietas con 30% de inclusión o de harina de soya (SBM) o harina de

soya fermentada (FSBM), la que fue preparada de acuerdo a Opazo y col. (2012). El

detalle de la composición de las dietas se encuentra d¡sponible en la Tabla 1.
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Tabla 1: Compos¡c¡ón nutr¡cional de dietas experimentales.

Dieta FM Dieta SBM Dieta FSBM

Harina de pescado
Harina de soya
Har¡na de soya fermentada
Harina de trigo
Aceite de pescado

Vitam¡na C
Premix de vitaminas2
Sal TMl
Colina
Fosfato dicálcico
Óxido de itrio
Humedad (%)
Proteína (%)
Grasa (%)
Ceniza (oA)

E.N.N (%)
Energía Bruta (MJ/kg)
Rafinosa (%)
Estaquiosa (%)

Verbascosa (%)

649,9
0,0
0,0

170,0
'151 ,0
5,0
5,0
10,0

6,0
3,0
0,1

5,5
53,8
20,9
11 ,5
'1 3,1

0,07
0,005

0,0

455,0
300,0

0,0
199,0
105,7

5,0
5,0

10,0
4,2
2,1

0,'t

6,0
51 ,4
15,6

1 0,'1

20,9
21,9
0,415
1,310
0,06

455,0
0,0

300,0
'l'19,0

105,7

5,0
5,0
10,0

4,2
2,1

0,1

4,5
53,6
14,5
10,6

18,8

21,6
0,05
0,01

0,0

lSuministra lo siguiente por kg de dieta seca: Kl, 1.9 mg; MnSO4.H2O, 75.8 mg;
ZnSo4.7H2O, 1 32.0 mg; Na2SeO3, 0.88 mg; CoCl3.6 H2O, 4.0 mg; CuSO4.H2O, 1 1.8
mg; FeSO4.H20, 298.5 mg.
2Suministra lo siguiente por kg de dieta seca: mononitrato de tlamina, 62mg; r¡boflavina,
71mg; niacina, 294m9; pantotenato de calc¡o, 'l53mg; clorhidrato de piridoxina, 50mg;
ácido fólico, 22mg; vitamina B'12, 0,08m9; d-biotina, 0,8m9; mio¡nositol, 176m9; retinol
acetato, 8818 lU; vitamina D3, 588m9; o-acetato tocoferol, 670m9; complejo
menad¡ona b¡sulfito de sodio, 37m9.

3.- Procedimiento de muestreo

Todos los peces fueron manejados de acuerdo a los parámetros aprobados por el

Com¡té de Bioét¡ca y B¡osegur¡dad INTA, Universidad de Chile (2012-018). Se



l3

recolectaron muestras de contenido intest¡nal luego de 50 días de alimentar a los

peces con dieta FM, SBM y FSBIV.

Por otro lado, las muestras de tej¡do ¡ntestinal fueron tomadas en 4 tiempos; que

corresponden a 5, 10,20 y 50 días luego de comenzado el tratamiento. Se tomaron 3

muestras de tejido intestinal de peces alimentados con dieta FM, SBM y FSBI\,4.

4.- Caracter¡zac¡ón molecular de microbiota intest¡nal

Las muestras de conten¡do intestinal provenientes de salmones expuestos a las

d¡stintas dietas, se somet¡eron a extracción de ADN util¡zando kit Powersoil de MoBio

siguiendo las ¡nstrucciones del fabricante. Posteriormente, las comunidades

bacterianas se determ¡naron mediante electroforesis en gel con grad¡ente temporal de

temperatura (TTGE) de acuerdo a Magne y col. (2006). Para ello se realizó

amplificación por PCR de la región V2-V4 del gen 165 ADNr con los partidores 341GC

y 788R (Tabla 2). Los amplicones resultantes fueron evaluados por TTGE, y luego las

bandas de cada muestra se cortaron y eluyeron en agua libre de nucleasas, para

flnalmente ser amplificadas por PCR de la región anter¡ormente descr¡ta (341F-788R).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 30 pl que contiene: 0,2

mM de cada desoxinucleotido trifosfato (dNTP), 0,05 U/pl de Taq ADN polimerasa, 3ul

de buffer 10X, 2,0 mM de MgCl2 y 0,3 pl de cada part¡dor a una concenlración 0,25

pmol/¡.r|, finalmente 1ul de ADN. El perfil térmico fue 94oC durante 'lOmin, Iuego 30

ciclos a 97oC x 1m¡n, 55oC x 1min y 72'C 1,5min, finalmente 72'C x 10min. Los

ampl¡cones se observaron luego de una electroforesis corrida a 200V durante 20
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minutos, en gel de poliacr¡lamida al 8%, que fue v¡sualizado con tinc¡ón de plata

(Romero & Navarrete, 2006), Iuego se enviaron a secuenciar a Macrogen USA.

Las secuencias del gen 'l65 ADNr fueron comparadas con la base de datos Ribosomal

Database Project ll, utilizando la herramienta Sequence Match (Cole y col., 2007)

deierminándose el porcentaje de identidad con la secuencia más cercana, utilizando el

programa BioEdit.

Tabla 2: Partidores amplificación PCR y qPCR.

Blanco D¡recc¡ón secuenc¡a

16s 341GC cccccccccccccccccccccccc Muyzerycol (1993)

788R GGACTACCAGGTATCTAA Therese v col'
(r 998)

Forward CCGAGCGTTGTCCGGATTTA
Lactococcus ReVerSe ACTCTCCTCTCCTCCACTCA

... Forward GCCACATTGGGACTGAGACA
LACTDAC tUS ReVerSe AGCCGTGACTTTCTGGTTGA

.. Forward CAGGCGGTTTGTTAAGCGAG Este trabaio
Snewanella Reverse GTCAGfCTTTG-r CCAGGGGG

Forward ACTTCAATGCCGTGTTTAG
Pedtococcus Reverse ACCAAAGMTCTMCGGGA

Forward CAATGTCAGCCAGCCTTGTC
tL-a Reverse TCCAGACAMTCTCCTGACCG

Forward CGTCACATTGCCMCCTCAT
lL-1É ^ Diseño delReVerSe ACTGTGATGTACTGCTGAAC

Tr\rtr- Forward GGCGAGCATACCACTCCTCT láboratorio de

H.everse TcGGAcrcAGCATcAcccrA Biotecnología INTA

FOTWATd CAACTGGGACGACATGGAGA
B-acüna ReVerSe AGTGAGCAGGACTGGGTGCT

^ Forward TCTGTCCTGATGCGATGAAAC
muc2 Reverse GGACTCCAAACAMCGCAAT

Forward TGAGCTCGTCGTCGGGTATCTCT
DCna Reverse GTcCTcAficccAGcACACT Krogdahl y col.

Forward crTGGcArAGrrcrccITTGATG (2015)
AODóAD Reverse TTTCAACCCTCCC TTCACC

Forward GGTGCTGAAAACTACCAGAGCCA
IabD2a'l Reverse GGATTTGAACGTAGCTCTTCTTGG
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5,- Cuantificación de componentes de m¡crob¡ota intestinal

El recuento de bacterias totales presentes en el contenido intestinal se realizó

mediante microscopía de epifluorescencia usando narania de acridina como lo describe

Romero & Espejo. (2001). Se utilizaron diluciones seriadas del conten¡do intestinal

obtenido de cada dieta, y se expresó el resultado en bacter¡as/gr de contenido

intestinal.

Los géneros Lactobac¡llus, Lactococcus, Shewanella y Pediococcus se cuantificaron

mediante qPCR. Los partidores para la cuantif¡cación se confeccionaron a part¡r de una

secuencia consenso creada desde secuencias disponibles en Nat¡onal Center for

Biotecnology lnformation (www.ncbi.nlm.n¡h.gov). Util¡zando la herramienta Primer-

BLAST, se eligieron un par de partidores que fueron evaluados en el software AmplifX,

con el objetivo de descartar el apareamiento entre ellos. Finalmente se evaluaron en el

sitio Ribosomal Database Proyect para verificar que reconozcan los géneros

seleccionados.

La eficiencia de los partidores se determinó mediante una curva de calibración para

cada uno de los géneros de bacterias, usando diluciones 1:10 desde una muestra

elegida al azar. El qPCR se realizó en un termociclador AriaMX (Agilent) de acuerdo a

lo detallado en la Tabla 2. El volumen final de reacción de amplificación fue de 10p1, el

cual contenía Spl SYBR Green I Master2x (Roche), 3,5p1 agua, 0,25p1 de cada

partidor, y 1pl de ADN templado, cada muestra se anal¡zó por triplicado.
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6.- Evaluación de señales de inflamación, absorción de nutrientes e integridad de

la mucosa del intest¡no

Para evaluar la inflamación a nivel de intestino de los peces sometidos a las distintas

dietas SBM y FSBM, se real¡zó cuantrficac¡ón relativa de la expresión de genes

asociados al sistema inmune, ¡nterleuquina 8 (lL-8), interleuquina 1B (lL-1ts), factor de

necrosis tumoral (TNFo). Además se evalúo la expres¡ón de algunos genes asociados

a absorción de nutrientes y salud intestinal tales como; mucina 2 (muc2), antígeno

nuclear de prol¡feración celular (PCNA), acuaporina 8ab (aqp8ab), proteína de unión a

ác¡dos grasos 2a1 (tabp2a1), estos genes se estudiaron a part¡r de Ia metodología

realizada por Krogdahl y col. (201 5), utilizando P-actina como gen de referencia.

Todas Ias muestras de intestino de los indrviduos fueron homogen¡zadas. El total de

RNA fue aislado desde las muestras usando TRlzol de acuerdo a las instrucciones del

fabr¡cante. El RNA desde tejido intest¡nal de peces se utilizó para la síntesis de ADNc

usando Max¡ma H Minus First Strand oADN Synthesis Kit w¡th dsDNase (Thermo

Scientific) que cont¡ene oligo dT como pr¡mer, sigu¡endo el protocolo del fabricante. Las

muestras de ADNo fueron mantenidas a -B0oC para ser usadas en la cuant¡f¡cac¡ón por

qPCR. Las reacciones de cuantif¡cación fueron llevadas a cabo en un termociclador

Ar¡aMX (Agilent). Cada 1Opl de reacción de amplificación contenía Spl SYBR Green I

Master2X (Roche), 3,5p1 agua, 0,25p1 de cada partidor, detallado en la Tabla 2, y 'l pl

de ADN templado, cada muestra se analizó por triplicado.
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7.- Anál¡sis estadíst¡co

La cuantificación absoluta de bacter¡as del conten¡do intest¡nal de salmones, se analizó

mediante el test estadístico no paramétrico t-test considerando las diferencias

significativas (P<0,05), con el programa GraphPad Prism, versión 6.0 (GraphPad

Software lnc., 2013). La cuantif¡cación relativa se obtuvo util¡zando el método Pfaffl

(Pfaffl y col., 20021 y el programa Rest 2009 (Qiagen) para determ¡nar las diferencias

producidas en la cuant¡ficación relativa de genes. Se consideraron expresiones

estad ísticamente s¡gn¡f¡cativas aquellas con p value < 0,05.
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RESU LTADOS

1,- ldentificación de los componentes de la microbiota intestinal de salmón¡dos

alimentados con d¡eta comerc¡al, har¡na de soya y har¡na de soya fermentada

La microbiota del contenido intestinal de salmones alimentados con dietas FM, SBM y

FSBM, se estudió med¡ante TTGE de la región V2-V4 del gen 165 ADNr. La

observación de los perfiles ¡ndica que hay diferencias en Ia composición de las

poblac¡ones bacterianas cuando cambia la dieta. Es posible observar que en los

perfiles derivados de las d¡etas FM y SBM hay mayor número de bandas comparado

con la dieta FSBM, lo que podría indicar mayor diversidad de bacterias. Además, se

ven bandas presentes tanto en la dieta FM como en SBI\4, en particular aquellas que

corresponden a los géneros Clostr¡dium y Acinetobacter. Por otra parte, en la dieta

FSBM aparecen bandas que no están presentes en FM ni en SBM (Figura 1).
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F¡gura l: Perfiles de TTGE de microbiota presente en contenido ¡ntestinal de

S, Sarar, somet¡do a 3 dietas experimentales. Microbiota asociada a dieta control

(FM), dieta con inclusión de soya (SBM), y dieta con inclusión de soya fermentada

(FSBM), cada uno realizado con una réplica técnica. Los géneros asociados a las

bandas marcadas con números son los siguienles'. l.Clostridium sersu str¡cto, 2.

Acinetobacter, 3. Lactobacillus, 4. Pediococcus, 5. Shewanella, 6. Lactobacillus, 7 .

Paracoccus, 8. Terribacillus, L lsoptericola, 10. Plantibacter, 11. Pseudomonas, 12.

lsoptericola, 13. Rhodococcus, 14. Microbacterium, 15. Cellulosimicrobium.
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Los resultados de la secuenciación de las bandas se encuentran en la Tabla 3- En las

muestras obten¡das de indiv¡duos alimentados con dieta FM se encontró que el 50% de

las bandas corresponden a bacter¡as del phylum Proteobacter¡a, mientras

Actinobacteria y Firmicutes corresponden al 25o/o cada uno. Mientras que en las

muestras obtenidas de individuos alimentados con dieta SBM, se identificó 53%

Proteobacter¡a, seguido de 34o/o de Actinobacteria y 13T. Firmicutes. En contraste con

lo observado, en las muestras de individuos alimentados con dieta FSBM se detectó

60% de Firmicutes, que corresponden principalmente a bacterias ácido lácticas,

además de 21o/o de Actinobacteria y 20o/o de Proteobacteria. En resumen, en peces

al¡mentados con dieta FM y dieta SBM predominaron las bacterias del phylum

Proteobacter¡a, mientras que en el conten¡do intestinal de peces alimentados con dieta

FSBM, predominó el phylum Firmicutes.

Tabla 3: Resumen identificación de bandas TTGE de géneros bacterianos asociados a

muestras obten¡das de peces al¡mentados con dietas exper¡mentales (FM, SBM y

FSBM ).

Banda ¡¿q¡il¿a¿ Phy¡um Género Node FM SBi, FSBM

2 87,8 Proleobactet¡a Ac¡netobacter X86572 + +
3 98 Firmicutes
4 98.1 F¡m¡cutes

EF12O373 +
EF059987 +
EU075'116 + + +
HM218067 +
DQ9B5067 + + +
FJ006860 + -
EU18'1261 + +
HE662693 - +

JN848336 + +

EUgl0875 + -
4F046885 + -

LactóbácillDs
Ped¡ococcus

5 A0.2 Proteobacter¡a Shewanella
6 97 F¡rm¡cutes Lactobac¡llus
7 100 Proteobacter¡a Paracoccus
8 82 F¡rm¡cutes Terribacillus
9 97 Actinobacteria lsoptericola
10 96.4 Act¡nobacter¡a Plantibacter
11 97 Proteobactet¡a Pseudomonas'12 97 Act¡nobacter¡a lsopter¡cola'13 99.1 Act¡nobacter¡a Rhodococcus
14 97.3 Act¡nobacter¡a M¡crobacteium AJ391205 - +
15 1OO Act¡nobacteia Celtulosim¡crob¡um A8188222 - - +

+: presenc¡a, - : ausencia. Los ensayos fueron real¡zados por duplicado.
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A nivel de género, existen algunos ejemplos de bacterias que están presentes en las 3

dietas, como Paracoccus y Shewanella. Mientras Acinetobacter y Clostr¡d¡um, están

presentes en el contenido intestinal de individuos al¡mentados con dieta FM y con dieta

SBM. En contrasle con lo observado, hay géneros que se asoc¡an exclus¡vamente a

una dieta, por ejemplo, Plantibacter y Microbacteium solo están presentes en el

contenido intest¡nal de individuos alimentados con dieta SBM, por otra parte, los

géneros Pedlococcus, Lactobacillus y Cellulosimicrobium solo están presentes en dieta

FSBM.

2.- Cuantificación de bacter¡as totales y géneros específicos

La carga bacteriana total en los conten¡dos intestinales de los peces examinados, fue

medida a través de microscopía epifluorescencia. La concentración de bacterias totales

fue 5 x '108, 'l x 109 y 4 x 109 bacterias/gramo de contenido intestinal en las muestras

FM, SBM y FSBM, respectivamente.

En base a los resultados obtenidos de la secuenciación de bandas de TTGE y la

presencia diferencial de algunos géneros identificados, se procedió a evaluar la carga

de los géneros Lactococcus, Shewanella, Lactobacillus y Pediococcus med¡ante qPCR.

Como resultado se obtuvo que las bacter¡as ácido lácticas de los géneros Lactococcus,

Lactobacillus y Pediococcus, están presentes en un nivel (carga) significativamente

mayor en la muestras FSBM, tat como se muestra en la Figura 2. En contraste, Ia

concentración de bacterias del género Shewanella es s¡gn ificativamente menor en las

dietas SBM y FSBM respecto al control (FM): sin embargo, no se observan diferencias

significat¡vas entre las dietas SBM y FSBM.
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Figura 2: Cuant¡ficac¡ón géneros bacterianos presentes en conten¡do intestinal

de S. sa/ar sometidos a la inclusión dietaria de SBM y soya FSBM. En negro se

grafican los resultados de la dieta control (FM), la cual fue ut¡lizada como

parámetro para evaluar el efecto de las dietas SBM y FSBM sobre la carga de los

géneros Shewanella, Lactobac¡llus, Lactococcus y Pediococcus. Sobre las barras de

desviación estándar se ind¡can los valores estadíst¡camente significativos según el

análisis no paramétrico t-test (p<0,05), donde (a) corresponde a datos significativos

respecto al control y (b) entre ambas dietas-

3.- Efecto de la inclusión d¡etaria de soya y soya fermentada en la expresión de

genes asociados al s¡stema inmune en intestino y salud intest¡nal

Con el objetivo de caracter¡zar el efecto de la inclus¡ón dietar¡a de SBM y FSBM sobre

la inflamación en intest¡no proximal, se estudió la expresión relativa de tres genes

involucrados en Ia regulación de la inmunidad intestinal en muestras de tejido intestinal



de peces. Los genes evaluados fueron los que codlf¡can para las citoquinas

proinflamatorias interleuquina 1P (lL-19), interleuquina I (lL-8) y factor de necrosis

tumoral (TNFo). Los resultados que ¡lustran de la influencia de las dietas SBM y FSBM

sobre estos parámetros de inflamación y su variación durante el tiempo de exposición

se muestran en la Figura 3, usando como referencia la condición de d¡eta FM.

Como resultado se obtuvo que en la dieta SBM la expresión de lL-8 e lL-18 aumentan

sign¡f¡cativamente su expresión durante los 5 y 10 dÍas, respectivamente, y d¡sminuyen

significativamente hacia los 20 días, llegando a valores normales al final del

tratamiento. En cambio, TNF0 no reg¡stra valores sign¡f¡cativos, aunque se observa una

tendencia al alza en el tiempo de manera s¡m¡lar a lo observado en d¡eta FSBM.

Por otra parte, en la dieta FSBM hubo un aumento significativo de la expresión de

TNFq desde los 5 días hasta los 20 días de iniciado el tratamiento, mientras que a los

50 días la expresión de TNFo disminuye a niveles sim¡lares al control. En cuanto a la

expresión de lL-8 e lL-1p, estos aumentan sig nificativamente a los 5 días del ensayo,

sin embargo, a medida que transcurre el tiempo del experimento, tienden a volver a los

niveles normales de expresión a los 50 días, del mismo modo que en SBM.
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Figura 3: Expresión relativa de citoquinas ll-lp, lL-8 y TNFo en intestino

proximal de S. sarar sometidos a la inclusión dietaria de SBM y FSBM. Las

diferenc¡as significativas se consideraron con P<0,05 y se utilizó B-actina como gen

de referencia.

Con respecto a la determinación del efecto de Ia d¡eta con inclus¡ón de soya sobre

señales de absorción de nutrientes e integridad de la mucosa, los genes evaluados en

muestras de tejido intestinal de peces fueron acuaporina 2ab (aqp2ab), proteína de

unión a ácidos grasos 2a1 (fabp2a1), mucina 2 (muc2) y antígeno nuclear de células

en proliferación (pcna). Los resultados se grafican como expresión relativa en la Figura

4.
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Como resultado se obtuvo que en la dieta SBM, se observa una significativa y menor

expresión relativa de los genes muc2 y labp2a1, el día 5 del tratamiento. En contraste,

en la dieta FSBM se registra aumentada significativamente la expresión de los genes

fabpzal y aqpSab para el mismo iiempo. El día l0 del tratamiento, se reglstra un

aumento significativo de los genes muc2, pcna y aqpSab en ind¡viduos al¡mentados con

dieta SBM, por el contrario, en la dieta FSBM solo se ve un aumento en la expresión

relativa de los genes muc2 y pcna. Para el día 20 del experimento, se registra una

disminución de la expresión relativa de fabp2al en la dieta SBM, mientras que en la

dieta FSBM disminuyen sig nificativamente los genes fabp2al y aqpSab. Para el día 50,

no se observan diferencias s¡gnificativas en la dieta SBM, sin embargo, los genes

muc2, fabp2al y aqpSab aumentan sign¡ficativamente su expresión en tejido intestinal

de peces sometidos a dieta FSBM.
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Figura 4: Expresión relativa de genes asociados a absorción de nutrientes e

integr¡dad de la mucosa ¡ntestinal de S, sa/ar somet¡dos a la inclus¡ón

dietaria harina de soya (SBM) y har¡na de soya fermentada (FSBM). Mucina 2

(muc2), acuaporina 8ab (aqpSab), antígeno nuclear de células en proliferación

(pcna) y proteÍna de unión a ácido grasos 2a1 (fabp2a1'). P<0,05 ., P<0,01 "*,

P<0,001 "**. Usando B-actina como gen de referencia.

day'10

day 50
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DISCUSIÓN Y PROYECCIONES

Actualmente se encuentra disponible gran cantidad de información respecto a la

microbiota ¡ntestinal de animales, debido a los importantes roles que cumple en

nutr¡ción y defensa del hospedero. En particular, en organismos de interés acuícola se

han publicado rec¡entemente varias revisiones, porque se buscan evidencias del rol de

la microbiota en peces y su posible contribución a las mejoras en la producción

(Llewellyn y col., 2014: Romero y col., 2014; Nayak, 2010).

Diversos estudios referidos a la microbiota del tracto d¡gest¡vo de los peces han

informado que el recuento total puede var¡ar entre 102 y 108 bacterias/gramo de

conten¡do intestinal en sa¡mónidos (Spanggaard y col., 2000; Pond y col., 2006;

Navarrete y col., 2009). Además, algunas poblac¡ones microbianas pueden verse

afectadas por la dieta (Spanggaard y col., 2000; Pond y col., 2006). En base a estos

antecedentes en esta tesis se procedió a evaluar la carga bacteriana en peces

sometidos a distintas dietas. Se observó un rango 5 x 108 - 4 x 1Oe bacterias/gr de

contenido intest¡nal en todas las muestras, destacándose que la carga total de

bacterias no se vio afectada cuando se administraron las distintas dietas

experimentales. Tomando en cuenta que para esta investigac¡ón se utilizó la

metodología de cuantificación mediante microscopía de epifluorescenc¡a, este rango

coincide con lo publicado por otros autores que han realizado recuento total de

bacterias presentes en el intestino, ut¡lizando metodologías como recuento directo en el

microscopio (Spanggaard y col.,2000). En general, el recuento bacter¡ano total en el

intestino de salmónidos coincide en forma gruesa, entre los diversos estudios, a pesar

de que se ha determ¡nado por diferentes métodos. La influenc¡a de la dieta sobre la
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carga bacteriana del intestino ha sido estudiada lateralmente en algunos ejemplos.

Navarrete y col., 2010 incorporaron sustancias ¡nhibitorias (aceites esenciales) a la

dieta de truchas, sin embargo, las cargas bacterianas no fueron afectadas.

Los microorganismos detectados en el conten¡do intestinal de Salmo salar

correspondieron 15 géneros diferentes abarcando 3 phylum (Tabla 3). Util¡zando

herramientas similares, los géneros Shewanella, Pseudomonas y Lactococcus han sido

reportados prevlamente en salmónidos chilenos y se han descr¡to como dominantes en

la microb¡ota de dichos organismos (Romero & Navarrete 2006; Navarrete y col., 2009;

Navarrele y col., 2010). Por otra parte, reportes de salmónidos cultivados en otras

latitudes presentan tanto coincidencias como diferencias. Por ejemplo, Holben y col.

(2002) describen la importante presencia del género Acinetobacter, en salmones

silvestres de Escocia y Noruega. En contraste, Huber y col. (2004) reporta que la

microbiota de truchas cultivadas en Dinamarca, es principalmente dominada por

Aeromonas, Clostr¡d¡um y Camobacterium. Por otra parte, Hovda 201 1 reporta que

salmón del Atlántico cu¡t¡vado en Noruega, presenta una microbiota dominada por

bacterias ácido lácticas como Lac¿ococcus y Lactobacillus.

En particular, se ha descr¡to que Shewanella está presente en todos los tipos de

salmónidos cultivados en Chile. En este estudio las cargas de Shewanella se v¡eron

afectadas por la inclusión de elementos vegetales en la dieta (SBM, FSBIVI), mostrando

0,510910 menos que en dieta FM. Este efecto no había sido informado, ya que en

reportes previos con dietas SBM, se revela la presenc¡a constante de este género en

todos los grupos de peces, tanto control como tratados con dietas experimentales a

niveles cercanos a 105 UFc/gramo de contenido intestinal (Navarrete y col., 20'13). Es



29

probable que su presencia constante esté asociada al potencial de Shewanella de

aportar con una diversidad de capacidades metabólicas y capacidad para proliferar a

baja temperatura. Por estas propiedades, se ha propuesto utilizar bacterias del género

Shewanella como probiótico tanto en peces como en camarones (Hau & Gralnick,

2007; Zadeh y col.,20'10).

En este estudio se observó la presencia de bacterias del phylum Firmicutes en el

contenido intestinal de peces cuya dieta incluyó soya fermentada. En particular, se

detectaron los géneros Lactobacillus y Ped¡ococcus, que pertenecen al grupo de

bacterias ácido lácticas (BAL). Las BAL son un grupo de bacter¡as Gram positivas, que

utilizan los carbohidratos como fuente de energía para produclr ácido láctico (Ringo &

Gatesoupe, '1998). Las bacterias ác¡do láct¡cas parecen formar parte de la microbiota

intestinal de peces y se ha estudlado su efecto como prob¡óticos (Merrifield y col.,

2010). Los resultados de esta investigación muestran una diferencia significat¡va en las

cargas de estas bacter¡as (Lactobacillus, Lactococcus y Pediococcus) en el contenido

intestinal de peces alimentados con dieta FSBI\,4, respecto a dieta FM y SBM. En este

contexto, Heikkinen y col. (2006) estudia el efecto de la inclusión de soya (45%) en la

d¡eta de trucha arcoíris, utilizando como control harina de pescado, observan que

Lactobac¡llus está presente solo en la dieta con harina de pescado.

Entre los estudios que se refieren al efecto de la soya sobre microbiota del tracto

digestivo de salmónidos se encuentran actualmente dos tendencias; por una parte,

algunos autores han observado un aumento de los Ffmlcufes cuando se incluye soya

en la dieta (Reveco y col., 2014), y por otro lado, aquellos que han determinado una

disminución de Firm¡cutes cuando se incluye soya. Así, Desai y col., (2012) reporta que



i0

la microbiota presente en peces al¡mentados con proteína vegetal (arve.ia, soya y

canola) ya sea en su versión concentrado o har¡na (con aproximadamente 20% de

inclusión) tenían una mayor proporción de bacter¡as del phylum Firmicutes con

respecto a Proteobacter¡a y, por otra parte, concluyeron que bajo sus condic¡ones

exper¡mentales, el concentrado de proteínas sería menos perjud¡cial ya que, se reduce

el impacto de la inclusión de insumos vegetales en la estructura de la m¡crob¡ota,

probablemente al reducir el componente carbohidratos de la dieta. En su ¡nvestigac¡ón

Desai y col., (2012) observaron que al incluir harina de soya en la dieta, las bacler¡as

del phylum Proteobacter¡as son las que dominan la microbiota.

En este trabajo, se observó que Ia dieta FSBM favorece el desarrollo de bacterias del

phylum Firm¡cutes y en especial dentro de este phylum a las bacterias ácido láct¡cas,

que según antecedentes, benefician la salud del hospedero ya que son capaces de

inhibir la adhesión a la mucosa de algunos patógenos y también tendrÍan la habilidad

de est¡mular el sistema inmune (Nikoskelainen y col., 2003). Navarrete y col. (2013)

estud¡aron los efectos de la inclusión de bacterias ácido lácticas (Lactococcus /acfls sp.

lact¡s y Carnobacter¡um maltaromaticum) en una d¡eta suplementada con har¡na de

soya en S. sa/ar, y sus resultados sugieren que la presenc¡a de bacterias ácido lácticas

podría modular la inflamación intestinal, ya que es pos¡ble observar una disminución de

la inflamación al día 28 del tratamiento con estas bacterias. Otra investigación sobre la

utilización de Pediococcus como probiótico en S. sa/a¡ indica que al suministrar este

suplemento en la dieta, la microbiota se modiflca dando como resultado una mayor

cantidad de bacterias del phylum Firmicutes en la contenido intestinal (Abid y col.,

2013).
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Ex¡ste una compleja interacción entre microbiota, epitelio y componentes de la mucosa,

donde los microorganismos tienen un importante rol en el desarrollo y maduración del

sistema inmune del intestino del hospedero. Cuando se genera un desequilibrio entre

las bacterias comensales y los patógenos, se genera lo que se conoce como disbiosis.

En estas circunstancias, el hospedero podría presentar enfermedades asoc¡adas a la

digestión, o generar una respuesta inmune. Por lo tanto, para complementar los

análisis de microbiota, se estudió la expresión de citoquinas como interleuquina 1P (lL-

'18), interleuquina 8 (lL-B) y factor de necros¡s tumoral (TNFo), debido al importante rol

que cumplen en el inicio y ampl¡ficación de la reacc¡ón inflamatoria y es un relevante

blanco para modular la inflamación excesiva.

De acuerdo a Sahlmann y col. (2013) cuando se incluye SBM (20oA) en la dieta de

Salmo salar debido a la inclusión de 20% de harina de soya en la dieta, se produce una

respuesta ráp¡da de genes, que se manifiesta entre el tercer y qu¡nto día de

tratamiento, observándose cambios en la expresión de al menos 25 genes, de los

cuales unos 20 son inducidos. En su estud¡o, los genes con mayor cambio fueron

aquellos involucrados en el metabolismo de líp¡dos, y también fueron sobre expresados

genes relacionados con la respuesta inmune. Además informan que aumenta la

expresión de muchos transportadores que pueden tener un rol importante en la

absorción de nutrientes. No obstante, estos autores describen efectos sobre genes

relacionados con respuesta inflamatoria, tales como el receptor de quimioquina 1

(cmklrl )" Esta evidencia coincide con lo reportado por Grammes y col., (2013), quienes

revelaron que la inclusión de soya en la dieta afecta a otros genes del sistema inmune,

como quimioquinas 20 y 28 (CCL20 y CCL28), las cuales son inducidas, mientras

péptidos antimicrobianos como intelectina-1a (|TLA1), lisozima G (LYG), entre otros,
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son reprim¡dos. En este seminario de tÍtulo, se rea¡¡zó un seguimiento por un periodo

más largo que los reportes citados, es así como observamos que las señales

inflamatorias lL-8 e lL-1, presentan una elevada expres¡ón los días 5 y'f0 de

tratamiento con SBM. Es decir, también observamos la respuesta rápida a SBM

descrita en otros estudios. Además, resulta inleresante que esla respuesta disminuye

(genes reprimidos) a los 20 dias de tratamiento, lo cual coincide con los ciclos descritos

para las señales de inflamación (Urán y col., 2009), dado que lL-8 actúa como

mediador de una respuesta ¡nflamatoria coordinada con TNFq e ll-'l y están asociados

a señales tempranas de inflamación. La respuesta a dieta FSBM presentó un

comportamiento similar a SBM, excepto por TNFo que se mantiene aumentado hasta

el día 20 de tratamiento, lo que podría indicar una estimulación del sistema inmune que

sólo vuelve a n¡veles comparables con el control en la medición del dÍa 50

posttratam iento. Estas observaciones en cuanto a la señalización, coinciden con Io

observado en estud¡os previos que reportan el efecto de dietas con SBM en

salmónidos, y que incluyen un seguimiento por más de 30 días. Estos estudios indican

que las manifestac¡ones de inflamación a nivel histológico en el intestino, se ven

aumentadas hasta el día 20 posttratamiento. Estas observaciones podrían indicar una

suerte de adaptac¡ón del pez a la dieta, tal como expone De Santis y col., (2015) que

describe, med¡ante expresión génica el siatus de¡ intest¡no de salmones somet¡dos 90

dias a dieta con inclusión de soya, donde señales antiinflamatorias del tipo anexina 1 y

un aumento de la síntesis de protelnas indican que hay reparación de tejido dañado.

Según informan Opazo y col. (2012) la fermentación de la soya usando bacterias

celulolíticas, trae como beneficios la disminución de factores antinutr¡cionales

causantes de la inflamación intestinal. Por tanto, se esperaba que no se modificara la
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en aquellos genes asociados a digestib¡l¡dad como muc¡na 2 lmuc2), acúaporina 8ab

(aqp8ab), antígeno nuclear de pro¡iferación celular (pcna) y proteína de unión a ácido

grasos 2a1 (fabp2a1), Aun asÍ, en esta investigac¡ón, es posible detectar que a los 20

dÍas del experimento disminuye significativamente la expresión relat¡va tanto de

fabp2al como de aqpSab, por lo que se ven afectados tanto los procesos relacionados

a la absorción de lípidos, como el transporte de agua a través de las acuaporinas, lo

que promueve heces con mayor contenido de agua en el salmón. Ahora bien, Iuego de

50 días de la inclusión de harina de soya, provoca una regulac¡ón negat¡va de la

expresión de fabp2al pudiendo interferir en la nutrición de los individuos. Por otro lado,

en el mismo período, la dieta FSBM trae como benef¡c¡os el aumento en la expresión

de aqp8ab pud¡endo permitir un equilibrio hídrico en el intestino y, muc2 que partic¡pa

en la integr¡dad de la mucosa, aportando con propiedades viscoelásticas y retención de

moléculas no mucinas en el medio extracelular (Thornton y col., 2008).

Se ha visto que la saponina de soya tiene propiedades tensoactivas, lo que provoca

una mod¡ficac¡ón en la permeabilidad de las membranas biológ¡cas, generando

inflamación particularmente en las células del intestino (Knudsen y col., 2008).

Consecuentemente, en una investigación realizada en Salmo salar, donde se evalúa la

inclus¡ón de saponina de soya en la dieta (Krogdahl y co|.,2015), se reporta que esta

inclusión genera enteritis. Ellos reportan que la expresión de muc2 no fue

significativamente dosis dependiente, del mismo modo que pcna no varía su expresión

relativa cuando se aumenta la dosis de saponina de soya en la dieta. Por el contrar¡o,

fabp2al y apq8ab son fuertemente dosis dependiente disminuyendo su expresión a

medida que aumenta la ¡nclus¡ón de saponina de soya en la dieta de salmón. Del
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mismo modo, Venold y col., (2013) reportan que la proteína de unión a ácidos grasos

(fabp2al), disminuye su expresión cuando se incluye soya en la dieta de salmón del

Atlántico, en un experimento de 21 días de duración. También se ha estudiado la

respuesta temprana de la expresión gén¡ca cuando se desarrolla la enteritis inducida

por la inclusión de harina de soya en la dieta (Sahlmann y col., 2013). La duración del

exper¡mento en este caso fue 7 días, ellos observaron que la expresión del precursor

de mucina 2 aumenta en la dieta SBM al tercer día, con respecto al control.

En resumen, a través de esta investigación fue posible ¡dentiflcar beneficios que

tendría la dieta con ¡nclusión de har¡na de soya fermentada por sobre la dieta con

inclusión de harina de soya. En el conten¡do intestinal de peces alimentados con dieta

FSBM, aumenta la carga de bacterias ácido lácticas que benefician la salud intestinal

del hospedador. Y al evaluar señales de inflamación y genes asociados a Ia nutric¡ón e

integridad de la mucosa, es posible notar que en tejido intestinal de peces alimentados

con dieta FSBM la salud del intestino del salmón se ve afectada en menor medida que

con dieta SBM.
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CONCLUSIONES

'1. La microbiota de los salmones incluidos en este estudio, coincide con lo reportado

en otros estudios y está const¡tu¡da en general por bacter¡as de los géneros

Shewanella, Acinetobacter, Pseudomonas y Clostridium.

2. La inclusión dietar¡a de soya fermentada t¡ene un efecto sobre la compos¡c¡ón de la

m¡crob¡ota, promoviendo la apar¡ción de bacterias del phylum Firmicutes, en particular,

con aparición de Pediococcus y aumento en géneros como Lacfococcus y

Lactobacillus, respecto a dieta control con harina de pescado.

3. La inclusión dietaria de soya fermentada es menos perjudicial para la salud intestinal

del salmón, aún así, se generan cambios a n¡vel de expres¡ón de genes asociados a

inflamación del tejido intestinal, en particular de las citoqu¡nas pro¡nflamator¡as.

Adicionalmente, la soya fermentada tuvo un efecto positivo sobre la expresión de

genes relacionados con la absorción de nutrientes e integr¡dad de la mucosa intestinal,

en comparación con la soya no fermentada.
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