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BIOGRAFIA

Me llamo Natalia Belén Catalan Toledo y naci en Santiago de Chile el 09 de agosto de
1989, provengo de una familia compuesta por dos hermanos; Luis Felipe y Priscila
Andrea, mi padre Luis German y mi madre Sussy Lucia, todos actualmente radicados
en Santiago, salvo mi hermano menor, que decidié emigrar a Europa, donde vive hace

mas de un afio.

Mis afios de educacién media transcurrieron sin mayores sobresaltos en el Liceo
Carmela Carvajal de Prat, en Providencia, pese al inicio de los movimientos

estudiantiles que se gestaban en el pais.

Sin tener muy claro, ni definida mi vocacién por completo, decidi postular a la carrera
de Bachillerato en Ciencias, ya que desde siempre el mundo de la investigacion se me
habia hecho fascinante. En el afio 2009 ingresé a la carrera Ingenieria en

Biotecnologia Molecular.

Hoy, Julio de 2016 me encuentro en la gran puerta de salida al mundo para poder

aplicar lo que he aprendido durante estos afios de universidad y, si bien esta nueva

etapa seguramente estara llena de desafios, me siento capaz de enfrentar.
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RESUMEN

Chile es el segundo exportador de salménidos a nivel mundial, solo superado por
Noruega. Los mayores costos de producciéon de salmén estan asociados al alimento y,
para hacer a esta industria mas sustentable respecto al uso de los recursos silvestres,
se busca el reemplazo de los insumos marinos por ingredientes vegetales en la dieta.
Sin embargo, el reemplazo de harina de pescado por ingredientes vegetales como la
harina de soya (SBM) puede traer consecuencias en las estructuras intestinales
afectando la microbiota intestinal, la nutricibn y la salud de los peces. En este
seminario de titulo se abordard la caracterizacion de la microbiota intestinal de
salmones sometidos a dietas experimentales que incluyen harina de soya (SBM) o
harina de soya fermentada (FSBM), resultados que se contrastaran con la microbiota
presente en S. salar alimentados con dieta control formulada con harina de pescado
(FM). Para realizar esta evaluacion, se utilizé una estrategia molecular basada en el
analisis del ADN extraido desde muestras de contenido intestinal. El analisis de
composicion de microbiota se realizd, mediante electroforesis en gel con gradiente
temporal de temperatura (TTGE), permitiendo determinar los perfiles de las
poblaciones bacterianas presentes en el contenido intestinal asociado a las diferentes
dietas. La identificacion de los componentes de estos perfiles se alcanzé mediante
secuenciacién de las bandas, lo que permitié identificar los géneros mas interesantes.
Los resultados fueron complementados con analisis de abundancia de estos grupos,
en cada una de las condiciones de dieta ensayadas (FM, SBM y FSBM) utilizando
gPCR. Esta evaluacién indicd que Shewanella, componente frecuente de la microbiota
de salmonidos, 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 bacterias lacticas propuestos como posibles probidticos, entre ellos
Lactobacillus y Lactococcus, presentaron un significativo aumento de su carga en la
dieta con soya fermentada (FSBM). Ademas, el género Pediococcus solo fue visible en
el contenido intestinal de peces en cuya dieta se incluyé 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

acido lacticas.

Ademas, se complementaron los analisis de microbiota, evaluando el efecto de las
dietas sobre sefiales de inflamacion a nivel de intestino proximal, utilizando como
parametros la expresion de las citoquinas IL-1B, TNFq, IL-8, y los genes muc2,
fabp2a1, pcna y agp8ab, medidas por PCR en tiempo real. El perfil de citoquinas indica
que la FSBM induce mas sefiales inflamatorias que la dieta con SBM. Sin embargo, los
genes relacionados con nutricién e integridad de la mucosa son inducidos por el uso de
FSBM en los tiempos iniciales del tratamiento dietario. En vista de estos resultados, Ia
inclusién de FSBM en la dieta de Salmo salar juveniles es menos perjudicial que la

soya no fratada, para la salud intestinal del pez.



ABSTRACT

Chile is the second exporter of salmon in the world, surpassed only by Norway. The
highest 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 affecting the
intestinal 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. salar 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 analysis, was used temperature gradient gel
electrophoresis (TGGE), allowing to determine the profile of bacterial population
present in the gut content associated to different diets. Identification of the components
of the diets were obtained through band sequencing, and this led to identification of
most interesting genus. The results were supplemented with an absolute abundance
analysis of these groups in each diet condition tested (FM, SBM and FSBM) using
gPCR. This 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 experimental diets. In contrast, bacterial genera corresponding to lactic acid
bacteria proposed as posible probiotics, including bacterial genera Lactobacillus and
Lactococcus, showed a significant increase in its load in the diet with fermented
soybeans (FSBM). In addition, Pediococcus genus was visible only in the gut contents

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



microbiota, favoring presence and increase of bacteria belonging to the Firmicutes

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-1B8, TNFa, IL-8 and genes muc2, fabp2at, pcna and aqgp8ab as
parameters measured by real time PCR. Cytokine profile indicates that the diet
including FSBM induces more inflammatory signals than the SBM diet. However,
nutrition and related mucosal integrity genes are induced by the use of FSBM in the
early days of dietary treatment. In view of these results, the inclusion of FSBM in the
diet of juvenile Salmo salar is less harmful than untreated soybeans, for intestinal health

of the fish.



INTRODUCCION

1.- Acuicultura

La acuicultura engloba la produccion de diversidad de peces, mariscos y algas en
todos los ambientes acuaticos. El desarrollo de esta actividad en el mundo ha
mostrado un incremento importante, transformandose 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, la pesca registré un escaso aumento
en la produccion. Este fendmeno tiene directa relacién con el aumento excesivo de la
poblacién a nivel mundial y de la blsqueda de nuevas fuentes de alimentos
beneficiosos que aporten proteinas requeridas en la dieta. Actualmente la acuicultura
representa cerca del 50% de la produccion de peces consumidos en el mundo (FAO,
2014). Sin embargo, este aumento en la produccién acuicola depende en alguna
medida de la pesca, pues las fuentes de proteinas en la alimentacion, provienen de la
utilizacién de harinas y aceites de pescado, los llamados “insumos marinos” (Naylor y

col., 2000).

Chile es un importante productor acuicola, sus principales productos son los
salmonidos (salmon del Atlantico, trucha, y salmon coho). Segtn la Subsecretaria de
Pesca y Acuicultura, la cosecha acumulada de salmén del Atlantico en junio del 2014
en Chile, fue de 268,7 mil toneladas, superando por un 12% a lo acumulado en la
misma fecha el afio 2013. Una de las limitantes para la expansion de esta industria son
los costos de produccion, asociados a alimentacion de los peces y al tratamiento de

enfermedades (Caligus y SRS). Uno de los principales ingredientes en el alimento de



salménidos es la harina de pescado por su alto contenido proteico (aproximadamente
70% de proteina) y de omega 3 (alrededor del 10%), pero sus valores estan cercanos a
2000 délares la tonelada. Ademas, debido a que esta fuente de proteinas proviene de
la pesca, se genera un problema de sustentabilidad, ya que a medida que la demanda
por proteina para varios usos aumenta, se produce un aumento en la demanda de
harina de pescado, incrementandose 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 produccidn en salmonicultura estéan asociados a la alimentacion
de los peces (entre 50% y 60% del total de los costos), produciéndose un problema de
sustentabilidad al depender de la pesca, que esta asociada a una presion importante
sobre los recursos marinos silvestres. Por lo tanto, el desafio consiste en buscar
fuentes de proteinas que permitan el cultivo de peces de alto valor comercial, como el
salmon, con menores costos y manteniendo buenas condiciones de desarrollo de los
peces y propiedades nutricionales. Surge asi la idea de incluir harina de soya (Glycine
max) en la dieta de estos peces, debido a su alto contenido proteico (461-562 g/Kg de
proteina; Gatlin y col., 2007), su balanceado perfil aminoacidico (Nordrum y col., 2000;
Friedman & Brandon, 2001), la disponibilidad y el bajo precio (600 ddlares por
tonelada). No obstante, esta alternativa trae problemas asociados a la digestibilidad
provocados por la presencia de factores antinutricionales (FAN) en la soya (Fuentes-
Appelgren y col., 2014). Entre los FAN mas reconocidos estan los oligosacaridos y
polisacaridos no almidén, inhibidores de tripsina, fitatos, glucosinolatos, lectinas vy

saponinas (Francis y col., 2001).



(%]

Las dietas altas en soya pueden provocar disminucién del crecimiento, disminuciéon en
el consumo de alimento y problemas en la digestibilidad de nutrientes en salménidos
(Merrifield y col., 2011). Se ha sugerido que las dietas que contienen harina de soya,
poseen FAN que podrian provocar la inflamacion intestinal en peces, fendmeno
conocido como enteritis del salmon. Los signos tipicos asociados a la enteritis inducida
por harina de soya en la mucosa intestinal de salmén del Atlantico, se describen como
el acortamiento de la mucosa, produciendo un plegamiento con una consecuente
disminucion de la capacidad de absorcion de los enterocitos que recubren el epitelio, y
produciendose pérdida de la vacuolizacion normal supranuclear, un engrosamiento
lamina propia y mucosa sub-epitelial con una infiltracién severa de células
inflamatorias, en particular de los macrofagos y granulocitos eosindfilos y, el aumento

de numero de células caliciformes en el epitelio (Uran y col., 2008).

Sin embargo, no existe claridad aun sobre cuales componentes de la harina de soya
son los agentes causantes especificos de la enteritis. Los candidatos propuestos son
saponinas y proteinas de soya (conglicinina, lectinas). Las saponinas corresponden a
glucésidos de esteroides y presentan propiedades tensoactivas, logrando alterar las
membranas biolégicas. En S. salar, se describié que las saponinas son resistentes a la
degradacion durante el paso por el tracto digestivo (Knudsen y col., 2007). Se ha
descrito también, que la saponina aumenta la permeabilidad de las membranas de los
enterocitos lo gue inhibe el transporte activo, promoviendo la exposiciéon de la mucosa
a particulas con propiedades “antigénicas” (Johnson y col., 1986). Con respecto a las
globulinas que se encuentran en la soya, se han propuesto como un agente que podria

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



antigenicidad. Se ha estudiado el efecto de B-conglicinina y resulta que es un
estimulante de la expresion de genes asociados a la respuesta inmune inflamatoria,
tales como interleuquina 1 (IL-1), Factor de necrosis tumoral (TNFa) y factor de
crecimiento transformante beta (TGFf) en la region distal del intestino de peces (Zhang

y col., 2013).

Existen varios estudios acerca de la enteritis generada a partir de la inclusién de soya
en la dieta de especies carnivoras, principalmente trucha arcoiris y salmon del Atlantico
(Ostaszewska y col., 2005; Knudsen y col., 2007; Chikwati y col., 2012), por lo cual se
cree que el mecanismo que opera tiene rasgos similares en diferentes peces. Se ha
reportado ademas, que el reemplazo de harina de pescado por harinas vegetales en la
alimentacion de peces provoca cambios en la composicién de la microbiota intestinal

(Reveco y col.,, 2014; Ringo y col., 2006; 2008).

Con el objetivo de disminuir el efecto de los factores antinutricionales se ha buscado
utilizar soya procesada por diversos métodos. Opazo y col. (2012) describen que la
harina de soya fermentada por bacterias de los géneros Streptomyces, Cohnella y
Cellufosimicrobium, contiene menares niveles de factores antinutricionales (24% NSPs,
83% estaquiosa y 69% rafinosa) y aumenta el contenido de proteinas, con respecto a
harina de soya sin tratamiento. No obstante, su uso en salmones no ha sido reportado
y no se conoce su efecto sobre la inflamacién. Adeyemo & Oinlude (2013) lograron
disminuir la concentracién de taninos, fitatos e inhibidor de proteasa, utilizando
Lactobacillus plantarum para fermentar la harina de soya. Sin embargo, se ha evaluado
la inclusion de harina de soya fermentada en la dieta de trucha arcoiris juvenil, donde

se probaron dietas con hasta 50% de reemplazo de harina de pescado, y se determiné



gue no hay diferencias significativas en el aumento de peso ni en la tasa de conversion
de alimento en las dietas que contienen hasta 30% de soya fermentada, y no se
presentan signos de inflamacién en el intestino, utilizando bacterias Aspergifius spp. y

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

3.- Respuestas génicas debido a cambios en la dieta

La enteritis involucra cambios morfolégicos en el intestino de peces y se asocia a
sefiales de inflamaciéon que reclutan granulocitos a la mucosa intestinal. Entre estas
sefiales se encuentran algunas citoquinas pro-inflamatorias tales como interleuguina
IL-1B, la interleuquina IL-8 y el factor de necrosis tumoral (TNFa) (Abid y col., 2013,
Hedreda y col., 2013). Debido a la inflamacion se pierden algunas funciones del
intestino relacionadas con la digestibilidad de nutrientes. La pérdida de estas funciones
ha sido evaluada previamente midiendo, los niveles de transcripcion de algunos genes
que codifican para transportadores de nutrientes, en peces alimentados con diferentes
niveles de inclusién dietaria de harina de soya (Sahlmann y col., 2013). Por ejemplo, se
han estudiado los genes que codifican para la proteina acuaporina 8ab (agp8ab) y
proteina de unién a acidos grasos 2a1 (fapb2at) que se relacionan con la absorcién de
nutrientes en el intestino. Ademas se incluyen la proteina mucina 2 (muc2), y el
antigeno nuclear de proliferacién nuclear (pcna), relacionados con la salud de la
mucosa. Es importante estudiar los efectos de la inclusion de ingredientes vegetales en
la expresion de estos genes, debido al interés por incorporarlos a las dietas de

salmonidos y otros peces carnivoros (Krogdahl y col., 2015).



Las acuaporinas estan involucradas en el transporte de agua a través de membranas
biolégicas y estan presentes en todos los organismos vivos pues son fundamentales
para la homeostasis celular, estas proteinas pueden facilitar la absorcién de agua en el
intestino del pez cuando se aclimata a agua de mar. Agp8ab esta fuertemente sobre
regulado en segmentos intestinales durante esta aclimatacion, lo que indicaria su rol en
el equilibrio del agua (Engelund y col., 2013). También existen proteinas de unioén a
acidos grasos (Fabp) que son transportadores de acidos grasos de cadena larga en
citoplasma y se expresan principalmente en las células del intestino (Kaitetzidou y col.,
2015). Las mucinas son los principales componentes de la mucosa, formando
estructura oligoméricas que otorgan propiedades viscoelasticas a la mucosa. Para un
funcionamiento normal, se requiere de un equilibrio entre el volumen y la composicion
de la mucosa. En particular Muc 2 es secretada al medio extracelular y posee
propiedad gelificante (Voynow & Rubin 2009). Su funcién es proporcionar una barrera
protectora entre las superficies epiteliales y el lumen intestinal (Allen y col., 1998). El
antigeno nuclear de células en proliferacion (Pcna) rodea el ADN y su rol es participar
en el metabolismo de acidos nucleicos, formando parte de la maqguinaria de replicacion
y reparacion. Su funcién mas definida es de factor de posesividad (Kelman, 1997) y se
utiliza como un marcador de un potencial dafio en el intestino, cuando ocurre aumento
en la expresion de pcna, se asocia al desarrollo de tejido neoplastico (Dezfuli y col.,

2012).

4.- Microbiota

El intestino es un 6rgano complejo y multifuncional, donde se genera una interaccion

entre el ambiente y el cuerpo de los peces. En él se produce el proceso de digestion y



la absorcion de alimento y nutrientes, el intestino es fundamental para el equilibrio
hidrico y electrolitico, la regulacién endocrina de la digestion, el metabolismo y la
inmunidad. Actia como la primera barrera de defensa en el cuerpo, ademas se
caracteriza por su alta densidad poblacional de microorganismos, donde predominan
las bacterias (Denev y col., 2009). En el tracto gastrointestinal se generan las
condiciones para el desarrollo de un ecosistema microbiano complejo denominado
microbiota intestinal. La microbiota corresponde a un complejo y dinamico ecosistema
de microorganismos que no causa dafos al hospedero, a pesar de estar en continuo
contacto con sus tejidos o colonizando el tracto gastrointestinal (Nayak, 2010). A la
microbiota intestinal se le atribuyen efectos benéficos para el hospedero, como su
aporte en la nutricion complementando procesos de digestién, contribuyendo al
metabolismo o jugando un papel protector al prevenir la colonizacién por patégenos,
controlando su crecimiento y modulando el sistema inmune del hospedero (Kesarcodi-
Watson y col., 2008; Rawls y col., 2004; Ringe y col., 2006; Hovda y col., 2007). Por lo
tanto, la estabilidad de la microbiota se presenta como un factor importante en la
resistencia natural de los peces, a las infecciones producidas por bacterias patégenas
en el tracto digestivo (Ringe y col., 2003). Se han descrito muchos factores que pueden
influir en la composicion de la microbiota intestinal, tanto en carga como en diversidad.
Algunos de estos factores son habitat, temperatura, salinidad, tipo de alimentacién,
etapa del desarrollo, especie (Rings & Birkbeck, 1999; Verschuere y col., 2000;
lzvekova y col., 2007). Debido a su importancia, se ha estudiado como la microbiota
puede modificarse al incluir ingredientes de origen vegetal en las dietas de peces

carnivoros.



Desai y col. (2012) observaron en Oncorhynchus mykiss, que las dietas con inclusion
de ingredientes vegetales estan asociadas a una mayor proporcién de bacterias del
phylum Firmicutes con respecto a Proteobacterias, 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 inclusion de soya y de bacterias acido lacticas (BAL) en la
dieta de S. salar, observando que la presencia de BAL disminuye la inflamacion
intestinal sin eliminarla. Ademas, mostraron que habian grupos bacterianos asociados
a las distintas dietas; por ejemplo, la dieta control (harina de pescado) esta
correlacionada con Pseudomonas, Lactococcus y Aeromonas. En tanto, una dieta con
harina de soya fue relacionada con los géneros bacterianos Aeromonas y
Sporocarcina;, mientras que para la dieta con inclusion de soya y BAL, la correlacidn
fue con Alcaligenes, Acinetobacter, Lactococcus y Carnobacterium. Notablemente,
Shewanella estuvo presente en todas las dietas. Reveco y col. (2014) muestran que se
produce una reduccion en la diversidad bacteriana, en intestino distal de salmén del
Atlantico cuando la dieta incluye soya, promoviendo una mayor abundancia relativa de
bacterias pertenecientes al phylum Firmicutes respecto de la dieta consistente en

harina de pescado.

5.- Método de estudio de las comunidades bacterianas

El estudio de comunidades bacterianas puede ser realizado mediante diversas
técnicas. Ademas de las técnicas basadas en medios de cultivo clasicas, encontramos
las estrategias basadas en el examen del ADN de la muestra. Entre estas ultimas 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 metodos basados en el estudio de material genético (métodos moleculares), tienen
ventajas sobre las técnicas de cultivo tradicionales (Navarrete y col., 2010), debido a
gue no es posible cultivar en condiciones de labhoratorio la totalidad de bacterias,
mientas que a través de las técnicas moleculares es posible identificar estas bacterias

no cultivables.

Utilizando tanto TTGE como DGGE es posible separar mezclas de productos PCR con
igual longitud pero distinta secuencia en base a distinto contenido de GC. La estrategia
se basa en someter a los amplicones a una condicidn denaturante que logre la
desnaturalizacién de los mismos, ya que este proceso esta determinado por la
secuencia de cada amplicon (%GC), su separacion dependera de cuanto puedan
migrar en el gel antes de denaturarse. EI ADN avanza por el gel hasta que alcanza la
temperatura o concentracién desnaturalizantes, por lo que su movilidad se reduce en el

gel (Hill y col., 2000).

La identificacién molecular de bacterias puede realizarse utilizando el analisis de genes
ribosomales, generalmente el 16S ADNr, usado ampliamente como referencia para
determinar la ubicacién taxonémica de un microorganismo (Austin, 2006; Huber y col.,
2004). Varios estudios se han realizado utilizando estos métodos basados en PCR de
ADN extraido han mostrado ser eficientes en el estudio de comunidades bacterianas
gastrointestinales 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



de diversos origenes o tratamientos, y posteriormente poder identificar las especies

bacterianas presentes en cada perfil generado en el TTGE.

6.- Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de la inclusidn dietaria de soya fermentada sobre la composicion de |a

microbiota de salménidos y sefiales de inflamacidn en tejido intestinal del hospedero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar aguellos componentes de la microbiota que se ven afectados por la

inclusion de la soya y soya fermentada en la dieta de S. salar.

2. Evaluar de manera cuantitativa los cambios en la microbiota debido a la inclusién de

soya y soya fermentada en la dieta de S. salar.

3. Evaluar el efecto de la inclusién de soya y soya fermentada en sefiales de

inflamacion de tejido de intestino de S. Salar.

4. Evaluar el efecto de la inclusion de soya y soya fermentada en sefiales de absorcion

de nutrientes e integridad de la mucosa de tejido de intestino de S. Salar.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Condiciones de cultivo de peces

Los ensayos de inclusion de soya y soya fermentada se realizaron en la Escuela de
Acuicultura, Universidad Catdlica de Temuco, 500 ejemplares de salmén del Atlantico
juveniles (peso inicial promedio = 50 * 5,5g) fueron distribuidos al azar en 12
estanques de fibra de vidrio de 100L de capacidad, cada uno con una camara de
recoleccion de heces (sistema Guelph). Los peces se mantuvieron bajo un fotoperiodo
de 12h luz y 10h oscuridad y aclimatados durante 10 dias (alimentados con dieta
control). Cada estanque fue suministrado con 1,8 L/min de agua fresca a temperatura
constante (14°C). Todas las dietas experimentales fueron distribuidas al azar en los
estanques y los peces fueron alimentados a mano 3 veces al dia, 6 dias a la semana
hasta saciedad aparente. Los parametros de calidad medioambiental y del agua fueron
monitoreados en toda la duracién de los periodos de experimentacion y mantenidos en

rangos normales para salmonidos.

2.- Dietas experimentales

Se prepararon tres dietas experimentales; una dieta control (FM) basada en harina de
pescado y dos dietas con 30% de inclusién 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 composicion de las dietas se encuentra disponible en la Tabla 1.



Tabla 1: Composicién nutricional de dietas experimentales.

Dieta FM Dieta SBM Dieta FSBM

Harina de pescado 649,9 455,0 455,0
Harina de soya 0,0 300,0 0,0
Harina de soya fermentada 0,0 0,0 300,0
Harina de trigo 170,0 199,0 119,0
Aceite de pescado 151,0 105,7 105,7
Vitamina C 5,0 5,0 50
Premix de vitaminas® 5,0 5,0 5,0
Sal TM' 10,0 10,0 10,0
Colina 6,0 4.2 4.2
Fosfato dicalcico 3,0 2.1 21
Oxido de itrio 0,1 0,1 0,1
Humedad (%) 5,5 6,0 4.5
Proteina (%) 53,8 51,4 53,6
Grasa (%) 20,9 15,6 14,5
Ceniza (%) 1125 10,1 10,6
E.N.N (%) 13,1 20,9 18,8
Energia Bruta (MJ/kg) 23,2 21,9 21,6
Rafinosa (%) 0,07 0,415 0,05
Estaquiosa (%) 0,005 1,310 0,01
Verbascosa (%) 0,0 0,06 0,0

'Suministra lo siguiente por kg de dieta seca: Kl, 1.9 mg; MnS04.H20, 75.8 mg;
ZnSo04.7H20, 132.0 mg; Na2Se03, 0.88 mg; CoCl3.6 H20, 4.0 mg; CuS04.H20, 11.8
mg; FeS04.H20, 298.5 mg.

“Suministra lo siguiente por kg de dieta seca: mononitrato de tiamina, 62mg; riboflavina,
71mg; niacina, 294mg; pantotenato de calcio, 153mg; clorhidrato de piridoxina, 50mg;
acido félico, 22mg; vitamina B12, 0,08mg; d-biotina, 0,8mg; mioinositol, 176mg; retinol
acetato, 8818 IU; vitamina D3, 588mg; a-acetato tocoferol, 670mg; complejo
menadiona bisulfito de sodio, 37mg.

3.- Procedimiento de muestreo

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

Comité de Bioética y Bioseguridad INTA, Universidad de Chile (2012-018). Se



recolectaron muestras de contenido intestinal luego de 50 dias de alimentar a los

peces con dieta FM, SBM y FSBM.

Por otro lado, las muestras de tejido intestinal fueron tomadas en 4 tiempos; que
corresponden a 5, 10, 20 y 50 dias luego de comenzado el tratamiento. Se tomaron 3

muestras de tejido intestinal de peces alimentados con dieta FM, SBM y FSBM.

4.- Caracterizacion molecular de microbiota intestinal

Las muestras de contenido intestinal provenientes de salmones expuestos a las
distintas dietas, se sometieron a extraccion de ADN utilizando kit Powersoil de MoBio
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, las comunidades
bacterianas se determinaron mediante electroforesis en gel con gradiente temporal de
temperatura (TTGE) de acuerdo a Magne y col. (2006). Para ello se realizd
amplificacién por PCR de la region V2-V4 del gen 168 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
finalmente ser amplificadas por PCR de la regién anteriormente descrita (341F-788R).
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 30 pl que contiene: 0,2
mM de cada desoxinucleotido trifosfato (ANTP), 0,05 U/ul de Taq ADN polimerasa, 3ul
de buffer 10X, 2,0 mM de MgCI2 y 0,3 pl de cada partidor a una concentracion 0,25
pmol/ul, finalmente 1ul de ADN. El perfil térmico fue 94°C durante 10min, luego 30
ciclos a 97°C x 1min, 55°C x 1min y 72°C 1,5min, finalmente 72°C x 10min. Los

amplicones se observaron luego de una electroforesis corrida a 200V durante 20
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minutos, en gel de poliacrilamida al 8%, que fue visualizado con tincion de plata

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

Las secuencias del gen 16S ADNr fueron comparadas con la base de datos Ribosomal
Database Project II, utilizando la herramienta Sequence Match (Cole y col., 2007)
determinandose el porcentaje de identidad con la secuencia mas cercana, utilizando el

programa BioEdit.

Tabla 2: Partidores amplificacion PCR y gPCR.

. . Secuencia ;
Blanco Direccién (5-3") Referencia
CCTACGGGAGGCAGCAG
241k Muyzer y col. (1993)
168 341GC CGCCCGCCGCECCCCGCECCCGRE
788R GGACTACCAGGTATCTAA 'I'heE?SS 8"’) col.
Forward CCGAGCGTTGTCCGGATTTA
Lactococcus
Reverse ACTCTCCTCTCCTGCACTCA
: Forward GCCACATTGGGACTGAGACA
Lactobacillus AGCCGTGACTTTCTGGTTGA
Reverse Este trabaio
Earward CAGGCGGTTTGTTAAGCGAG S
Shewanella o\ oree GTCAGTCTTTGTCCAGGGGG
_ Forward ACTTCAATGCCGTGTTTAG
Pediococcus
Reverse ACCAAAGAATCTAACGGGA
Forward GAATGTCAGCCAGCCTTGTC
[L-8 Reverse TCCAGACAAATCTCCTGACCG
Forward CGTCACATTGCCAACCTCAT
IL-1B Disefio del
Reverse ACTGTGATGTACTGCTGAAC :
Forward GGCGAGCATACCACTCCTCT ;laboratorio de
TNF« Biotecnologia INTA
Reverse TCGGACTCAGCATCACCGTA
: Forward CAACTGGGACGACATGGAGA
B-actina Reverse AGTGAGCAGGACTGGGTGCT
Forward TCTGTCCTGATGGGATGAAAC
muc2 Reverse GGACTCCAAACAAACGCAAT
Forward TGAGCTCGTCGTCGGGTATCTCT
pena Reverse GTCCTCATTCCCAGCACACT Krogdahl y col.
Forward GTTGGCATAGTTCTCCTTTGATG (2015)
aqp8ab WS TTTCAACCCTCCCTTCACC
Forward GGTGCTGAAAACTACCAGAGCCA
fabp2a1

Reverse GGATTTGAACGTAGCTCTTCTTGG




5.- Cuantificacion de componentes de microbiota intestinal

El recuento de bacterias totales presentes en el contenido intestinal se realizd
mediante microscopia de epifluorescencia usando naranja de acridina como lo describe
Romero & Espejo. (2001). Se utilizaron diluciones seriadas del contenido intestinal
obtenido de cada dieta, y se expreso el resultado en bacterias/gr de contenido

intestinal.

Los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Shewanella y Pediococcus se cuantificaron
mediante qPCR. Los partidores para la cuantificacion se confeccionaron a partir de una
secuencia consenso creada desde secuencias disponibles en National Center for
Biotecnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Utilizando 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 determind mediante una curva de calibracion para
cada uno de los géneros de bacterias, usando diluciones 1:10 desde una muestra
elegida al azar. EI gPCR se realiz6 en un termociclador AriaMX (Agilent) de acuerdo a
lo detallado en la Tabla 2. El volumen final de reaccion de amplificacion fue de 10ul, el
cual contenia 5ul SYBR Green | Master2X (Roche), 3,5ul agua, 0,25ul de cada

partidor, y 1ul de ADN templado, cada muestra se analizé por triplicado.
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6.- Evaluacién de senales de inflamacidén, absorcion de nutrientes e integridad de

la mucosa del intestino

Para evaluar la inflamacion a nivel de intestino de los peces sometidos a las distintas
dietas SBM y FSBM, se realizd cuantificacion relativa de la expresién de genes
asociados al sistema inmune, interleuguina 8 (IL-8), interleuquina 1@ (IL-1B), factor de
necrosis tumoral (TNFa). Ademas se evallo la expresion de algunos genes asociados
a absorciéon de nutrientes y salud intestinal tales como; mucina 2 (muc2), antigeno
nuclear de proliferacién celular (PCNA), acuaporina 8ab (aqp8ab), proteina de unién a
acidos grasos 2a1 (fabp2a1), estos genes se estudiaron a partir de la metodologia

realizada por Krogdahl y col. (2015), utilizando B-actina como gen de referencia.

Todas las muestras de intestino de los individuos fueron homogenizadas. El total de
RNA fue aislado desde las muestras usando TRIzol de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El RNA desde tejido intestinal de peces se utilizé para la sintesis de ADNc
usando Maxima H Minus First Strand cADN Synthesis Kit with dsDNase (Thermo
Scientific) que contiene oligo dT como primer, siguiendo el protocolo del fabricante. Las
muestras de ADNc fueron mantenidas a -80°C para ser usadas en la cuantificacion por
gPCR. Las reacciones de cuantificacion fueron llevadas a cabo en un termociclador
AriaMX (Agilent). Cada 10pl de reaccién de amplificacion contenia 5ul SYBR Green |
Master2X (Roche), 3,5ul agua, 0,25ul de cada partidor, detallado en la Tabla 2, y 1pl

de ADN templado, cada muestra se analizé por triplicado.



7.- Analisis estadistico

La cuantificacion absoluta de bacterias del contenido intestinal de salmones, se analizé
mediante el test estadistico no paramétrico t-test considerando las diferencias
significativas (P<0,05), con el programa GraphPad Prism, version 6.0 (GraphPad
Software Inc., 2013). La cuantificacion relativa se obtuvo utilizando el método Pfaffl
(Pfaffl y col., 2002) y el programa Rest 2009 (Qiagen) para determinar las diferencias
producidas en la cuantificacién relativa de genes. Se consideraron expresiones

estadisticamente significativas aquellas con p value < 0,05.



RESULTADOS

1.- Identificacion de los componentes de la microbiota intestinal de salménidos

alimentados con dieta comercial, harina de soya y harina de soya fermentada

La microbiota del contenido intestinal de salmones alimentados con dietas FM, SBM y
FSBM, se estudid mediante TTGE de la regién V2-V4 del gen 16S ADNr. La
observacion de los perfiles indica que hay diferencias en la composicién de las
poblaciones bacterianas cuando cambia la dieta. Es posible observar que en los
perfiles derivados de las dietas FM y SBM hay mayor nimero de bandas comparado
con la dieta FSBM, lo que podria indicar mayor diversidad de bacterias. Ademas, se
ven bandas presentes tanto en la dieta FM como en SBM, en particular aquellas que
corresponden a los géneros Clostridium y Acinetobacter. Por otra parte, en la dieta

FSBM aparecen bandas que no estan presentes en FM ni en SBM (Figura 1).
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Figura 1: Perfiles de TTGE de microbiota presente en contenido intestinal de
S. Salar, sometido a 3 dietas experimentales. Microbiota asociada a dieta control
(FM), dieta con inclusién de soya (SBM), y dieta con inclusién de soya fermentada
(FSBM), cada uno realizado con una réplica técnica. Los géneros asociados a las
bandas marcadas con numeros son los siguientes: 1.Clostridium sensu stricto, 2.
Acinetobacter, 3. Lactobacillus, 4. Pediococcus, 5. Shewanella, 6. Lactobacillus, 7.
Paracoccus, 8. Terribacillus, 9. Isoptericola, 10. Plantibacter, 11. Pseudomonas, 12.

Isoptericola, 13. Rhodococcus, 14. Microbacterium, 15. Cellulosimicrobium.
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Los resultados de la secuenciacion de las bandas se encuentran en la Tabla 3. En las
muestras obtenidas de individuos alimentados con dieta FM se encontré que el 50% de
las bandas corresponden a bacterias del phylum Profeobacteria, mientras
Actinobacteria y Firmicutes corresponden al 25% cada uno. Mientras que en las
muestras obtenidas de individuos alimentados con dieta SBM, se identific6 53%
Proteobacteria, seguido de 34% de Actinobacteria y 13% Firmicutes. En contraste con
lo observado, en las muestras de individuos alimentados con dieta FSBM se detecto
60% de Firmicutes, que corresponden principalmente a bacterias &cido lacticas,
ademas de 20% de Actinobacteria y 20% de Proteobacteria. En resumen, en peces
alimentados con dieta FM y dieta SBM predominaron las bacterias del phylum

Proteobacteria, mientras que en el contenido intestinal de peces alimentados con dieta

FSBM, predomind el phylum Firmicutes.

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

muestras obtenidas de peces alimentados con dietas experimentales (FM, SBM y

FSBM).
% . o

Banda jdentidad Phylum Género N°® de FM SBM FSBM
1 95 Firmicutes Clostridium sensu stricto X95274.1 + =+ -
2 87.8  Proteobacteria Acinetobacter X86572 + + -
3 98 Firmicutes Lactobacillus EF120373 - - +
4 98.1 Firmicutes Pediococcus EF059987 - - +
5 80.2  Proteobacteria Shewanella EUQ075116 + + +
6 a7 Firmicutes Lactobacillus HM218067 - - +
7 100 Proteobacteria Paracoccus DQ985067 + + +
8 82 Firmicutes Terribacillus FJ006860 + -
9 97 Actinobacteria Isoptericola EU181261 + + -
10 96.4 Actinobacteria Plantibacter HEB662693 - + -
11 a7 Proteobacteria Pseudomonas JNB848336  + + -
12 97 Actinobacteria Isoptericola EU910875 + - -
13 99.1 Actinobacteria Rhodococcus AF046885 + - -
14 97.3 Actinobacteria Microbacterium AJ391205 - g -
15 100 Actinobacteria Cellulosimicrobium AB188222 - - +

+: presencia, - : ausencia. Los ensayos fueron realizados por duplicado.
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A nivel de género, existen algunos ejemplos de bacterias que estan presentes en las 3
dietas, como Paracoccus y Shewanella. Mientras Acinetobacter y Clostridium, estan
presentes en el contenido intestinal de individuos alimentados con dieta FM y con dieta
SBM. En contraste con lo observado, hay géneros que se asocian exclusivamente a
una dieta, por ejemplo, Plantibacter y Microbacterium solo estan presentes en el
contenido intestinal de individuos alimentados con dieta SBM, por otra parte, los
géneros Pediococcus, Lactobacillus y Cellulosimicrobium solo estan presentes en dieta

FSBM.

2.- Cuantificacion de bacterias totales y géneros especificos

La carga bacteriana total en los contenidos intestinales de los peces examinados, fue
medida a través de microscopia epifluorescencia. La concentracion de bacterias totales
fue 5 x 108, 1 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 secuenciacién de bandas de TTGE vy la
presencia diferencial de algunos géneros identificados, se procedié a evaluar la carga
de los géneros Lactococcus, Shewanella, Lactobacillus y Pediococcus mediante gPCR.
Como resultado se obtuvo que las bacterias acido lacticas de los géneros Lactococcus,
Lactobacillus y Pediococcus, estan presentes en un nivel (carga) significativamente
mayor en la muestras FSBM, tal como se muestra en la Figura 2. En contraste, la
concentracion de bacterias del género Shewanella es significativamente menor en las
dietas SBM y FSBM respecto al control (FM); sin embargo, no se observan diferencias

significativas entre las dietas SBM y FSBM.
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Figura 2: Cuantificacion géneros bacterianos presentes en contenido intestinal
de S. salar sometidos a la inclusion dietaria de SBM y soya FSBM. En negro se
grafican los resultados de la dieta control (FM), la cual fue utlizada como
parametro para evaluar el efecto de las dietas SBM y FSBM sobre la carga de los
géneros Shewanella, Lactobacillus, Lactococcus y Pediococcus. Sobre las barras de
desviacion estandar se indican los valores estadisticamente significativos segun el
analisis 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 inclusion dietaria de soya y soya fermentada en la expresion de

genes asociados al sistema inmune en intestino y salud intestinal

Con el objetivo de caracterizar el efecto de la inclusion dietaria de SBM y FSBM sobre
la inflamacidén en intestino proximal, se estudié la expresién relativa de tres genes

involucrados en la regulacion de la inmunidad intestinal en muestras de tejido intestinal
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de peces. Los genes evaluados fueron los que codifican para las citoquinas
proinflamatorias interleuquina 1B (IL-1B), interleuquina 8 (IL-8) y factor de necrosis
tumoral (TNFa). Los resultados que ilustran de la influencia de las dietas SBM y FSBM
sobre estos parametros de inflamacion y su variacién durante el tiempo de exposicidén

se muestran en la Figura 3, usando como referencia la condicién de dieta FM.

Como resultado se obtuvo que en la dieta SBM la expresion de I1L-8 e IL-13 aumentan
significativamente su expresion durante los 5 y 10 dias, respectivamente, y disminuyen
significativamente hacia los 20 dias, llegando a valores normales al final del
tratamiento. En cambio, TNFa no registra valores significativos, aunque se observa una

tendencia al alza en el tiempo de manera similar a lo observado en dieta FSBM.

Por otra parte, en la dieta FSBM hubo un aumento significativo de la expresion de
TNFa desde los 5 dias hasta los 20 dias de iniciado el tratamiento, mientras que a los
50 dias la expresion de TNFa disminuye a niveles similares al control. En cuanto a la
expresion de IL-8 e IL-1[, estos aumentan significativamente a los 5 dias del ensayo,
sin embargo, a medida que transcurre el tiempo del experimento, tienden a volver a los

niveles normales de expresion a los 50 dias, del mismo modo que en SBM.
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Figura 3: Expresion relativa de citoquinas IL-1B, IL-8 y TNFa en intestino
proximal de S. salar sometidos a la inclusion dietaria de SBM y FSBM. Las
diferencias significativas se consideraron con P<0,05 y se utilizd B-actina como gen

de referencia.

Con respecto a la determinacion del efecto de la dieta con inclusiéon de soya sobre
sefales de absorcién de nutrientes e integridad de la mucosa, los genes evaluados en
muestras de tejido intestinal de peces fueron acuaporina 2ab (agp2ab), proteina de
union a acidos grasos 2a1l (fabp2a1), mucina 2 (muc2) y antigeno nuclear de células
en proliferacion (pcna). Los resultados se grafican como expresion relativa en la Figura

4,
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Como resultado se obtuvo que en la dieta SBM, se observa una significativa y menor
expresion relativa de los genes muc2 y fabp2a1, el dia 5 del tratamiento. En contraste,
en la dieta FSBM se registra aumentada significativamente la expresion de los genes
fabp2a1 y agp8ab para el mismo tiempo. El dia 10 del tratamiento, se registra un
aumento significativo de los genes muc2, pcna y aqp8ab en individuos alimentados con
dieta SBM, por el contrario, en la dieta FSBM solo se ve un aumento en la expresion
relativa de los genes muc2 y pcna. Para el dia 20 del experimento, se registra una
disminucién de la expresion relativa de fabp2a1 en la dieta SBM, mientras que en la
dieta FSBM disminuyen significativamente los genes fabp2a1 y aqp8ab. Para el dia 50,
no se observan diferencias significativas en la dieta SBM, sin embargo, los genes
muc2, fabp2a1 y agp8ab aumentan significativamente su expresién en tejido intestinal

de peces sometidos a dieta FSBM.
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Figura 4: Expresion relativa de genes asociados a absorciéon de nutrientes e
integridad de la mucosa intestinal de S. salar sometidos a la inclusién
dietaria harina de soya (SBM) y harina de soya fermentada (FSBM). Mucina 2
{muc2), acuaporina 8ab (agp8ab), antigeno nuclear de células en proliferacion
(pcna) y proteina de union a acido grasos 2a1 (fabp2a1). P<0,05 * P<0,01 **,

P<0,001 ***. Usando B-actina como gen de referencia.
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DISCUSION Y PROYECCIONES

Actualmente se encuentra disponible gran cantidad de informacién respecto a la
microbiota intestinal de animales, debido a los importantes roles que cumple en
nutricién y defensa del hospedero. En particular, en organismos de interés acuicola se
han publicado recientemente varias revisiones, porque se buscan evidencias del rol de
la microbiota en peces y su posible contribucién a las mejoras en la produccion

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

Diversos estudios referidos a la microbiota del tracto digestivo de los peces han
informado que el recuento total puede variar entre 102 y 108 bacterias/gramo de
contenido intestinal en salmoénidos (Spanggaard y col., 2000; Pond y col.,, 2006;
Navarrete y col.,, 2009). Ademas, algunas poblaciones microbianas pueden verse
afectadas por la dieta (Spanggaard y col., 2000; Pond y col., 2006). En base a estos
antecedentes en esta tesis se procedié a evaluar la carga bacteriana en peces
sometidos a distintas dietas. Se observé un rango 5 x 10° — 4 x 10° bacterias/gr de
contenido intestinal en todas las muestras, destacandose que la carga total de
bacterias no se vio afectada cuando se administraron las distintas dietas
experimentales. Tomando en cuenta que para esta investigacion se utilizd Ia
metodologia de cuantificacion mediante microscopia de epifluorescencia, este rango
coincide con lo publicado por otros autores que han realizado recuento total de
bacterias presentes en el intestino, utilizando metodologias como recuento directo en el
microscopio (Spanggaard y col., 2000). En general, el recuento bacteriano total en el
intestino de salménidos coincide en forma gruesa, entre los diversos estudios, a pesar

de que se ha determinado por diferentes métodos. La influencia 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 inhibitorias (aceites esenciales) a la

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

Los microorganismos detectados en el contenido intestinal de Salmo salar
correspondieron 15 géneros diferentes abarcando 3 phylum (Tabla 3). Utilizando
herramientas similares, los géneros Shewanella, Pseudomonas y Lactococcus han sido
reportados previamente en salmoénidos chilenos y se han descrito como dominantes en
la microbiota de dichos organismos (Romero & Navarrete 2006; Navarrete y col., 2009;
Navarrete y col., 2010). Por otra parte, reportes de salmoénidos 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, Clostridium y Carnobacterium. Por otra parte, Hovda 2011 reporta que
salmén del Atlantico cultivado en Noruega, presenta una microbiota dominada por

bacterias acido lacticas como Lactococcus y Lactobacillus.

En particular, se ha descrito que Shewanella estd presente en todos los tipos de
salménidos cultivados en Chile. En este estudio las cargas de Shewanella se vieron
afectadas por la inclusion de elementos vegetales en la dieta (SBM, FSBM), mostrando
0.5log10 menos que en dieta FM. Este efecto no habia sido informado, ya que en
reportes previos con dietas SBM, se revela la presencia 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., 2013). Es
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probable que su presencia constante esté asociada al potencial de Shewanella de
aportar con una diversidad de capacidades metabdlicas y capacidad para proliferar a
baja temperatura. Por estas propiedades, se ha propuesto utilizar bacterias del género
Shewanella como probidtico tanto en peces como en camarones (Hau & Gralnick,

2007; Zadeh y col., 2010).

En este estudio se observd la presencia de bacterias del phylum Firmicutes en el
contenido intestinal de peces cuya dieta incluyd soya fermentada. En particular, se
detectaron los géneros Lactobacillus y Pediococcus, que pertenecen al grupo de
bacterias acido lacticas (BAL). Las BAL son un grupo de bacterias Gram positivas, que
utilizan los carbohidratos como fuente de energia para producir acido lactico (Rings &
Gatesoupe, 1998). Las bacterias acido lacticas parecen formar parte de la microbiota
intestinal de peces y se ha estudiado su efecto como probidticos (Merrifield y col.,
2010). Los resultados de esta investigacion muestran una diferencia significativa en las
cargas de estas bacterias (Lactobacillus, Lactococcus y Pedjococcus) en el contenido
intestinal de peces alimentados con dieta FSBM, respecto a dieta FM y SBM. En este
contexto, Heikkinen y col. (2006) estudia el efecto de la inclusién de soya (45%) en la
dieta de trucha arcoiris, utilizando como control harina de pescado, observan gque

Lactobacillus esté 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 salmoénidos se encuentran actualmente dos tendencias; por una parte,
algunos autores han observado un aumento de los Firmicutes cuando se incluye soya
en la dieta (Reveco y col., 2014), y por otro lado, aquellos que han determinado una

disminucién de Firmicutes cuando se incluye soya. Asi, Desai y col., (2012) reporta que



la microbiota presente en peces alimentados con proteina vegetal (arveja, soya y
canola) ya sea en su version concentrado o harina (con aproximadamente 20% de
inclusién) tenian una mayor proporciébn de bacterias del phylum Firmicutes con
respecto a Proteobacteria y, por otra parte, concluyeron que bajo sus condiciones
experimentales, el concentrado de proteinas seria menos perjudicial ya que, se reduce
el impacto de la inclusién de insumos vegetales en la estructura de la microbiota,
probablemente al reducir el componente carbohidratos de la dieta. En su investigacion
Desai y col., (2012) observaron que al incluir harina de soya en la dieta, las bacterias

del phylum Proteobacterias son las que dominan la microbiota.

En este trabajo, se observd que la dieta FSBM favorece el desarrollo de bacterias del
phylum Firmicutes y en especial dentro de este phylum a las bacterias acido lacticas,
que segun antecedentes, benefician la salud del hospedero ya que son capaces de
inhibir la adhesién a la mucosa de algunos patégenos y también tendrian la habilidad
de estimular el sistema inmune (Nikoskelainen y col., 2003). Navarrete y col. (2013)
estudiaron los efectos de la inclusién de bacterias acido lacticas (Lacfococcus lactis sp.
lactis y Carnobacterium maltaromaticum) en una dieta suplementada con harina de
soya en S. salar, y sus resultados sugieren que la presencia de bacterias acido lacticas
podria modular la inflamacion intestinal, ya que es posible observar una disminucion de
la inflamacién al dia 28 del tratamiento con estas bacterias. Otra investigacion sobre la
utilizacion de Pediococcus como probiotico en S. salar, indica que al suministrar este
suplemento en la dieta, la microbiota se modifica dando como resultado una mayor
cantidad de bacterias del phylum Firmicutes en la contenido intestinal (Abid y col.,

2013).



Existe una compleja interaccion entre microbiota, epitelio y componentes de la mucosa,
donde los microorganismos tienen un importante rol en el desarrollo y maduracion del
sistema inmune del intestino del hospedero. Cuando se genera un desequilibrio entre
las bacterias comensales y los patdogenos, se genera lo que se conoce como disbiosis.
En estas circunstancias, el hospedero podria presentar enfermedades asociadas a la
digestion, o generar una respuesta inmune. Por lo tanto, para complementar los
analisis de microbiota, se estudio la expresion de citoquinas como interleuquina 1B (IL-
1B), interleuguina 8 (IL-8) y factor de necrosis tumoral (TNFa), debido al importante rol
que cumplen en el inicio y amplificacion de la reaccion inflamatoria y es un relevante

blanco para modular la inflamacion excesiva.

De acuerdo a Sahlmann y col. (2013) cuando se incluye SBM (20%) en la dieta de
Salmo salar debido a la inclusion de 20% de harina de soya en la dieta, se produce una
respuesta rapida de genes, que se manifiesta entre el tercer y quinto dia de
tratamiento, observandose cambios en la expresion de al menos 25 genes, de los
cuales unos 20 son inducidos. En su estudio, los genes con mayor cambio fueron
aquellos involucrados en el metabolismo de lipidos, y tambien fueron sobre expresados
genes relacionados con la respuesta inmune. Ademas informan que aumenta la
expresién de muchos transportadores que pueden tener un rol importante en la
absorcién de nutrientes. No obstante, estos autores describen efectos sobre genes
relacionados con respuesta inflamatoria, tales como el receptor de gquimioguina 1
(cmkir1). Esta evidencia coincide con lo reportado por Grammes y col., (2013), quienes
revelaron que la inclusion de soya en la dieta afecta a otros genes del sistema inmune,
como guimioguinas 20 y 28 (CCL20 y CCL28), las cuales son inducidas, mientras

peptidos antimicrobianos como intelectina-1a (ITLA1), lisozima G (LYG), entre otros,



32

son reprimidos. En este seminario de titulo, se realizé un seguimiento por un periodo
mas largo que los reportes citados, es asi como observamos que las sefales
inflamatorias IL-8 e IL-1, presentan una elevada expresion los dias 5 y 10 de
tratamiento con SBM. Es decir, también observamos la respuesta rapida a SBM
descrita en otros estudios. Ademas, resulta interesante que esta respuesta disminuye
(genes reprimidos) a los 20 dias de tratamiento, lo cual coincide con los ciclos descritos
para las sefales de inflamacion (Uran y col., 2009), dado que IL-8 actua como
mediador de una respuesta inflamatoria coordinada con TNFa e IL-1 y estan asociados
a sefiales tempranas de inflamacién. La respuesta a dieta FSBM presenté un
comportamiento similar a SBM, excepto por TNFa que se mantiene aumentado hasta
el dia 20 de tratamiento, lo que podria indicar una estimulacién del sistema inmune que
s6lo vuelve a niveles comparables con el control en la medicién del dia 50
posttratamiento. Estas observaciones en cuanto a la sefializacion, coinciden con lo
observado en estudios previos que reportan el efecto de dietas con SBM en
salménidos, y que incluyen un seguimiento por mas de 30 dias. Estos estudios indican
que las manifestaciones de inflamacion a nivel histolégico en el intestino, se ven
aumentadas hasta el dia 20 posttratamiento. Estas observaciones podrian indicar una
suerte de adaptacidn del pez a la dieta, tal como expone De Santis y col., (2015) que
describe, mediante expresion génica el status del intestino de salmones sometidos 90
dias a dieta con inclusién de soya, donde sefiales antiinflamatorias del tipo anexina 1y

un aumento de la sintesis de proteinas indican que hay reparacion de tejido dafiado.

Segun informan Opazo y col. (2012) la fermentacion de la soya usando bacterias
celuloliticas, trae como beneficios la disminucion de factores antinutricionales

causantes de la inflamacion intestinal. Por tanto, se esperaba que no se modificara la



expresién relativa, cuando hay inclusién de soya fermentada en la dieta en particular
en aquellos genes asociados a digestibilidad como mucina 2 (muc2), acuaporina 8ab
(agp8ab), antigeno nuclear de proliferacion celular (pcna) y proteina de unién a acido
grasos 2a1l (fabp2a1), Aun asi, en esta investigacion, es posible detectar que a los 20
dias del experimento disminuye significativamente la expresion relativa tanto de
fabp2a1 como de agp8ab, por lo que se ven afectados tanto los procesos relacionados
a la absorcion de lipidos, como el transporte de agua a través de las acuaporinas, lo
gue promueve heces con mayor contenido de agua en el salmon. Ahora bien, luego de
50 dias de la inclusion de harina de soya, provoca una regulaciéon negativa de la
expresién de fabp2a1 pudiendo interferir en la nutriciéon de los individuos. Por otro lado,
en el mismo periodo, la dieta FSBM frae como beneficios el aumento en la expresion
de agp8ab pudiendo permitir un equilibrio hidrico en el intestino y, muc2 que participa
en la integridad de la mucosa, aportando con propiedades viscoelasticas y retencion de

moléculas nho mucinas en el medio extracelular (Thornton y col., 2008).

Se ha visto que la saponina de soya tiene propiedades tensoactivas, lo que provoca
una meodificacion en la permeabilidad de las membranas biolbégicas, generando
inflamacion particularmente en las células del intestino (Knudsen y col., 2008).
Consecuentemente, en una investigacién realizada en Salmo salar, donde se evalla la
inclusion de saponina de soya en la dieta (Krogdahl y col., 2015), se reporta que esta
inclusion genera enteritis. Ellos reportan que la expresibn de muc2 no fue
significativamente dosis dependiente, del mismo modo que pcna no varia su expresion
relativa cuando se aumenta la dosis de saponina de soya en la dieta. Por el contrario,
fabp2a1 y apg8ab son fuertemente dosis dependiente disminuyendo su expresion a

medida que aumenta la inclusién de saponina de soya en la dieta de salmén. Del



mismo modo, Venold y col., (2013) reportan gue la proteina de unién a acidos grasos
(fabp2a1), disminuye su expresion cuando se incluye soya en la dieta de salmon del
Atlantico, en un experimento de 21 dias de duracién. También se ha estudiado la
respuesta temprana de la expresion génica cuando se desarrolla la enteritis inducida
por la inclusién de harina de soya en la dieta (Sahlmann y col., 2013). La duracion del
experimento en este caso fue 7 dias, ellos observaron que la expresion del precursor

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

En resumen, a través de esta investigacion fue posible identificar beneficios que
tendria la dieta con inclusién de harina de soya fermentada por sobre la dieta con
inclusion de harina de soya. En el contenido intestinal de peces alimentados con dieta
FSBM, aumenta la carga de bacterias acido lacticas que benefician la salud intestinal
del hospedador. Y al evaluar sefiales de inflamacion y genes asociados a la nutricion e
integridad de la mucosa, es posible notar que en tejido intestinal de peces alimentados
con dieta FSBM la salud del intestino del salmén 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 ofros estudios y estd constituida en general por bacterias de los géneros

Shewanella, Acinetobacter, Pseudomonas y Clostridium.

2. La inclusion dietaria de soya fermentada tiene un efecto sobre la composicion de la
microbiota, promoviendo la aparicion de bacterias del phylum Firmicutes, en particular,
con aparicibn de Pediococcus y aumento en géneros como Lactococcus vy

Lactobacillus, respecto a dieta control con harina de pescado.

3. La inclusién dietaria de soya fermentada es menos perjudicial para la salud intestinal
del salmon, aun asi, se generan cambios a nivel de expresiéon de genes asociados a
inflamacion del tejido intestinal, en particular de las citoquinas proinflamatorias.
Adicionalmente, la soya fermentada tuvo un efecto positivo sobre la expresion de
genes relacionados con la absorcidén de nutrientes e integridad de la mucosa intestinal,

en comparacion con la soya no fermentada.
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