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Abstract

This study evaluated the effect of diets
supplemented with Cystobasidium benthicum yeast
(Cb) and Cyrtocarpa edulis plum (Ce) on the
expression of carbohydrate recognition genes cd209
and marco in Nile tilapia. After 14 days, the fish on
the Cb diet showed increased cd209 expression,
probably due to recognition of B-glucan in its cell
wall, but this expression decreased at 28 days. On the
other hand, marco gene expression increased in fish
on the Ce diet at 28 days, associated with
carbohydrates from the pulp. These results indicate
that both ingredients activate the immune system by
inducing the expression of immune-stimulatory
carbohydrate recognition genes, though at different
time points.

Keywords: probiotic, medicinal plants, immune
system, aquaculture.

Resumen

Este estudio evalu6 el efecto de dietas
suplementadas con levadura  Cystobasidium

benthicum (Cb) y ciruela del Mogote Cyrtocarpa
edulis (Ce) en la expresion de los genes de
reconocimiento de carbohidratos cd209 y marco en
tilapia del Nilo. A los 14 dias, en los peces
alimentados con dieta Cb, la expresion de cd209
aumento, probablemente por el reconocimiento del
B-glucano de su pared celular de la levadura, pero su
expresion disminuyd a los 28 dias. Por otro lado, la
expresion del gen marco aumentd en los peces con la
dieta Ce a los 28 dias, lo cual se asocié a los
carbohidratos de la pulpa de la ciruela. Estos
resultados indican que ambos suplementos activan el
sistema inmune al inducir de la expresion de genes
que reconocen carbohidratos inmunoestimulantes,
aunque en diferentes tiempos.

Palabras clave: probidtico, plantas medicinales,
sistema inmune, acuacultura.

Problematica

La resistencia de patdgenos a los antimicrobianos y el
uso innecesario de antibidticos para prevenir,
controlar y tratar enfermedades infecciosas de la
tilapia de cultivo.

Usuarios

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER), Secretarias de Desarrollo Estatal y
Municipal; productores acuicolas; y la sociedad civil.

Introduccién

industria en constante
crecimiento, que enfrenta retos mayores y amenazas
por las enfermedades. Entre las alternativas, el
fortalecer el sistema de defensa de los peces,
mediante el uso de inmunoestimulantes de fuentes
naturales, es una estrategia eficaz, econémica y
sostenible. La levadura C. benthicum y la pulpa de
ciruela C. edulis en la dieta de los peces mejoran la
salud porque activan mecanismos de defensa a nivel
celular y molecular (Reyes-Becerril et al.,, 2021;

La acuicultura es una
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Figura 1. Genes cd209 y marco de la tilapia del Nilo. a) cd209: dominio
transmembrana (azul), dominio de lectina de tipo C (rosa) y motivos
conservados de unién QPN (negro; Q: glutamina, P: prolina, N: asparagina) y
WND (gris; W: triptfano, N: asparagina, D: acido aspartico). b) marco: dominio
transmembrana (azul), dominio de coldgeno (negro), receptor Scavenger
(verde) y motivo conservado de unién GRVEV (negro; G: glicina, R: arginina, V:
valina, E: &cido glutdmico, V: valina).

Machuca et al., 2024). Estas fuentes naturales son
ricas en carbohidratos, algunos con propiedades
inmunoestimulantes, los podrian  ser
reconocidos por receptores del sistema inmune de
peces (Reyes-Becerril et al., 2021; 2024). Su uso en
la acuicultura podria contribuir al desarrollo de
practicas mas sostenibles y saludables, reduciendo la
dependencia de tratamientos quimicos vy
antibidticos, y promoviendo un enfoque ecoldgico y
econdmico.

cuales

Objetivos

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
suplementacién dietaria con C. benthicum y C. edulis
en la tilapia del Nilo sobre la expresidn de genes de
receptores de reconocimiento de carbohidratos.

Materiales y Métodos

Genes y oligonucleétidos: Las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos correspondientes a los
receptores cluster de diferenciacion 209 (Cd209) y
receptor de macréfagos con estructura colagena
(Marco) se obtuvieron de la base de datos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las
regiones de las proteinas codificadas por Cd209 y
Marco, que reconocen carbohidratos, se localizaron
utilizando las herramientas SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/) y Prosite
(https://prosite.expasy.org/). Finalmente, los pares
de oligonucledtidos (primers) se disefiaron para los
andlisis de expresion de los genes en la tilapia
empleando el servidor web Prime3
(https://primer3.ut.ee/).

Dietas: La cepa LR192 de C. benthicum (Coleccién del
CIBNOR) se cultivé en medio nutritivo YPD (28 °C, 120
rpm, 48 h) y la biomasa se separé por centrifugacion
(4 °C, 4000 x g por 10 min). La pulpa de ciruela se
obtuvo separando las cascaras y semillas. Ambos se
deshidrataron por liofilizacion (FreeZone 18,
LABCONCO, Kansas City, MO, EE. UU.). Se formularon
cuatro dietas suplementadas: Cb (0.5 %), Ce (0.5 %),
una combinacién (Cb 0.25 % + Ce 0.25 %), y una dieta
control (0 %). Como base se utilizé un alimento
comercial con 32 % de proteina (Nutripec Purina®,
México), al que se afiadieron los suplementos, mds
1.5 % de aglutinante sal sddica de 4cido alginico (Cat.
180947, Sigma, USA) y agua purificada. Finalmente,
los pellets se elaboraron en un procesador de
alimentos (Oster® Regency, USA) y se secaron a 50 °C
(24 h).

Peces: Se utilizaron tilapias del Nilo (peso promedio:
246 + 44 g) en 12 tanques circulares (1000 L) con seis
peces por tanque. Se establecieron cuatro grupos
segun las dietas: control, Cb, Ce y Cb:Ce, con tres
tanques por cada grupo. Los peces se alimentaron
dos veces al dia en base al 2 % de su peso corporal
durante 28 dias.

Muestreos: En los 14 y 28 dias, las tilapias fueron
anestesiadas con aceite de clavo (0.5 ml/L) y se
eutanasiaron para recolectar muestras de 1 cm de
intestino anterior que se colocaron en solucién TRIzol
(Invitrogen) para su preservacion hasta su andlisis.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc: El ARN se
extrajo triturando las muestras de intestino en la

solucién TRIzol, afiadiendo cloroformo para
separar las fases y luego precipitando el ARN con
isopropanol. Para sintetizar ADNc a partir del ARN, se
utilizd el proceso de transcripcion reversa que
sintetiza ADN complementario (ADNc) a partir de
ARN con la ayuda de un oligonucleétido llamado
oligodT18.

Andlisis de la expresion de genes: Los andlisis de
expresion génica se realizaron mediante gPCR,
técnica que mide la cantidad de ADNc amplificado
(multiplicado). Los resultados se expresaron como un
cambio en la cantidad de ADNc, ajustando cada
muestra con respecto un gen control de expresion
relativamente estable, en este caso, el gen del factor
de elongacion 1 alfa. De esta manera, el aumento o
la disminucién en la expresion de los genes cd209 y
marco se evalud en funcién del efecto de la dieta
suplementada.

Resultados y Discusion

El gen cd209 pertenece a la familia de receptores tipo
lectina y presenté un dominio especializado en el
reconocimiento de carbohidratos (CRD), que incluye
los segmentos (motivos) QPN y WND, responsables
especificos de la unién con calcio/carbohidratos, los
cuales son conservados entre varias especies de
peces (Fig. 1a), y muestran alta afinidad por
carbohidratos compuestos por glucosa (Wang et al.,
2020). Después de 14 dias, los peces alimentados con
dietas suplementadas no mostraron diferencias en la
expresion del gen cd209 en comparacién con los de
la dieta control, aunque si se observé una tendencia
de aumento en los peces alimentados con Cb y Cb:Ce
(Fig. 2a). Esto podria estar relacionado al
reconocimiento  del  B-glucano, carbohidrato
presente en la levadura, conocido por activar el
sistema inmune rdpidamente a través de estos
receptores y que, en el transcurso del tiempo la
expresion  disminuye por la activacion de
mecanismos regulatorios (Petit et al., 2019; Machuca
et al., 2022) que probablemente redujeron la
expresion del gen al dia 28 (Fig. 2b).
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El gen marco pertenece a la familia de receptores
Scavenger o depuradores y se identificé un motivo
GRVEV (Fig. 1b), especializado en
moléculas asociadas a patégenos que juega un papel
crucial en la activacion de células (macréfagos)
responsables de la destruccién de patdgenos.
Después de 14 dias, los peces alimentados con las
dietas no aumentaron la expresion el gen marco (Fig.
3a), pero a los 28 dias los peces suplementados con
la dieta Ce aumentaron la expresion de este gen en
comparacion con el grupo control (Fig. 3b). Un efecto
similar se observo en el pez jurel (Seriola rivoliana)
cuando se le suplementd una dieta con la pulpa de la
ciruela del Mogote o cimarrén, sugiriendo que
existen carbohidratos inmunoestimulantes que
inducen la expresion del gen marco (Reyes-Becerril et
al., 2024).

la unién a

Conclusiones

Los resultados indican que la inclusién de la levadura
C. benthicum y la pulpa de la ciruela del Mogote (C.
edulis) en la dieta para tilapia del Nilo, activan la
expresion de receptores de carbohidratos del
sistema inmune.

Impacto Socioeconémico

El uso de nuevos suplementos alimenticios naturales
que generan cambios en la expresién de genes
relacionados con el sistema inmune podria modular
respuestas de defensa contra patégenos y contribuir
con la sostenibilidad de produccion acuicola.
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Figura 2. Expresion del gen cluster de diferenciacion 209 (cd209) en tilapia del Nilo a 14 (a) y 28 dias (b) de alimentacion con dietas control y dietas
suplementadas con Cystobasidium benthicum (Cb), Cyrtocarpa edulis (Ce) y su combinacién 1:1 (Cb:Ce) al 0.5 %. Media * error estandar, p < 0.05).
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Figura 3. Expresion del gen receptor de macrdfagos con estructura colagena (marco) en tilapia del Nilo a 14 dias (a) y 28 dias (b) de alimentacién
con dietas control y dietas suplementadas con Cystobasidium benthicum (Cb), Cyrtocarpa edulis (Ce) y su combinacién 1:1 (Cb:Ce) al 0.5 %. Media
+ error estandar, p <0.05.
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