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Resumen

El objetivo de este proyecto fue evaluar la expresion de genes de estrés oxidativo:
Catalasa (CAT), glutation peroxidasas (GPX) y superoxido dismutasa (SOD) y de
respuesta inmune: Interleucina (IL), proteina de choque térmico (HSP) y factor de
necrosis tumoral (TNF), en el pez Carassius auratus cultivado en biofloc. Se
obtuvieron 90 peces C. auratus que fueron distribuidos en nueve tinas de cultivo
considerando tres tratamientos: Control (CTR), Biofloc con mezquite (MEZ) y Biofloc
con avena (AVE) por triplicado. Los peces fueron alimentados con una dieta
comercial para la especie, a razon del 7% de su biomasa durante un periodo de 30
dias. Cada 15 dias de obtuvieron los datos biométricos para evaluar la
sobrevivencia y crecimiento, los parametros fisicoquimicos del agua y los niveles de
nitritos nitratos y amonio de las tinas de cultivo. Concluido el periodo experimental
se obtuvieron muestras de higado e intestino de donde fue extraido el ARN total
utilizando el PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, USA), posteriormente se llevé a
cabo la transcripcion inversa de ADNc y la cuantificacion relativa de los genes
(qPCR) se calculdé mediante el método AACT.

Los resultados obtenidos en higado mostraron diferencias significativas en la
expresion de genes de respuesta inmune en los tratamientos, aunque la mayor
expresion de IL y HSP se obtuvieron en mezquite, mientras que en el control se dio
la mayor expresion de TNF. En intestino la mayor expresion de IL, TNF y HSP, se
observd en avena. En el caso estrés oxidativo en higado, también se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, la mayor expresion
para SOD y GPX se presenté en mezquite y en el control fue para CAT. Con relacién
al intestino la mayor expresién de GPX se observé en avena y para mezquite SOD
y CAT.
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1. Introduccién

Actualmente en México, la produccién acuicola ornamental se practica en 23
estados, donde los principales representantes son Nayarit, Jalisco, Veracruz,
Yucatédn y Morelos, siendo este ultimo el estado con mayor produccién de peces,
en donde el 70% de la produccion es exportada (SADER, 2022). No obstante, el
sector acuicola del pais aun enfrenta obstaculos en su desarrollo, donde se incluye
el costo de insumos, bajas tasas de crecimiento, alta mortalidad, contaminacion de
los mares, rios y esteros donde se desarrolla el cultivo a causa de la descarga de
aguas derivado de los recambios y el hacinamiento de los peces que compromete
su sistema inmune (CMDRS, 2019). Por lo que es necesario el desarrollo de
sistemas eficientes, sostenibles y de menor impacto ambiental (Hernandez-
Mancipe, et al., 2019).

En los dltimos afios, la tecnologia de biofloculos (BFT, por sus siglas en inglés) se
ha utilizado como una alternativa sostenible en el cultivo de peces, ya que se trata
de un sistema de cultivo de bajo costo, que no requiere recambios de agua y
contribuye a la inmunidad de los organismos acuéticos (Ochoa-Hernandez, et al.,
2023). En la implementacion del sistema, se ha comprobado que adicionar fuentes
de carbono mejora la eliminacion del amoniaco, al promover el crecimiento de
bacterias heterétrofas que se encargan de transformar dicho elemento, a formas
menos téxicas sin la necesidad de recambios de agua. Al respecto, diversas
investigaciones han utilizado melaza, azucares, fuentes de fibra, cereales y glicerol
para elevar la relacion carbono nitrdgeno necesaria para la funcionalidad de estos
sistemas (Hargreaves, 2006).

De acuerdo con (Mugwanya, et al., 2021)la BFT es un sistema inmunoestimulante
debido a que las bacterias presentes en el sistema promueven la activacién del
sistema inmune con un incremento de macrofagos, neutréfilos y eosindfilo que
proveen proteccion contra microorganismos patégenos. La bioseguridad que ofrece
el sistema también se debe al minimo recambio de agua que limita el ingreso de
virus, bacterias y hongos al sistema (Ahmad, et al., 2017).

Por otro lado, es importante considerar que los peces cultivados se encuentran en

estrés contante por las variaciones ambientales y el manejo continuo, lo que puede
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afectar su estado de bienestar. En el caso especifico del estrés oxidativo, se trata
de un desequilibrio entre la formacion de radicales libres que afectan las membranas
celulares e incrementa la superoxidacion lipidica y la capacidad antioxidante del
organismo (Cordova, et al., 2018).

Si bien en los ultimos afios se ha documentado de manera significativa sobre los
beneficios de uso de la BFT en el cultivo de los peces, donde se ha determinado
una mejora en el crecimiento, la supervivencia y el control de enfermedades, existen
pocos estudios que comprueben estos beneficios, a través de la expresion de genes
de respuesta inmune y estrés oxidativo, lo que permitiria tener un panorama mas
amplio de los procesos fisioldgicos que los peces estan llevando a cabo. Por lo que
el objetivo de este estudio es determinar la expresion de genes de estrés oxidativo
a partir de la expresion de las enzimas catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX)
y superoxido dismutasa (SOD) (Garcia-Triana, et al., 1995) y la expresion de genes
de respuesta inmune mediante la interleucina (IL), factor de necrosis tumoral (TNF)
y proteinas de choque térmico (HSP) que pueden servir como indicadores para
comparar el bienestar de los organismos cultivados en un sistema convencional y

en un sistema biofloc.

2. Ubicacion geografica

Las actividades del servicio social se realizaron en el laboratorio de Analisis Quimico
de Alimento Vivo, que se encuentra ubicado en el edificio W perteneciente a la
Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Xochimilco, localizada en Calzada del
Hueso 1100, Coapa, Col. Villa Quietud, Delegaciéon Coyoacéan, C.P. 04960, México,
CDMX (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco

3. Marco institucional

La Licenciatura en Biologia de la UAM-Xochimilco se disefié en 1974 por un grupo
de profesores del Departamento El Hombre y su Ambiente, con un interesante y
novedoso enfoque que respondia a la practica emergente de la profesion: El manejo
de los recursos naturales renovables. Las mdultiples generaciones de biélogos
egresados de este programa han demostrado el impacto social de este perfil
profesional. El Plan de Estudios fue aprobado por el Colegio Académico en su
sesion del 28 de julio de 1978, y actualizado en la sesion 217 del 19 de junio del
2000.

El objetivo general del Plan es “Formar profesionales creativos y criticos capaces
de realizar actividades cientificas para desarrollar y evaluar, con una perspectiva
multidisciplinaria, estrategias de manejo de los recursos naturales biéticos con base

en metodologias propias de las ciencias biologicas”.



4. Objetivo de las actividades realizadas

Evaluar la expresion de genes de respuesta inmune y estrés oxidativo en Carassius

auratus cultivado en biofloc utilizando mezquite y avena como fuente de carbono.

5. Descripcion especifica de las actividades realizadas.

. e 5.1 Instalacion de las tinas de cultivo

Se instalaron 9 tinas con 80 L de capacidad, con
aireacion constante, calentadores y una tapa para

cubrirlas durante las noches (Figura 2).

e 5.2 Obtencién y cultivo de Carassius auratus
Se compraron 90 ejemplares de peces de la especie

Carassius auratus en el mercado de Morelos, que

Figura 2. Instalacion de tinas ~ fueron trasladados al Laboratorio de Analisis
Quimico de Alimento Vivo (DEHA) en la UAM Xochimilco donde se aclimataron a
una temperatura de 22°C por siete dias. Posteriormente se distribuyeron de manera
aleatoria 10 peces en cada una de las tinas previamente preparadas, considerando
tres tratamientos por triplicado: Control (CTR), Biofloc con mezquite (MEZ) y biofloc
con avena (AVE). Los peces fueron alimentados durante 30 dias con alimento
comercial para la especie a una proporcion del 7% de su biomasa, dividida en dos

raciones.

e 5.3 Mantenimiento de la BFT

El proceso de maduracién del biofloc se llevé a cabo con una relacién C:N (20:1)
donde se adicionaron las harinas de avena y mezquite respectivamente dos veces
al dia. La cantidad de harina fue calculada a partir de la formula recomendada por
Emerenciano, et al. (2012), ajustando cada 15 dias conforme el crecimiento de los

organismos.



e 5.4 Obtencion de muestras

Para la toma de muestras de higado e intestino se sacrificaron tres peces al azar
por cada unidad experimental. La eutanasia de los organismos se realizé tomando
en cuenta el manual para eutanasia en animales de AVMA (2020). Cabe especificar
que para el intestino se tomd la parte proximal mas cercana al poro anal. Las
muestras fueron preservadas en ARNLater en tubos eppendorf para los analisis

moleculares, por lo cual se realizé un pull de los tejidos correspondientes (Figura 3).

Figura 3. Toma de muestras de intestino e higado.

e 5.5 Expresion

El ARN total se extrajo de cada tejido utilizando el PureLink™ RNA Mini Kit
(Invitrogen, USA) de acuerdo con el manual del fabricante. La cantidad y calidad del
ARN se midi6 mediante electroforesis en gel, asi como espectrofotometria
(Eppendorf BioPhotometer, Alemania).

Posteriormente 500 ng de ARN, se transcribieron inversamente en una reaccion de
20 pL utilizando el kit de transcripcién inversa de ADNc de alta capacidad (Applied
Biosystems; USA) en un termociclador MyCycler™ (Bio-Rad, USA). El programa de
transcripcion inversa consistié en 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C, 5mina 85 °CYy,

finalmente, se mantuvo a 4 °C. Las reacciones de gPCR se realizaron con un ng de



ADNCc, cebadores en sentido y antisentido (200 nM cada uno y SYBR® Select
Master Mix (Applied Biosystems, USA).

La cuantificacién relativa de los genes (QPCR) se calculé mediante el método AACT
(Livak y Schmittgen, 2001), utilizando un umbral automatizado y una linea de base
movil para determinar los valores de CT. Las condiciones de la PCR fueron: un paso
inicial de desnaturalizacion y activacion de la polimerasa durante 10 min a 95 °C; 40
ciclos de desnaturalizacion durante 15 s a 95 °C, y extension durante 45 s a 60 °C;
finalmente, una curva de fusion de 60 °C a 95 °C durante 20 min para comprobar si
existen artefactos de dimeros en los cebadores (Rotor-Gene 6000, USA). Las
condiciones de optimizacién de gPCR se realizaron en funcién de la temperatura de
recorrido del cebador (60 °C), la concentracion del cebador (200 nM) y la
concentracion del molde (cinco series de dilucién 1:10 por triplicado de 10 ng a 1 pg

de ARN). Se utilizé B-actina (actb) como gen de referencia interno.

e 5.7 Andlisis estadistico

Con el fin de identificar las posibles diferencias significativas entre los tratamientos,
se realiz0 estadistica descriptiva, en el caso de cumplir con las premisas de
Normalidad, se realizaron pruebas de ANOVA. En caso de encontrarse diferencias
significativas (P<0.05), se realiz6 una prueba de Tukey, con ayuda del programa

STATISTICA y se graficaron los resultados en el programa SigmaPlot.

e 5.8 Resultados de las actividades desarrolladas durante el servicio social.

En el higado se observaron diferencias significativas en las enzimas superoxido
dismutasa (SOD) con una p= 0.32, glutation peroxidasa (GPX) con una p= 0.009
para el tratamiento con mezquite, mientras que en el control fue para catalasa (CAT)
con una p= 0.004. En el caso de las proteinas interleucina y de choque térmico se
observaron diferencias significativas con un valor de p= 0.001 y p=0.0003

respectivamente para el tratamiento con mezquite. Por ultimo, para el factor de



necrosis tumoral (TNF) no se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos

con una p=0.239 (Figura 4).
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Figura 4: Resultados de los andlisis moleculares para las muestras de higado

En el caso de los resultados para intestino, CAT fue el Unico que no presento

diferencias significativas con una p de 0.116, el resto presentaron diferencias
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significativas, SOD p=0.003, GPX p=0.004, IL p=0.0004, HSP con una p de 0.002 y

por ultimo TNF que resulté en una p de 0.02 (Figura 5)
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6. Descripcion del vinculo de las actividades con los objetivos de

formacion del plan de estudios

Las actividades realizadas sobre la expresion de genes de respuesta inmune y
estrés oxidativo me permitieron poner en practica los conocimientos del médulo de
procesos celulares fundamentales donde se evalla la importancia de la respuesta
inmunitaria en la preservacion de la salud de los individuos, ademas, puse en

practica los conocimientos del médulo de produccién secundaria, al cultivar a

Carassius auratus.
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