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RESUMEN. Los prebi6ticos tienen el potencial de incrementar la eficiencia y sostenibilidad de la produccion
acuicola. Uno de los prebidticos mas promisorios en acuicultura son los Manano oligosacaridos (MOS). Estos
MOS son moléculas de carbohidratos complejos derivados de la pared de la célula de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, que impiden la adhesion de patégenos bacterianos porque actian bloqueando la adherencia de las
lectinas microbianas con los carbohidratos presentes en la superficie de las células intestinales. Esta prevencion
de la adhesion impide la colonizacion y proceso infectivo de los patdgenos. La ventaja del uso de MOS es que
puede prevenir infecciones a través de mecanismos diferentes a los utilizados por los antibidticos. Este articulo
muestra los avances obtenidos en uso de MOS como prebi6ticos en la acuicultura, en particular en el cultivo de
crustaceos, donde han generado respuestas positivas en todas las experiencias actuando sobre el incremento del
crecimiento, la supervivencia, modulando la respuesta inmune y modificando la morfologia del tracto digestivo.
La identificacion de las cepas que son promovidas o excluidas y la caracterizacion de la accion moduladora en
la microbiota resultante quedan abiertas como uno de los campos a desarrollar en conjunto con la extension de
estos resultados a la practica productiva.
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Mannan oligosaccharides as prebiotics in crustacean aquaculture

ABSTRACT. Probiotics have the potential to increase the efficiency and sustainability of aquaculture
production. The mannan-oligosaccharides (MOS) are complex carbohydrates derived from the cell wall of the
yeast Saccharomyces cerevisiae, which act by blocking adherence of bacterial lectins to carbohydrates on the
surface of intestinal cells; this action prevents colonization and infection processes carried out by bacterial
pathogens. In this work, we review the current evidence about the use of MOS as prebiotics in shellfish
aquaculture, enlightening the positive responses in most of the experiences, such as improvement in growth and
survival, modulating the immune response and modifying the morphology of the digestive tract. The
identification of strains that are promoted or excluded, and the characterization of the resulting modulating
action in gut’s microbiota, remains open as one of the fields to be developed in conjunction with the extension
of these results to the productive practice.
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INTRODUCCION

La produccién acuicola es vulnerable a los efectos
adversos de las enfermedades y las condiciones
ambientales, que pueden afectarla diferencialmente de
acuerdo a la zona geogréafica, sistemas de cultivo y
especies objetivo. En el caso de la acuicultura de
camarones peneidos, el desarrollo de nuevos sistemas
de cultivos orientados a la intensificacion de sistemas

Corresponding editor: Eduardo Ballester

de cultivo con cero recambio, en condiciones de
invernadero permite reducir el riesgo de ingreso y
diseminacion de patégenos al tiempo que proporciona
los beneficios nutricionales de la productividad natural
en estanques naturales (Burford et al., 2003;
Wasielesky et al., 2006; Ballester et al., 2010). El
control sobre las condiciones ambientales del cultivo
también ha permitido expandir el cultivo a Aareas
geograficas no tradicionales y cultivar durante todo el
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afio (Wasielesky et al., 2006). En los Gltimos afios el
salmon del atlantico chileno, las ostras y el cultivo de
camarones en varios paises de Asia, América del Sur y
Africa se han visto afectadas por brotes de
enfermedades que causaron pérdidas parciales y en
algunos casos mas dramaticos, la pérdida total de la
produccion (FAO, 2012). En estos casos las estrategias
tradicionales de control como el uso de antibidticos se
han visto sobrepasadas. Este contexto ha motivado el
interés por el desarrollo de productos alternativos que
se pueden utilizar para la gestién de la salud y control
de enfermedades, ajustandose al desarrollo de las
regulaciones medioambientales y a las restricciones de
los mercados objetivos (Reverter et al., 2014).

La produccion global de crustaceos acuicolas
consiste principalmente en crustdceos decapodos,
incluyendo camarones, cangrejos Yy langostas ha
crecido a un promedio de 16% anual desde 1950, hasta
6.915.072 ton el 2014 de las cuales el 53% corresponde
al cultivo del camarén blanco Penaeus vannamei
(FAO, 2016). La industria de este camarén es
importante en regiones como el sur y sudeste de Asia,
convirtiéndose en uno de los mas importantes rubros
econdmicos de la acuicultura a nivel mundial. En
América Latina existe una importante industria
acuicola de P. vannamei donde destacan las
producciones de Ecuador, México, Honduras y Brasil
(Bondad-Reantaso et al., 2012).

El éxito de los cultivos acuicolas est4 fuertemente
condicionado por el estado de salud de las especies
acuaticas cultivadas, que estd influenciado por las
interacciones entre medio ambiente, patégenos vy
hospedador. En los sistemas de produccion de
crustaceos, muchos patdgenos potenciales, como
bacterias, hongos y virus coexisten, sin causar un
impacto negativo en la produccién, debido al equilibrio
en los factores de la Triada epidemioldgica (Martin et
al., 1987). Sin embargo, cualquier alteracién de estos
factores puede desencadenar enfermedades agudas que
provocan pérdidas significativas para la industria
(Flegel & Pasharawipas, 1998; Moriarty, 1999; Capy et
al., 2000; Spann et al., 2000; Luna et al., 2013).

El empleo masivo de antibidticos para controlar los
brotes de enfermedades bacterianas en los cultivos
acuicolas ha suscitado la preocupacion de los
consumidores por la aparicién potencial de bacterias
resistentes a los antibidticos. Este fendémeno subyace en
la presion selectiva ejercida por la presencia de residuos
de antibidticos en fondos, sedimentos, especies de
cultivo y silvestres expuestas involuntariamente
(Miranda & Zemelman, 2002; Holmstromn et al., 2003;
Miranda & Rojas, 2007; Gainza, 2009; Fernandez-
Alarcén et al., 2010; Hoa et al., 2011; Ringg et al.,
2014; Cabello et al., 2016). Esta situacion ha limitado

la eficiencia de los antibi6ticos como herramienta en el
manejo de la salud de los cultivos (Moriarty, 1999;
Miranda & Rojas, 2007; Reverter et al., 2014; Cabello
etal., 2016), al tiempo que se han generado numerosas
iniciativas legales tanto en los paises productores como
en los principales mercados objetivo, para regular su
empleo, debido a las implicaciones ambientales y en la
salud humana que han generado su mal manejo
(Miranda & Zemelman, 2002; Romero et al., 2012;
Reverter et al., 2014).

Las superficies epiteliales de vertebrados e
invertebrados incluidos los crustaceos, son colonizadas
por un gran nimero de microorganismos al nacer, que
establecen relaciones de comensalismo con sus
hospederos; a este grupo de microorganismos se les
denomina microbiota 0 més recientemente microbioma
(Spor et al., 2011). La microbiota se ha definido como
la comunidad de microorganismos presentes en la
mayoria de los individuos de una poblacién o una
especie que, a pesar del contacto continuo con
diferentes tejidos, no causan dafio a su hospedero
(Berg, 1996). La mayoria de estos microorganismos
residen en el tracto digestivo, donde influyen en una
amplia gama de procesos biolégicos que generan
efectos benéficos al hospedero. Como por ejemplo, su
aporte en la nutricion complementando procesos de
digestion, contribuyendo con vitaminas, jugando un
papel protector al prevenir la colonizacion por
patdgenos, controlando su crecimiento, competicién
por nutrientes, competencia por exclusién, produccién
de sustancias antimicrobianas y modulacion el sistema
inmune del hospedero (Verschuere et al., 2000; Rawls
et al., 2004; Chabrillon et al., 2005; Ringg et al., 2006;
Hovda et al., 2007; Brestoff & Artis, 2013; Huang et
al., 2016; Romero et al., 2014; Rungrassamee et al.,
2014).

El rol esencial de la microbiota intestinal en la salud
del hospedero, ha generado un amplio interés en
modular su composicion y funcion metabdlica. Nume-
rosas estrategias, han sido desarrolladas para modificar
la microbiota intestinal, permitiendo la colonizacion de
bacterias benéficas e impidiendo la colonizacion de
bacterias patégenas mediante suplementos en el
alimento. Estos suplementos pueden ser i) probidticos;
definidos por Merrifield et al. (2010) como cualquier
célula microbiana suministrada a través de la dieta o el
agua de cultivo que beneficie al cultivo, al productor o
al consumidor y al menos, mejorando el equilibrio
microbiano del cultivo; ii) prebiéticos, definidos por
Bindels et al. (2015), como un compuesto no digerible
gue, a través de su metabolizacién por microor-
ganismos en el intestino, modula la composicién y/o
actividad de la microbiota intestinal, lo que confiere un
efecto beneficioso en el hospedero como mejora del
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crecimiento y eficiencia de la alimentacion (Ringg et
al., 2014); iii) simbioticos, los que de acuerdo a Gibson
& Roberfroid (1995), son suplementos nutricionales
gue contienen tanto un prebidtico como un probidtico
que trabajan juntos y afectan de manera beneficiosa al
huésped mejorando la supervivencia e implantacion de
suplementos dietéticos microbianos vivos en el tracto
gastrointestinal. Por lo tanto, los prebioticos se pre-
sentan como alternativas promisorias, ambientalmente
amigables, en la prevencion de enfermedades, especial-
mente en la acuicultura de crustaceos.

Prebioticos

Los prebidticos definidos como “un compuesto no
digerible que, a través de su metabolizacion por
microorganismos en el intestino, modula la compo-
sicion y/o actividad de la microbiota intestinal, lo que
confiere un efecto fisioldgico beneficioso en el
hospedero” (Bindels et al., 2015).

Dada la alta variacién de la estructura anatémica del
tracto gastrointestinal en animales acuaticos, Lauzon et
al. (2014) proponen que los prebi6ticos deben:

e no ser ni hidrolizados ni absorbidos en la parte
anterior del tracto gastrointestinal, e.g., Oligosa-
caridos No Digeribles (NDO) cuyos enlaces
glicosidicos son resistentes a las enzimas digestivas
del tracto intestinal (Gibson & Fuller, 2000).

o mejorar el balance de la microbiota intestinal a favor
de una composicion mas saludable que sin
prebidtico.

o Inducir efectos beneficiosos en el hospedero como
mejorar la digestibilidad de nutrientes, resistencia a
las enfermedades, la inmunidad no especifica, la
morfologia intestinal, supervivencia y crecimiento.

Los prebidticos ejercen su accion a través de la
modulacién de la composicion de la microbiota
intestinal. De esta forma, estimulan el crecimiento de
bacterias beneficiosas reportadas en peces, moluscos y
crustaceos, como Lactobacillus (Li et al., 2007;
Kongnum & Hongpattarakere, 2012), mientras que
limita la presencia de bacterias potencialmente
patégenas, como Vibrio, Aeromonas y Streptococcus
(Zhou et al., 2007; Silva et al., 2014). Otros efectos de
los prebidticos, como la modulacion del sistema
inmune, se pueden considerar indirectos porque son
mediados por los cambios promovidos en la
composicion y/o actividad de la microbiota intestinal
(De Vrese & Schrezenmeir, 2008; Bindels et al., 2015)

La disponibilidad de enfoques moleculares moder-
nos, han revelado que los prebidticos establecidos no
son tan especificos como se suponia anteriormente
(Bindels et al., 2015). Un mecanismo clave por el cual
se considera que los prebidticos ejercen beneficios para

la salud del hospedero, es la produccién de acidos
grasos de cadena corta (scFASs), por la microbiota.
Estos scFAs presentan actividad antimicrobiana,
reducen el pH intestinal y de esta forma excluyen
bacterias patégenas (Gibson & Roberfroid, 1995;
Bindels et al., 2013). Evidencia el enfoque inicial de
que los prebidticos promueven selectivamente cepas de
bifidobacterias y lactobacilos, y se debilita la base para
incluir en el concepto de prebidtico, el requisito de la
fermentacion por taxones selectivos. Esto en vista que
los carbohidratos y los prebi6ticos que son general-
mente fermentados confieren similares beneficios
fisiologicos al hospedero, probablemente inducidos a
través de mecanismos equivalentes (sintesis bacteriana
de scFAs) (Bindels et al., 2015). En el caso de los
crusticeos, se ha detectado la existencia de una carencia
en cuanto a la informacién sistematizada acerca de los
efectos sobre la relacion microbiota-hospedero,
incluyendo evidencia de las relaciones de causa-efecto
entre la composicion de la microbiota, fisiologia del
hospedero y efecto de los prebidticos promoviendo o
regulando la microbiota.

Los prebidticos que han sido objeto de investigacion
experimental en acuicultura de crustaceos son los
manano oligosacaridos (MQOS), la inulina (INL), fructo-
oligosacaridos (FOS), fructo-oligosacéridos de cadena
corta (scFOS), xylo-oligosacaridos (XOS), isomalto-
oligosacaridos (IMO), GroBiotic (Daniels & Hoseinifar,
2014; Lauzon et al., 2014). Por ejemplo, Hoseinifar et
al. (2015) en postlarvas del camarén Fenneropenaeus
indicus determind que la via mas adecuada de
suministrar la INL era a través del enriquecimiento de
nauplios de Artemia, pues de acuerdo a su analisis de
cambios en la microbiota cultivable, esta inclusion
gener6 un incremento significativo de los niveles de
bacterias acidolacticas y de la supervivencia de
postlarvas. Dong & Wang (2013) plantean que la
inclusion de FOS en la dieta del cangrejo de rio
Procambarus clarkii, increment6 significativamente la
actividad de la polifenol oxidasa y de superéxido
dismutasa, aumentando la supervivencia frente a un
desafio por Aeromonas hydrophila. Zhou et al. (2007)
en juveniles de Penaeus vannamei reportd que la
inclusién de scFOS en la dieta provocd una reduccion
de los conteos de Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas
hydrophila, Lactobacillus sp. y Streptococcus faecalis,
mejorado los indices de crecimiento y reduciendo la
conversion. Wang et al. (2010) suplementando XOS a
P. vannamei a través de la dieta, reportaron incre-
mentos significativos en la actividad de la polifenol
oxidasa, superéxido dismutasa, peroxidasa y lisozima.
Recientemente Sui et al. (2015) con el Prebi6tico Poli-
B-Hidroxibutirato (PBH), Febrianti & Yuhana (2016)
con MOS y Mohan et al. (2016) con polisacaridos de
Ganoderma lucidum en Erichoeir sinensis, Penaeus
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vannamei y Macrobrachium rosenbergii respectiva-
mente, reportaron significativas mejoras en el creci-
miento, la respuesta inmune, la actividad enzimética
digestiva, la composicion y perfil de aminoacidos
musculares. Estos resultados refuerzan la inferencia
que los prebidticos se presentan como alternativas
promisorias, ambientalmente amigables, en la prevencion
de enfermedades, especialmente en la acuicultura de
crustaceos.

Manano oligosacaridos (MOS)

En comparacion con el amplio rango de prebioticos
cuyo empleo experimental ha sido documentado en
acuicultura, existen relativamente pocos cuyo empleo
haya sido documentado en acuicultura de crustaceos
(Daniels & Hoseinifar, 2014). Dentro de los prebidticos
méas empleados se seleccionaron los MOS, dado que
han sido ampliamente estudiados en especies de
crustaceos cultivados, abordando su efecto sobre la
fisiologia, respuesta inmune, crecimiento y cambios en
la morfologia intestinal (Genc et al., 2007; Sang et al.,
2009; Daniels et al., 2010; Sang & Fotedar, 2010;
Mazlum et al., 2011; Sang et al., 2011, 2014; Genc &
Ebeoglu, 2013; Hoang & Jones, 2014). Otra
consideracién es su amplia disponibilidad comercial
(AGRIMOS, Lallemand Animal Nutrition, Blagnac,
France; MOS Fubon, Angel Yeast Angel Yeast Co.,
Ltd, Hubei, China continental; MOS, Hangzhou Gosun
Biotech Co., Ltd, Zhejiang, China continental; Manano
Oligosacaridos de Alta Calidad, Xian Shunyi Bio-
Chemical Technology Co., Ltd. Shaanxi, Xi‘an, China
continental; Bio-Mos, Alltech Inc, Nicholasville, KY,
USA; YCW MOS, Tangshan Top Bio-Technology Co.,
Ltd, Hebei, China continental). En el mismo sentido, la
revision de la literatura mostrd la existencia de
informacion disponible pero no sistematizada, que al
organizarse en esta revision se logra una sintesis del
estado del arte de MOS como prebidtico en los cultivos
comerciales de crustaceos. Esto ayuda a definir las
areas de carencias de sustento cientifico como nuevos
campos de investigacion.

Los manano oligosacaridos (MOS) son carbohi-
dratos complejos (Fig. 1), derivados de la pared celular
de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Dildey et al.,
1997; Ringo et al., 2010). Estos oligosacaridos
contienen manano (Fig. 1), un azUcar reconocido por
ciertas bacterias durante los procesos de adhesion. Este
mecanismo de reconocimiento esta presente en muchas
cepas de caracter patdgeno general, como E. coli,
Salmonella sp. y cepas patdgenas con importante
influencia en la acuicultura como Vibrios sp. vy
Pseudomonas aeruginosa (Dildey et al., 1997; Ofek et
al., 2003; Franklin et al., 2005).

La adhesién y colonizacién son requisitos previos
para el establecimiento de la patogénesis bacteriana,
condicionando la activacion de diversos procesos,
como la formacion de biopeliculas o translocacion de
proteinas que puede ser seguido por la entrada en la
célula del hospedador y la difusidn sistémica posterior
(Sharon & Ofek, 2002; Bavington & Page, 2005;
Wagner & Hensel, 2011; Torrecillas et al., 2014). Esto
sustenta a la prevencion de la adhesion como objetivo
para el desarrollo de nuevas estrategias, preventivas de
la infeccion bacteriana (Bavington & Page, 2005). El
empleo de MOS como un bloqueador de la coloni-
zacion de patégenos evoluciona desde el concepto de
que ciertos azlcares, como la manosa, podrian ser
utilizados como inhibidores de la adhesion de
patdgenos mediada por lectinas presentes en las
fimbrias. Estas lectinas bacterianas se unen a los
carbohidratos  constituyentes complementarios de
glicoproteinas o glicolipidos en la superficie de los
tejidos del hospedador (Fig. 2). Se sugiere que la
consecuencia de esta adhesion impedida, resulta en una
reduccion de la colonizacion del tracto digestivo con
patdgenos, que son excretados en las heces, lo cual
mejora la integridad y funcionalidad de la barrera
epitelial intestinal (Torrecillas et al., 2014). De esta
forma, los MOS previenen infecciones bacterianas
mediante mecanismos diferentes a los utilizados por los
antibidticos, soslayando la habilidad de desarrollar
resistencia por parte de los patégenos (Newman et al.,
1993; Dildey et al., 1997; Finucane et al., 1999;
Torrecillas et al., 2014).

MOS en acuicultura de crustaceos

El potencial de manano oligosacaridos (MOS) como
prebidticos en acuicultura de crustdceos ha sido
estudiado por investigadores de varios paises (Tabla 1).
Algunas de las principales especies cultivadas a nivel
mundial han sido objeto de estudio en cuanto a la
suplementacion dietaria con MOS y su impacto sobre
la fisiologia, patologia y condiciones de cultivo. Las
especies estudiadas abarcan desde camarones peneidos
(Genc et al., 2007; Van Hai & Fotedar, 2009; Zhang et
al., 2012; Genc & Ebeoglu, 2013; Sang et al., 2014)
langostas australianas de agua dulce (Sang et al., 2009,
2011) y langostas (Sang & Fotedar, 2010; Hoang &
Jones, 2014).

Crecimiento y supervivencia

Es incuestionable el aporte del MOS incluido en la dieta
como promotor del crecimiento y la supervivencia en
crustaceos desde las etapas larvales (Tabla 1). El
enriquecimiento con MOS de la dieta viva, permite
emplearlo desde las etapas larvales. Por ejemplo el
enriquecimiento de Artemia salina con MOS en la lar-
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Figura 1. Estructura quimica. a) Manosa, b) manano oligosacaridos constituidos por la union de 2 a 10 unidades ciclicas
de manosa mediante enlaces glicosidicos de forma lineal o ramificada (Lauzon et al., 2014).
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Figura 2. Esquematizacion de la inhibicidon competitiva de la adhesién bacteriana del hospedero mediante el bloqueo por
afinidad de las lectinas bacteriales por MOS. Célula 1 adhesion de las lectinas bacteriales a las unidades de manosa
constituyentes de las glicoproteinas del epitelio intestinal. Célula 2 Aadhesion bloqueada por ocupacion competitiva de las

lectinas bacteriales por MOS.

vicultura del bogavante Homarus gammarus reporta
incrementos significativos (P < 0,05) de los parametros
productivos, donde destaca aumento del peso promedio
de ~25% sobre el control (Daniels et al., 2010).

Los MQOS también pueden ser incluidos en la dieta
de juveniles para mejorar estos parametros. Por
ejemplo la inclusién de 0,4% de MOS en la dieta de
juveniles de langosta espinosa Panulirus ornatus (Sang
& Fotedar, 2010) donde los animales alimentados con
dieta suplementada con MOS alcanzaron significativa-
mente (P < 0,05) un incremento de peso de 20% sobre
el control. MOS también mejoré el RS frente a un
desafio por Vibrio spp., logrando 25% mas supervi-
vencia que el control. Estos datos coinciden con lo

reportado por Sang et al. (2011) en la experiencia con
juveniles de Yabbie Cherax destructor con niveles de
inclusién de MOS 0,04%, donde se reporta incremento
significativo (P < 0,05) en relacién al crecimiento
logrando un 10% de mejora en los parametros
productivos respecto al control.

Otros autores indican que el efecto positivo de MOS
parece estar relacionado a la dosis en que este
prebidtico se incluye en la dieta. En juveniles de la
langosta festoneada Panulirus homarus (Hoang &
Jones, 2014) se reportan incrementos significativos (P
< 0,05) en el crecimiento del orden de 30 veces al usar
una inclusién de MOS de 0,4 y 0,6%. Mientras el
comportamiento de la supervivencia (RS) refleja los



251 Latin American Journal of Aquatic Research

Tabla 1. Efecto de la inclusién de manano oligosacéridos en la dieta de crustaceos.

Especie MOS Dosificacion

Resultado

Referencia

Homarus gammarus Artemia enriquecida

+ Crecimiento

Daniels et al. (2010)

+ Supervivencia
Cambios en la morfologia intestinal

Panulirus ornatus 0,4%

+ Crecimiento

Sang & Fotedar (2010)

+ Condicion Fisioldgica

+ Respuesta Inmune

+ Supervivencia

Cambios en la morfologia intestinal

Panulirus homarus 0-0,2-0,4-0,6-0,8%

+ Supervivencia

Hoang & Jones (2014)

Cambios en la morfologia intestinal
+ Crecimiento

Cherax tenuimanus 0-2-4%

+ Supervivencia

Sang et al. (2009)

+ Respuesta Inmune

Astacus leptodactylus 0-0,15 -0,3-0,45%
Cherax destructor 0,4%

+ Crecimiento
+ Respuesta Inmune

Mazlum et al. (2011)
Sang et al. (2011)

+ Crecimiento
+ Condicion Fisiologica

Penaeus semisulcatus 0-0,15-0,3-0,45%

+ Crecimiento

Genc et al. (2007)

+ Supervivencia

Penaeus latisulcatus 0,5%

+ Supervivencia

Van Hai & Fotedar (2009)

+ Crecimiento
Cambios en la morfologia intestinal
+ Respuesta Inmune

Penaeus monodon 0,1-0,2-0,4-0,8 %

+ Crecimiento

Sang et al. (2014)

+ Respuesta Inmune
Cambios en la morfologia intestinal
+ Condicién Fisiolégica

Litopenaeus vannamei
Litopenaeus vannamei

0-0,2-0,4%

+ Crecimiento
0-0,1-0,2-0,4-0,6-0,8% + Crecimiento

Genc & Ebeoglu (2013)
Zhang et al. (2012)

Cambios en la morfologia intestinal
+ Supervivencia
+ Respuesta Inmune

mejores resultados, con una inclusién de 0,2 y 0,4% de
MOS que logran >75% de supervivencia. En el
cangrejo de rio europeo Astacus leptodactylus (Mazlum
et al., 2011) y el camar6n tigre verde Penaeus
semisulcatus (Genc et al., 2007) obtienen los mejores
resultados frente a la inclusién de 0,3% de MOS en la
dieta. En el cangrejo de rio europeo se lograron mejoras
del orden del 20% en los pardmetros asociados a
crecimiento, mientras en el camarén tigre verde se
obtuvieron mejoras del 40% en las variables asociadas
al crecimiento, particularmente en el peso final.

Sang et al. (2014) reporta para juveniles del
camardn tigre Penaeus monodon el mejor resultado con
relacién al crecimiento con un nivel de inclusion de
0,1% de MOS proporcionando un incremento
significativo (P < 0,05) del 25% en las variables
relativas al crecimiento, sin que se expresen diferencias
significativas en la supervivencia. Para el camaron

blanco Litopenaeus vannamei Zhang et al. (2012)
reportaron incremento en todas las variables relativas al
crecimiento a todos los niveles de inclusién de MOS en
la dieta evalua (0,1% a 0,8%) por sobre el grupo
control, siendo significativamente (P < 0,05) mayores
los pardmetros del grupo tratado con 0,2% de MOS en
el alimento, logrando un incremento del 66% en la
ganancia de peso (WG). Interesantemente, Genc &
Ebeoglu, 2013, para la misma especie reporta un
incremento del 17% en el RS con la inclusién de MOS
a 0,4% en la dieta condicionados a una salinidad de 38.
sin embargo, no se obtuvo resultados positivos a
salinidad de 20% revelando la influencia ambiental
sobre estos manejos con prebidticos.

Cambios en la morfologia intestinal

La inclusién de MOS en la dieta tiende a reducir la
colonizacion del tracto digestivo por patégenos, lo que
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refuerza la integridad y funcionalidad de la barrera
epitelial intestinal (Torrecillas et al., 2014). Se han
reportado cambios en la morfologia intestinal en varias
especies de crustaceos tras la inclusion de MOS en la
dieta (Van Hai & Fotedar, 2009; Daniels et al., 2010;
Sang & Fotedar, 2010; Zhang et al., 2012; Hoang &
Jones, 2014). Estos cambios estdn descritos general-
mente asociados al incremento de la superficie de
contacto y las estructuras de absorcion de nutrientes en
el intestino (Fig. 3).

Daniels et al. (2010) reporta incrementos en
superficie de absorcidn intestinal de larvas o postlarvas
de bogavante que recibieron dietas suplementadas con
MOS y la microscopia electronica revel6 aumentos
significativos (P <0,001) de longitud y densidad de las
microvellosidades intestinales en comparacion con el
grupo control. Sang & Fotedar (2010) en una
investigacion con la langosta espinosa tropical
Panulirus ornatus reportaron incremento de la
superficie de absorcion intestinal basados en un
incremento significativo (P < 0,05) de la relacion
perimetro interno/perimetro externo intestinal, la cual
aument6 en 60% con MOS al 0,4%. Resultados
similares fueron reportados en la langosta espinosa
festoneada Panulirus homarus (Hoang & Jones, 2014).
Van Hai & Fotedar (2009) indican que los tratamientos
con MOS en la dieta en langostino real Penaeus
latisulcatus mostraron el incremento en el tamafio y
profundidad de los pliegues intestinales. Resultados
similares fueron reportados en el camarén tigre (Sang
et al.,, 2014). En el camar6n blanco Litopenaeus
vannamei, se observé una respuesta dependiente de la
dosis con un incremento en la longitud de las
microvellosidades intestinales en los ejemplares
suplementados con 0,2% de MOS, en comparacion al
control y dosis mayores de MOS (0,4-0,6-0,8%),
(Zhang et al., 2012).

Modulacién de la microbiota intestinal

Este es uno de los aspectos fundamentales en la
argumentacion del MOS como prebidtico pero ha sido
también uno de los menos desarrollados. Gibson et al.
(2004) determinaron, que se requeria mas informacion
sobre la estructura final de los cambios provocados por
la ingestiébn de prebidticos obtenida mediante las
nuevas técnicas moleculares que deben aportar
informacion méas detallada sobre estos cambios en la
microbiota y la relacién estructura funcion de los
prebioticos. En el caso de las investigaciones enfocadas
al empleo de MOS como prebi6ticos en acuicultura de
crustaceos, éste ha sido uno de los aspectos menos
desarrollados pese a disponer de un conjunto de nuevas
técnicas moleculares de andlisis directo de la micro-

biota, denominadas Técnicas de Secuenciacion Masiva
0 Next Generation Sequencing (NGS).

Los estudios de MOS vy sus efectos en la microbiota
generalmente se basan en mediciones de recuentos de
bacterias cultivables, los cuales pueden no representar
los microorganismos méas abundantes en el ambiente
examinado (Amman et al., 1995). Daniels et al. (2010)
en larvicultura del bogavante Homarus gammarus
reporta que la suplementacién de MOS en la dieta
estabilizd los niveles de bacterias intestinales en
comparacién con el control y al mismo tiempo
disminuy6 significativamente (P < 0,05) el recuento
total de vibrios (TVC). En juveniles de la langosta
espinosa tropical Panulirus ornatus, la dieta
suplementada con MOS 0,4% promovi6 un aumento de
10 veces en los recuentos de las bacterias aerobias
totales, respecto de la dieta control. Al mismo tiempo,
los recuentos totales de Vibrio (TVC) aumentaron en
menor proporcidn, solo 7 veces, al usar MOS (Sang &
Fotedar, 2010). En contraste, las experiencias con
juveniles de langosta espinosa festoneada indican que
la inclusion de MOS (0,2-0,4-0,6-0,8%) reduce
significativamente (P < 0,025) el recuento de vibrios
(Hoang & Jones, 2014). Por lo tanto, se resume que la
inclusion de MOS en la dieta, en general, tiene un
efecto de reduccion de vibrios en los crustaceos
cultivados.

Modulacién respuesta inmune

La primera barrera de defensa inmune en los crustaceos
esta constituida por el exoesqueleto como barrera fisica
frente a los patdgenos (Fonseca et al., 2013; Carcamo-
Arechiga et al., 2016). La primera respuesta del
hospedero frente a la infiltracion de patégenos esta a
cargo de los receptores de reconocimiento de patrones
(PRR). Estos son capaces de reconocer estructuras
extracelulares altamente conservadas en microor-
ganismos conocidos como patrones moleculares
asociados a patégenos PAMPs. El reconocimiento de
los PAMPs permite generar una rapida respuesta
humoral y celular. Varios tipos de PRR han sido
identificados en crustaceos, incluyendo proteinas de
unién Gram negativas, proteinas de unién a lipopolisa-
caridos (LPS), proteinas de reconocimiento de
peptidoglicanos (PGRP), proteinas de unién a B1-3-
glucano (Romo-Figueroa et al., 2004; Lai et al., 2011),
lectinas de tipo ¢ (Wang & Wang, 2013) y proteinas
relacionadas con el fibrindgeno (Chai et al., 2012). Se
han descrito varias vias de respuesta a patégenos, donde
la cascada de sefializacién ha sido propuesta, pero no
demostrada aun.

Vias documentadas

El sistema de coagulacién del camarén se ha
relacionado con la expresion de péptidos antimicrobianos
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Figura 3. Seccion transversal del intestino de la langosta espinosa alimentada con diferentes dietas a) Control, b) adicién

de 0,4% MOS (Sang & Fotedar, 2010).

(AMP), aunque el mecanismo de activacion de la
expresion de AMP en crustdceos no estd totalmente
aclarado (Maningas et al., 2008). En este sentido, se
conoce que las regiones N-terminales del factor B del
camardn, y las enzimas favorecedoras de la coagu-
lacion, contienen dominios de unién similares a la
defensina “AMP big defensin” (Iwanaga & Lee, 2005).
La alfa-2-macroglobulina (A2M) es un sustrato
reconocido para la glutamiltransferaza (TGasa) y es
capaz de reticularse con proteinas coagulantes. Se cree
que puede actuar como un inhibidor de la proteasas y
evita que los microorganismos entren en una herida
(Kopacek etal., 1993). Por lo que se puede resumir que
la cascada de sefiales en la coagulacion media, en
varios procesos para prevenir la infeccion que incluyen
la coagulacion, procesos de cicatrizacion y actividad
antimicrobiana (Clark & Greenwood, 2016).

La cascada de melanizacion es una combinacion
compleja de respuestas inmunes innatas humorales y
celulares. Esto implica el reconocimiento de PAMPS
por PRRs seguido por el inicio del sistema de
activacién de propolifenol oxidasa (proPO) a través de
una rapida cascada proteolitica. La enzima final que
activa la proPO se denomina enzima activadora de la
propolifenol oxidasa (PPEA), que participa activa-
mente en la curacién de las heridas, la eliminacion de
microorganismos en el lugar de las heridas y la
destruccion o inmovilizacion eficaz de parasitos
(Clarck & Greenwood, 2016). La cascada de
sefializacion de la melanizacion da como resultado la
produccién de intermediarios citotoxicos como las

moléculas de oxigeno reactivo y nitrogeno reactivo que
participan en la resistencia frente a patégenos (Clarck
& Greenwood, 2016).

La via de sefializacién de los receptores tipo Toll
(TLR) pasa la informacion de PRR a factores de
transcripcion nuclear para iniciar la expresion de
moléculas inmunes. Varios TLR han sido descritos en
crustaceos incluyendo los camarones Marsupenaeus
japonicus (Mekata et al., 2008), Penaeus monodon
(Arts et al., 2007), Litopenaeus vannamei (Wang et al.,
2010), Erichoeir sinensis (Yu et al., 2013) Carcinus
maenas (Verbruggen et al., 2015), Scylla cerrata
(Vidya et al., 2014), Portunus trituberculatus (Zhou et
al., 2015), y la langosta Homarus americanus (Clarck,
2014).

El sistema de complemento se centra en la
eliminacion u opsonizacion de los microorganismos y
la eliminacion de los desechos celulares (Clark &
Greenwood, 2016). Se ha sugerido que existe un
sistema de complemento inmune innato en los
crustaceos (Cerenius & Soderhéll, 1995), pero se han
realizado muy pocas investigaciones en este campo
(Clark & Greenwood, 2016).

Otros componentes del sistema de defensa de
crustaceos incluye los péptidos antimicrobianos AMPs,
se encuentran en todos los reinos y funcionan como
antibidticos naturales actuando rapidamente contra
microorganismos invasores. Generalmente son pequefios,
<100 aminoé&cidos, catiénicos y anfipaticos para faci-
litar la asociacién con la superficie externa de los mi-
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croorganismos (Smith & Dyrynda, 2015). Varios tipos
de AMPs de crustaceos han sido reportados anterior-
mente incluyendo peneidinas (Destoumieux et al.,
1997), crustinas (Rosa & Barracco, 2010, Tassanakajon
et al.,, 2010), factores antilipopolisacaridos (ALF)
(Rosa et al., 2013) y Lisozimas (Pan et al., 2010). Las
proteinas de fase aguda APPs son proteinas de
hemolinfa solubles sintetizadas en el hepatopancreas en
H. americanus (Clark et al., 2013). Se liberan en el
torrente sanguineo durante la infeccion, los traumas, los
procesos inflamatorios y el estrés, sugiriéndose su
empleo como marcadores de la activacion inmune
innata en crustaceos (Clark et al., 2015). Se conoce
muy poco sobre las APPs de crustaceos pero ha sido
identificada la proteina A amiloide sérica de fase aguda
(SAA) en ensayos con la especie H. americanus en
desafios por patdgenos (Clark et al., 2013).

Con relaciéon a la interaccion del MOS con el
sistema inmune de crustaceos, existen varios reportes
de lectinas con capacidad de reconocimiento de manosa
(MBL) generalmente asociadas al complemento. Estas
lectinas han sido descritas en varias especies de
crustaceos Fenneropenaeus chinensis (Sun et al., 2008;
Zhan et al., 2009; Xu et al., 2010) en Litopenaeus
vannamei (Zhan et al., 2009a, 2009b). Song et al.
(2014) sugiere una interaccion directa entre los MOS y
el sistema inmune innato de crusticeos a través de
algunos PRRs con afinidad por manosa (Sun et al.,
2008; Arockiaraj et al., 2015), los cuales a su vez
presentan alta especifidad de reconocimiento de
PAMPs asociados a V. angillarum, E. coli y WSSV
(Sun et al., 2008; Zhang et al., 2009a, 2009b; Zhao et
al., 2009; Xu et al., 2010). Se ha sugerido que estos
PRRs estan generalmente vinculados a la via del
complemento (Arockiaraj et al., 2015; Clark &
Greenwood, 2016), pero existen carencias investiga-
tivas sobre este aspecto en particular (Clark &
Greenwood, 2016). Por otra parte, De Vrese &
Schrezenmeir (2008) y Bindels et al. (2015) plantean
que las principales propiedades inmunomoduladoras de
los prebidticos son indirectas, ya que resultan mediadas
por los cambios promovidos en la composicion y/o
actividad de la microbiota intestinal.

Al modular la composicién y/o actividad de la
microbiota intestinal los MOS indirectamente modulan
la respuesta inmune. La expresion de la
inmunomodulaciéon también ha sido objetivo de
diversas investigaciones en crustaceos. Las langostas
Panulirus ornatus alimentadas con wuna dieta
suplementada con MOS presentaron un incremento del
orden del 10% (P < 0,05) en los indices Conteo Total
de Hemocitos (THC) y un aumento del 4% en la
Proporcién de Células Granulares (GC), mientras se
registr6 una reduccion en el recuento de bacterias

totales en la hemolinfa (Sang & Fotedar, 2010). De la
misma forma, la respuesta inmune fue potenciada en el
Cherax destructor tras la inclusion de 0,4% de MOS
gue logré un incremento significativo del THC, GC y
Proporcién de Células Semigranulares (SGC) en la
hemolinfa (Sang et al., 2011). En Cherax tenuinamus
la inclusion de MOS logré un mejoramiento de los
pardmetros inmunes como el THC frente a un desafio
con Vibrio mimicus y amoniaco. Estos agentes
redujeron el THC en todos los animales experimen-
tales, pese a la reduccion, los animales suplementados
con MOS 0,2% presentaban un nivel de THC 26%
superior al control. Ademas, los animales suplemen-
tados con MOS 0,2%, presentaron una reduccion
cercana al 90% en los niveles de vibrio en la hemolinfa
(Sang et al., 2009).

Van Hai & Fotedar (2009) en juveniles de
langostino real occidental, reportan solo un incremento
significativo de GC y SGC en los animales
suplementados con MOS al 0,5% en la dieta. Esta
experiencia también marc6 una reduccion significativa
(P <0,05) en los rangos del tiempo de coagulacion y la
carga bacterial de la hemolinfa del orden 1 logaritmo,
en los animales suplementados con MOS en la dieta. En
contraste, en la experiencia de Sang et al. (2014) con
camaron tigre Penaeus monodon se reporta un
incremento significativo (P < 0,05) del THC en
animales suplementados con MOS en el alimento,
reportandose el mayor incremento de THC (24%) para
un nivel de inclusion de 0,4% de MOS en la dieta sin
encontrar diferencias significativas en GC, SGC y HC
entre todos los animales experimentales.

El incremento de la actividad de enzimas
relacionadas con la respuesta inmune en crustaceos
como la polifenol oxidasa (PO) y superoxido dismutasa
(SOD) es referido por Zhang et al. (2012). Estos
estudios fueron realizados en juveniles de camaro6n
blanco, donde tras 24 h de una prueba por estrés de
amoniaco los camarones suplementados con MOS
presentan incremento significativo del 60% en la
actividad de la PO. En tanto, la actividad de la SOD se
incrementa significativamente en un 30% en la dieta
con MQOS, respecto al control.

Condicion fisioldgica

El crecimiento en los crustaceos puede ser considerado
como la energia obtenida por el organismo que se
almacena como reservas corporales (Lemos & Phan,
2001). La capacidad de mejorar la absorcion de
nutrientes en los ejemplares alimentados con dietas
suplementadas con MOS puede ser evaluada a través de
diversos indicadores de la condicion fisiologica en los
animales experimentales (Jussila, 1997; Sang &
Fotedar, 2010; Sang et al., 2011, 2014).
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Los indicadores de condicion fisiologica en la
especie Panulirus ornatus (Sang & Fotedar, 2010)
como el indice muscular de cola mojada (Tw/B), el
indice hepatosomatico (Hiw) y el indice muscular de
cola seca (Td/B) fueron significativamente (P < 0,05)
mayores (40-50%) en los animales suplementados con
MOS frente a los alimentados con la dieta control. En
otro ejemplo del efecto de MOS sobre la condicion
fisiologica, Sang et al. (2014) describen en el camarén
Penaeus monodon un incremento significativo del
Tw/B, Td/B y las proteinas del musculo de cola (TMP)
en los animales que recibieron las dietas experimentales
suplementadas con MOS frente a los animales que
recibieron la dieta control.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Resumiendo brevemente la literatura revisada se
observa que de manera general existe evidencia
apoyando la suplementacion de MOS, en cuanto a que
presenta efectos positivos en términos de crecimiento y
salud en las principales especies de crustaceos de
cultivo.

La evidencia revisada indica que la reduccion de
bacterias patdgenas oportunistas como Vibrio, es un
efecto de la aplicacion de MOS en las dietas. Al reducir
la presencia de dichas bacterias, se reduce también la
colonizacion del tracto digestivo con patégenos, lo que
a su vez reduce colateralmente el efecto de las
exotoxinas y la translocacién bacteriana sobre el
epitelio intestinal reforzando la integridad y funcio-
nalidad de la barrera epitelial intestinal (Torrecillas et
al., 2014). Este proceso se refleja en los cambios en la
morfologia intestinal, dirigidos a hacer mas rapida y
eficiente la absorcion de nutrientes, promoviendo un
incremento de la disponibilidad y las reservas de
energia que inducen cambios en la condicion
fisioldgica de los crustadceos. Esto se refleja en el
incremento de las tasas de crecimiento y la
supervivencia. La consistencia de los resultados
relacionados con la mejora de los parametros de cultivo
de crustaceos pese a las diferencias en dosificacion
Optima por especies y estadio de vida, son signifi-
cativos, en contraste con las claras divergencias de
resultados muchas veces no significativos reportados
para el cultivo de peces (Ringg et al., 2010; Torrecillas
etal,. 2014).

La modulacién de la microbiota intestinal por los
MOS en términos cuantitativos y cualitativos es uno de
los aspectos con menor desarrollo en acuicultura de
crustaceos. En esta revisibn se  observaron
coincidencias en cuanto a la reduccion de los conteos
de Vibrio spp. en los trabajos citados. De acuerdo a
Daniels et al. (2010) la accion del MOS estabiliza la

composicion de la microbiota y suprime, en cierta
medida, variaciones y afluencias de nuevas cepas
bacterianas provenientes del medio de cultivo. Se
requiere mas trabajo para estudiar estas comunidades
microbianas complejas y las interacciones de los
prebidticos con las bacterias propias de la microbiota y
patdgenas (Romero et al., 2014). Los recientes avances
de la secuenciacion masiva han abierto un amplio
campo para estudiar de forma mas directa los efectos de
la modulacion de la microbiota intestinal de crustaceos
por prebidticos y componentes de la dieta.
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