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Resumen

El cultivo de camarén se ha desarrollado de manera exponencial en todo el mundo,
siendo su nutricion una de las areas de investigacion mas importantes. Actualmente,
es escasa la informacion sobre del efecto de la calidad de lipidos en la dieta sobre la
expresion de genes del camarén blanco Penaeus vannamei. El objetivo de este
estudio fue determinar el efecto del aceite vegetal y animal sobre la expresion
transcripcional y el perfil de acidos grasos (AG) de P. vannamei. Se realizé un ensayo
de alimentacion durante 28 dias con tres alimentos experimentales utilizando
diferentes aceites; ‘canola’, ‘sardina’, y una mezcla de aceite de ‘sardina + salmén’. El
peso final, la ganancia de peso y la tasa de crecimiento especifico fueron
significativamente mayores para los camarones alimentados con ‘sardina + salmon’
(P<0.05). En cuanto al perfil de AG, tanto en la fraccién polar como en la neutra, los
niveles de acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) fueron
mayores en ‘sardina + salmoén’ y ‘sardina’ que en la dieta ‘canola’, donde para este
ultimo se observé una mayor proporcion de acidos a-linolénico (18:3n-3) y linoleico
(18:2n-6), lo que reflejé la composicién de los lipidos de la dieta.

A partir de un andlisis de secuenciacion masiva a nivel transcripcional entre los
tratamientos evaluados y utilizando el genoma de referencia de P. vannamei
ASM378908v1, se encontraron 216 genes expresados diferencialmente (P<0.05)
entre los tres tratamientos, los cuales se asocian a diferentes procesos biolégicos
como metabolismo de lipidos, funciones musculares, estrés y dafio oxidativo. En los
dos tratamientos en los que se utilizé aceite de pescado (‘sardina’ y ‘sardina +
salmén’), se identificaron 86 genes expresados diferencialmente respecto al
tratamiento ‘canola’ (P<0.05), considerados como potenciales marcadores de
expresion asociados al crecimiento. Aunque se tuvo restriccion de aceite de pescado
en la dieta ‘canola’, no se observaron genes relacionados con la sintesis, elongacion y
de saturaciéon de HUFA.

Palabras clave: camarén, acidos grasos, nutrigenémica.
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Summary

Shrimp farming has developed exponentially worldwide, and nutrition is one of the
most critical areas of research to continue this expansion. Currently, there is little
information about the effect of dietary lipid quality on gene expression in the white
shrimp Penaeus vannamei. The aim of this study was to determine the effect of
vegetable and animal oil on the transcriptional expression and fatty acid (FA) profile of
P. vannamei. A 28-day feeding trial was conducted with three experimental feeds
using different oils; 'canola’, 'sardine’, and a 'sardine + salmon' oil mixture. The final
weight, weight gain and specific growth rate were significantly higher for the shrimp fed
'sardine + salmon' (P<0.05). Regarding the FA profile, both in the polar and neutral
fractions, the levels of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA)
were higher in 'sardine + salmon' and 'sardine' than in the 'canola’ diet, where a higher
proportion of a-linolenic (18:3n-3) and linoleic (18:2n-6) acids was observed for the

latter, reflecting the lipid composition of the diet.

From a massive transcriptional sequencing analysis among the evaluated treatments
and using the reference genome of P. vannamei ASM378908v1, 216 differentially
expressed genes (P<0.05) were found among the three treatments, which are
associated with different biological processes such as lipid metabolism, muscle
function, stress and oxidative damage. In the two treatments in which fish oil was used
(‘'sardine' and 'sardine + salmon'), 86 differentially expressed genes were identified
with respect to ‘canola’ treatment (P<0.05), considering these genes as potential
expression markers associated with growth. Although fish oil was restricted in the
'canola' diet, no genes related to HUFA synthesis, elongation and saturation were
observed.

Keywords: white shrimp, fatty acids, nutrigenomic
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1. INTRODUCCION

Globalmente, la acuicultura es una industria que se ha convertido en el sector de
produccion de alimentos con mayor viabilidad econémica, apoyandose en técnicas
y procesos sobre los cuales se cultivan organismos acuaticos en condiciones
controladas, y que gracias a capacitaciones, el uso de laboratorios y otras
herramientas, han permitido que los niveles de produccion aumenten de manera

exponencial en comparacion con la pesca tradicional (CONAPESCA, 2018).

En los dltimos afios, el cultivo de camaron ha mostrado un desarrollado acelerado
en todo el mundo, expandiéndose mas que cualquier otro sector productivo
pecuario. De acuerdo con el estado mundial de la pesca y la acuicultura, el
camarén blanco del Pacifico Penaeus vannamei (Boone, 1931) es una de las

principales especies producidas en la acuicultura mundial (FAO, 2018).

P. vannamei es el principal crustdceo de pesca y acuicultura en México
(INAPESCA, 2018) debido al gran nimero de ventajas competitivas que presenta
como: tasa elevada de crecimiento desde 1.5 g por semana hasta alcanzar un
peso promedio de 20 g bajo condiciones de cultivo intensivo, resistencia ante
infecciones como el sindrome del Taura (TVS), gran tolerancia a factores
ambientales como salinidad entre 0.5-5 ups, crecer en densidades de siembra por
encima de 50 org/m?, facilidad de aclimatacion, tolerancia a temperaturas por
debajo de los 15°C y por encima de los 33°C, requerimientos proteicos
relativamente bajos (20-35%), caracteristicas particulares que lo convierten en
una especie particular para el cultivo (Wyban y Sweeny, 1991; Collins et al., 2005;
FAO, 2009; Godinez et al., 2011).

En México existen alrededor de 1,447 granjas camaronicolas dedicadas a la
produccion, comercializacion y distribucion de este valioso alimento. El organismo
de la SADER destaca que el pais se posiciona en séptimo lugar como productor
mundial de camaron, con un promedio anual de 221 mil 695 toneladas de
producto, de las cuales el 56.8 por ciento lo genera la acuacultura (CONAPESCA,

2018). La industria del cultivo de este crustaceo es una de las que mayores divisas



generan al pais por su exportacion. En consecuencia, representa el cultivo de

mayor valor econdmico para México.

Dentro del cultivo de camarodn, actualmente existen lineas de investigacion de gran
interés orientadas a estudios de genética, sanidad, reproduccion,
comercializacion, ecologia, tecnologia de alimentos y nutricion. La nutriciobn es
considerada como una de las &reas de estudio de gran importancia debido a que
el alimento constituye la fraccion mas significativa dentro de los costos de
operacion en el cultivo de organismos acuaticos a nivel semi-intensivo o intensivo,
llegando a representar hasta un 60% del costo total de la produccién (FAO, 1989;
Tacon, 1989; Arzola et al., 2008; INAPESCA, 2018).

Diferentes estudios nutricionales (Lim et al., 1997; Gonzalez-Félix et al., 2002ab;
2003; Zhou et al., 2007) se han centrado en la inclusibn de acidos grasos
altamente insaturados (HUFA) como el EPA (20:5n-3) y DHA (22:6n-3), utilizando
el aceite de pescado como principal fuente de estos en dietas para camarén
blanco debido a mejoras observadas en el rendimiento productivo como
supervivencia y crecimiento. En crustaceos estos HUFA son considerados
esenciales debido a que su sintesis de novo es nula o muy limitada, puesto que el
grado en que los animales pueden producir HUFA a partir de otros acidos grasos
polinsaturados (PUFA) de 18 carbonos depende de la capacidad de desaturacion

y elongacién (Tocher, 2003).

En el presente estudio se evalud el efecto de un aceite de origen vegetal (canola)
y dos de animal (sardina y salmén) en la dieta, sobre el rendimiento productivo, el

perfil de &cidos grasos y la expresion de genes del camarén blanco P. vannamei.



2. ANTECEDENTES

El cultivo del camardn se inicié a gran escala en diversos paises del mundo a
partir de los afios ochenta, y desde entonces se ha buscado controlar la calidad
durante todo el proceso de produccién y de obtener un producto final similar al
camaron silvestre. La camaronicultura se realiza a travées de sistemas de
explotacion en condiciones controladas, con la tecnologia adecuada y adaptada
para obtener los mejores rendimientos en términos de crecimiento, con la maxima

sobrevivencia posible.

2.1 Generalidades de Penaeus vannamei

Los camarones taxonémicamente (Tabla I) se ubican en el Phylum Artropoda por
poseer patas articuladas, dentro de la clase crustacea debido a que cuentan con
un caparazon externo o exoesqueleto, y pertenecen al orden Decapoda porque

tienen cinco pares de patas caminadoras.

Tabla I. Clasificacion taxonémica de P. vannamei?

Reino Animalia
Phylum Arthropoda

Clase Crustacea
Orden Decapoda
Familia Penaeidae
Género Penaeus
Especie Penaeus vannamei

1 Modificado de Fischer et al., 1995; FAO, 2019

Penaeus vannamei es un camardén perteneciente a la familia Penaeidae. Sus
caracteristicas distintivas son: rostro moderadamente largo, con dientes dorsales
(8 0 9) y ventrales (1 o 2), surco y carina adrostrales cortos, terminandose al nivel
0 un poco por detras del nivel del diente epigastrico. Las caracteristicas familiares

incluyen quelas moviles (garras) en los primeros tres pares de patas para caminar



y un tercer segmento toracico que nunca se superpone con el segundo. La
coloracion del organismo es normalmente blanca translicida, pero esta puede
cambiar dependiendo del sustrato, la alimentacion y la turbidez del agua (FAO,
2018). La talla maxima es de 23 cm de longitud total. Esta especie presenta un
rango de distribucién desde la costa oriental del Océano Pacifico (Sonora, México)
hasta Peru (Fischer et al., 1955; INAPESCA, 2018).

SIn carina gastro-frontal limite del surce adrostral
B-9 dientes dorsales i o~

|-2 dientes
e ———
entrales o
ventrales e _ﬁ

Figura 1. Caracteristicas morfologicas de Penaeus vannamei, Boone, 1931.
(Tomado de Fischer et al., 1955).

2.2 Nutricién del camarén

En la acuicultura, la alimentacién tiene un papel fundamental en el crecimiento y
supervivencia de los organismos (Canseco et al.,, 2015), siendo la nutricion
acuicola de camaron una de las areas de investigacion mas importantes, ya que
el alimento puede constituir una de las fracciones mas significativas dentro de los
costos totales de produccion, por lo que se busca el desarrollo de alimentos
“artificiales” balanceados de alta calidad nutricional y de alta digestibilidad que
mantengan la estabilidad y salud de los ecosistemas acuaticos (INAPESCA,
2018).

Las técnicas para el crecimiento de camarones se han desarrollado dependiendo
de la densidad de siembra y de la tecnificacion utilizada (aireacion, porcentaje de
recambio de agua), del tipo de alimento y de las estrategias de alimentacion,



clasificandose en cuatro categorias: extensivas, semi-intensivas, intensivas y

super-intensivas (Tabla Il).

En las granjas de produccion semi-intensiva e intensiva, los camarones dependen
principalmente de las dietas artificiales como fuente de nutrientes, que son
suministradas de 2-5 veces diariamente, por lo que se requiere la mejor calidad
de alimento posible (Shiau, 1998; FAO, 2009).

Tabla Il. Clasificacion general actual de los sistemas de produccion de cultivo de
camarén.!

Tlpo_de Tamarnio del Den_S|dad Recambio Alimentacion Rendlmlen_tp
cultivo estanque desiembra de agua de produccién

Poca o0 nula
Extensivo  >100 ha 5<org/m? Bajo o nulo alimentacion <50 kg ha

suplementaria

_ Es necesaria
Semi- 11-25 5-20% _ . 1,000 - 5,000
_ _ 1-20ha o alimentacion
intensivo org/m? diario _ kg ha?
suplementaria
_ 40-140 20-100% Alimentacion 5,000 — 15,000
Intensivo  0.1-2ha o _
org/m? diario suplementaria kg hat
Saper- _ Nula alimentacién
_ _ <1ha < 200 org/m? Bajo o nulo _ 80 ton hat
intensivo suplementaria

1 Modificado de Hernandez-Gurrola, 2016; Martinez-Cérdova et al., 2014.

Es importante que en la formulacibn de estos alimentos, se consideren
ingredientes de alta digestibilidad asi como el uso de atractantes para que el
alimento sea consumido y digerido en el menor tiempo posible, minimizando la
pérdida de nutrientes por lixiviacion, disolucion o degradacion bacteriana (Molina y
Villareal, 2008). La utilizacion de energia y nutrientes de cada dieta dependera

tanto del nivel de aporte como de la composicién de la dieta.



En nutricién acuicola, se consideran como factores o promotores de crecimiento
aguellas sustancias agregadas a la dieta en pequefias cantidades que promuevan
un crecimiento acelerado, reflejado en el aumento de talla y de peso corporal.
Estas sustancias deben mantener su integridad durante el proceso de digestion y
lograr ser absorbidas de forma eficaz para ser efectivas y ejercer su funcion en los

tejidos musculares (Carrillo et al., 2000).

El avance en el conocimiento de los requerimientos nutricionales de camarones
peneidos ha permitido la formulacion de dietas especificas para cada etapa del
desarrollo de cada especie de interés comercial producida (Shiau, 1998). Se
pueden utilizar diferentes ingredientes como fuente de nutrientes en la elaboracién
de las dietas, sin embargo existen ciertos nutrimentos que son requeridos por
todos los organismos en crecimiento, y son conocidos como nutrientes esenciales

o0 indispensables.

Tabla Ill. Requerimientos de nutrientes recomendados para P. vannamei.
Concentraciones 6ptimas con respecto al total de la dieta.!
Nutriente Requerimiento recomendado para P.
vannamei
Carbohidratos 30-40%
Proteina 35-40 %
Lisina 4.5%
Lipidos 5-10%
Fosfoglicéridos 0.5-1%
Colesterol 0.5-2%
Fosfolipidos 3-5%
PUFA/HUFA 1-3%
Vitaminas y Minerales
Vitamina C 191 mg kg*
Vitamina A 1.44 mg kg*
Vitamina E 99 mg kgt
Piridoxina 80-100 mg kg*
Fésforo 0.7-2g 100 g*

1Tomado de Martinez-Cérdova et al., 2014.



Los requerimientos nutricionales en la dieta (Tabla Ill) se pueden clasificar bajo
cinco diferentes grupos de nutrientes; carbohidratos, proteinas, lipidos, vitaminas y

minerales (Tacon, 1989; Molina y Villareal, 2008).

Los carbohidratos son considerados una fuente de energia barata en las dietas de
camarédn. Actualmente se utilizan diferentes cereales ricos en almidones vy fibras
como el trigo y maiz, sin embargo, estos carbohidratos pueden ser derivados de
varios ingredientes, y son almacenados y liberados a través de varios procesos
metabdlicos. En cambio, para el caso de la proteina y lipidos, los requerimientos

se consideran a nivel especifico de aminoacidos y acidos grasos respectivamente.

La proteina constituye del 65 al 70% del peso seco de un camarén, y es un
componente importante del musculo (Van Wyk et al., 1999). Los aminoé&cidos
considerados esenciales para el crecimiento, como la metionina, arginina y lisina,
son aportados principalmente por la harina de pescado, pudiendo ser
reemplazados por otras fuentes proteicas mas baratas como la harina de soya
(Samocha et al., 2004; Amaya et al., 2007). El nivel de proteina en la dieta para P.
vannamei puede variar de entre 25 y 50% dependiendo del sistema de cultivo, asi
como de la edad y tamafio de los organismos. Para los camarones de cultivo
semi-intensivo el nivel de proteina en la dieta es de entre 35y 40%.

Los lipidos son una fuente importante de energia metabdlica (ATP) con valor
energético global de 9.5 Kcal g, superior a las proteinas (5.6 Kcal g?!) y los
carbohidratos (4.1 Kcal g?') (Tacon, 1989). Muchos A&cidos grasos del
metabolismo de los lipidos son esenciales para el crecimiento y desarrollo normal
de los animales acudticos, por lo que se han determinado requerimientos

esenciales de 4cidos grasos en las dietas de crustaceos como el camaron.

El grupo de compuestos organicos llamados lipidos, incluyen acidos grasos libres,
fosfolipidos, triglicéridos, aceites, ceras y esteroles funcionan como una fuente
importante de energia para el camarédn. Debido a la importancia que representan
para la nutricién, se ha descrito que los camarones deben cumplir requerimientos

especificos para cada tipo de lipidos. Por ejemplo, los fosfolipidos son un tipo de



lipidos anfipaticos que estan compuestos por una molécula de glicerol a la que se
unen dos acidos grasos en las posiciones n-1 y n-2, y por una molécula de &cido
ortofosférico que se une a la posicibn n-3. Los grupos fosfatos se unen a
diferentes tipos de moléculas, pero cuando corresponde a colina, se forma la
fosfatidilcolina o lecitina (Torres y Duran, 2015). La lecitina, es uno de los
componentes importantes de las membranas celulares y desempefian un papel
importante en el metabolismo de los lipidos (Van Wyk et al., 1999). Gong et al.
(2001) recomiendan un nivel de suplementacion de fosfolipidos de 3 a 5% de

dieta.

Otro tipo de lipidos considerados de gran importancia para los peneidos son los
esteroles, los cuales se requieren del 0.5-1% de la dieta. Los esteroles funcionan
como precursores para la maduracion y la muda, siendo considerado el colesterol
como un componente esencial en el crecimiento y supervivencia debido a la
incapacidad del camarén para sintetizar esteroles de novo (Shiau, 1998;

Kanazawa, 2001).

Las vitaminas son compuestos organicos que se requieren en la dieta en
cantidades relativamente pequefias para lograr el crecimiento y desarrollo normal.
Por su parte, los minerales son compuestos inorganicos requeridos en diferentes
procesos metabdlicos, que en grandes proporciones son llamados minerales
mayores, mientras que en cantidades diminutas son llamados minerales traza, y
generalmente son agregados a la dieta en una premezcla mineral. Algunas veces

las vitaminas y los minerales se combinan en una sola premezcla.

2.2.1 Los acidos grasos en la dieta
Los lipidos son una fuente concentrada de energia que provee componentes
dietéticos esenciales que incluyen acidos grasos esenciales, fosfolipidos,

colesterol y vitaminas (Deering et al., 1997).



Los acidos grasos estan conformados por una cadena hidrocarbonada lineal (R)
de diferente nUmero de atomos de carbono con un grupo carboxilo (-COOH) en un
extremo y con tres enlaces libres ocupados por hidrogeno (HsC-) en el otro
extremo. Los acidos grasos difieren en la longitud de la cadena y en el grado de

saturacion (numero de dobles enlaces y atomos de hidrogeno) (Shiau, 1998).

Una de las clasificaciones de los acidos grasos es con base en el nivel de
saturacion que presenta su cadena carbonada (Tabla [V); distinguiéndose
principalmente los acidos grasos saturados (SFA), &cidos grasos mono-
insaturados (MUFA) los cuales presentan un doble enlace en su cadena
hidrocarbonada, &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) con dos 0 mas
insaturaciones y los acidos grasos altamente insaturados (HUFA) definidos como
acidos grasos con =20 carbonos y =3 dobles enlaces (Ju et al., 2012; Nolasco-
Alzaga, 2016; Bell y Tocher, 2009).

Algunas de las fuentes de lipidos usadas en las dietas para camardon con
contenido en acidos grasos linoleicos y linolenicos son: el aceite de pescado, el
aceite de higado de bacalao y aceite de calamar, que son aceites con alto
contenido en &cido eicosapentaenoico (EPA) y en acido docosahexaenoico (DHA);
y como fuente de fosfolipidos la lecitina de soya.

Es importante considerar el aporte de lipidos de los otros ingredientes de la
formulacién, que generalmente disminuye la adicion de fuentes puras de lipidos al
34% de la dieta seca (Suarez, 1996).

El papel de los acidos grasos en la fisiologia de cualquier organismo es variado.
Los SFA se utilizan principalmente como fuente de reserva de energia a diferencia
de los PUFA, que tienen un impacto en la fluidez de la membrana celular y en la
produccion de eicosanoides, una clase de bioquimicos asociados con una amplia

gama de procesos fisioldgicos (Brett y Muller, 1997).



Tabla IV. Clasificacidbn de algunos acidos grasos de acuerdo al nivel de
saturacién (nombre trivial)®

SFA MUFA PUFA HUFA
. -4n-31
12:0 14:1n-5 16:2n-4 20:4n-3
. o . i . Acido Acido
Acido laurico Acido miristoleico - . . .
hexadecadienoico eicosatetraenoico
. _ . _ 2
13:0 16:1n-7 16:3n-4 - 2004n-6°
Acido tridecanoico Acido palmitoleico Acido Acido araquidénico
hexadecatrienoico (ARA)
20’:5n-31
. 14:.0, . 16:1n-9 16:4n-31 . Acido .
Acido miristico eicosapentaenoico
(EPA)
. . 18:2n-62
150 _16:1n-10 Acido linoleico 21:5n-3t
Acido pentadecanoico Acido sapiénico (LA)
. _21
16:0 18:1n-9 _ 22:5n-3
< - P . 18:2n-4 Acido
Acido palmitico Acido oleico .
docosapentaenoico
22:6n-31
. _21 -
17:0 18:1n-7 . 183n-3" Acido
oo L - . Acido a-linolénico .
Acido margarico Acido vaccénico docosahexaenoico
(ALA)
(DHA)
. _R2
18:0 20:1n-9 _ 18:3n-6°
- - - ; : Acido y-Linolénico
Acido estearico Acido eicosenoico
(GLA)
] 19:0 ) 22:1n-9 ) 18:4n-31
Acido nonadecanoico Acido erucico Acido estearidénico
i 20:0 ] 24:1n-9
Acido araquirico Acido nervénico
21:0
Acido heneicosanoico
22:0
Acido behéico
24:0

Acido lignocérico

Acidos grasos omega-3!. Acidos grasos omega-62. Modificado de Ju et al., 2012; Nolasco Alzaga,
20162
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Se tiene conocimiento a través de diferentes estudios de que los &cidos grasos de
las series n-6 linoleico (LA) y de las series n-3 a-linolénico (ALA) son importantes
en la dieta para especies de camaron como Penaeus aztecus (Shewbart y Mies,
1973), Penaeus chinesis (Xu et al., 1993), Penaeus japonicus (Kanazawa et al.,
1979a; Kontara et al., 1997) Penaeus monodon (Merican y Shim, 1996; Deering et
al., 1997, Glencross y Smith, 1999), Penaeus merguiensis (Kanazawa et al.,
1979b), Penaeus setiferus (Bottino et al.,, 1980), Penaeus indicus (Read, 1981),
Palaemon serratus (Martin, 1980) y P. vannamei (Lim et al., 1997; Gonzalez-Félix
et al., 2002b; 2003; Zhou et al., 2007).

Los PUFA y HUFA, son ampliamente responsables de un papel generalizado en el
mantenimiento de la integridad de la membrana celular y de representar la
principal fuente de combustible aerdbico para el metabolismo energético del
musculo del camarén. El contenido de HUFA de las dietas artificiales y naturales
afecta la supervivencia, el crecimiento, la conversion alimenticia, la fecundidad, la
incubacion del huevo, la muda y la tolerancia al estrés osmotico de crustaceos del
género Peneus, debido a que los HUFA funcionan como precursores para los
eicosanoides, un importante grupo de hormonas paracrinas responsables de una
amplia gama de actividades fisiologicas (Kanazawa et al., 1979; Kayama et al.,
1980, FAO, 1989; Brett y Muller, 1997).

La composicion de &cidos grasos del camaron generalmente refleja los lipidos de
la dieta, especialmente para las dietas que contienen &cidos grasos insaturados
(Deering et al., 1997; Lim et al., 1997; Gonzalez-Félix et al., 2002a; 2002b; 2003;
Ju et al., 2012; Chen et al., 2014). Los lipidos son necesarios en las dietas para
camardn, no solo por su valor energético, sino también como fuente de &cidos
grasos esenciales, esteroles, fosfolipidos y vitaminas solubles en grasa. El nivel

optimo de lipidos totales en la dieta para camarones peneidos varia desde 6—10%.

Se ha sugerido el uso de HUFA en las dietas de camaron para mejorar su calidad
en aspectos como resistencia al estrés, mayor rendimiento productivo e incluso

mortalidad. HUFA como DHA, EPA y el ARA, son ampliamente estudiados para
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determinar los niveles éptimos de requerimientos nutricionales en las diferentes
etapas de los organismos cultivados. Se ha demostrado que estos acidos grasos
esenciales se requieren en las dietas de los crustaceos a niveles entre 0.5y 1%
(Lim y Akiyama, 1995).

Actualmente, la proporcion de &cidos grasos n-3 y n-6 debe ser un parametro
importante en la dieta para camaron (FAO, 2013), pese a que los acidos grasos n-
3 promueven un crecimiento mas rapido que n-6 (Lim et al., 1997). Se recomienda
la inclusién de una combinacion EPA y DHA a un nivel éptimo de 1% de la dieta
para juveniles de M. japonicus (Kanazawa et al.,, 1979) y para juveniles de
Penaeus chinesis (Xu et al., 1993), mientras que de 0.5-1% para P. monodon
(Chen y Tsai, 1986), asi como para P. vannamei (Gonzalez-Félix et al., 2002b;
2003; Zhou et al., 2007).

Se ha probado que al incrementar los niveles de n-3 HUFA (1%) en la dieta de P.
japonicus juvenil, aumenta la concentracién del contenido total de lipidos corporal
(EPA y DHA) en el tejido de camardn y se reducen los niveles de &cido linoleico y
del total de n-6 (PUFA) (Kontara et al., 1997). Por otra parte, se ha observado en
P. vannamei que la inclusién de una mezcla de 0.5% de EPA y 1% de DHA,
cumple con los requerimientos nutricionales para lograr un 6ptimo crecimiento
(Lim et al., 1997).

2.2.2 Metabolismo de &cidos grasos en camarén

La mayoria de los animales son capaces de sintetizar cadenas de acidos grasos
saturados a partir del acetato, o de adicionar dos unidades de carbono y mas
insaturaciones en el sitio del grupo carboxilo de un acido graso, pero no del lado
del grupo metilo (Tacon, 1989). En general, los enlaces dobles se introducen en
acidos grasos con 16 o 18 atomos de carbono, por lo que se puede decir que los
AG insaturados se sintetizan a partir de un SFA, introduciendo enlaces dobles por

medio de enzimas llamadas desaturasas (Adesaturasa) (Brett et al., 1997).
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Sin embargo, los animales son incapaces de sintetizar de novo acidos grasos con
enlaces dobles en las posiciones n-6 (serie linoleica) y en la n-3 (serie linolénica)
(Castell et al., 1986). La posicion de los dobles enlaces esta determinada por el
tipo de desaturasa, que se distribuyen de manera diferente entre organismos. Por
ejemplo, la A9 desaturasa solo se encuentra en animales, la A6 desaturasa esta
presente en animales y plantas inferiores, y la A15 desaturasa solo se encuentra

en algas y plantas con clorofila (Brett et al., 1997).

La desaturacion de acidos grasos es una reaccidn aerdbica catalizada por la
Adesaturasa, una oxigenasa terminal que requiere equivalentes reductores
derivados de NADPH, y administrados a través de una cadena de transporte de
electrones gue incluye el citocromo b5 y una reductasa. El proceso se efectia en
cuatro pasos, cada uno catalizado por una enzima especifica. El primer paso es
una reaccion de condensacion de la cadena del acido graso precursora con
malonil-CoA para producir una cadena de B-cetoacilo que posteriormente se
hidrogena en tres pasos sucesivos. La etapa limitante de la velocidad del proceso
es la condensacién, que determina la especificidad del sustrato y, por lo tanto, se

considera que es la enzima “elongasa” (Berg et al., 2002).

La enzima elongasa es clave en la biosintesis de acidos grasos, participa en la
elongacion de los &cidos grasos y de productos, incluidos los fosfolipidos, en la
estructura y el metabolismo del organismo (Yang et al., 2011). Sin embargo, hay
poca informacion disponible sobre la sintesis de PUFA en la amplia gama de otros

géneros de invertebrados acuaticos.
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Figura 2. Biosintesis de acidos grasos insaturados (Chen et al., 2015a).

Las investigaciones sobre la nutricion de peneidos se complementan con otros
métodos para demostrar que varios PUFA son esenciales. El andlisis de los lipidos
en los tejidos de los camarones después de una nutricion dada, ha mejorado la
comprension sobre el metabolismo de los acidos grasos. El metabolismo de los
acidos grasos implica el transporte de los acidos grasos de la hemolinfa a la célula
muscular y a las mitocondrias, donde residen los componentes clave de la via de

la B-oxidacion.
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2.3 Uso de aceites vegetales en dietas para camaron

Generalmente las dietas son formuladas con ingredientes de origen animal y
vegetal. Los ingredientes de origen animal son utilizados principalmente para
satisfacer requerimientos proteicos y de acidos grasos esenciales, especialmente
a las especies carnivoras. Sin embargo, estos ingredientes generalmente son de
mayor costo y de menor disponibilidad comparado con los de origen vegetal
(Chamberlain y Choung, 1995).

En las dietas para camaron, se emplean la harina y el aceite de pescado como
principales fuentes lipidicas, asi como aceites y lecitina de soya provenientes de
fuentes vegetales. Las harinas y aceites de pescado utilizadas en acuicultura
provienen de pelagicos menores como sardinas, anchovetas y macarela. En los
ultimos afios la sardina del Pacifico (Sardinops sagax caeruleus) se ha convertido
en especie objetivo, por su calidad y abundancia, asi como por el aporte de un
10% de lipidos en la harina y HUFA n-3 como el EPA (20.4%) y DHA (12.2%)
contenidos en el aceite (Gamez-Meza et al., 1999).

En la busqueda por mejorar el rendimiento productivo de camarén, pero con la
presion continua para reducir la utilizacién de los recursos marinos, se ha buscado
incorporar/sustituir los ingredientes de origen animal por ingredientes vegetales.
No obstante, al restringir estos componentes, las dietas pueden volverse limitantes
en varios nutrientes, como los aminoacidos y los acidos grasos esenciales

(Samocha et al., 2009) y tener un impacto en el crecimiento.

Las pruebas sobre la inclusion de aceites vegetales en alimentos acuicolas han
mostrado poca influencia en el rendimiento de especies marinas como salmones,
no obstante, estas dietas de prueba también han incluido niveles significativos de

aceite y/o harina de pescado (Parrish, 2018).

La sustitucion parcial del aceite de pescado por aceite vegetal puede alterar la
calidad nutricional del camarén mediante la modificacion de los perfiles de acidos

grasos musculares. Es probable que esta sustitucion de lipidos marinos reduzca la
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valiosa cadena larga acidos grasos n-3 en los tejidos del camaron y que se
introduzcan altos niveles de &cidos grasos n-6. Estas alteraciones son importantes
desde el punto de vista de la nutricion y de la salud humana (Ouraji et al., 2009;
Gonzélez-Félix et al., 2010).

En estudios en camardn, se ha demostrado que el aceite de soya y el aceite de
canola, que contienen altos niveles de ALA y LA, muestran un mejor valor
nutricional en comparacién con otros aceites ricos en acido palmitico y acido
oleico como el aceite de cacahuate y la manteca de cerdo en sustitucion al aceite

de pescado (Kanazawa et al., 1977; Zhou et al., 2007).

Zhou et al., en 2007 mostrdé que P. vannamei juvenil alimentado con una mezcla
de aceite de bacalao y soya tenia un mejor rendimiento de crecimiento y un mayor
contenido de HUFA en todo el cuerpo que otras fuentes de lipidos alimentarios

como manteca de cerdo, aceite de cacahuate, aceite de soya y aceite de colza.

La mayor parte de los organismos puede producir SFA, sin embargo, la enzima
fatty acid synthase (FAS) encargada de producir HUFA n-3 y n-6 a partir de PUFA
C18 no se encuentra activa en animales, pero si en plantas. Diferentes estudios
han demostrado que muchos crustaceos marinos carecen de las enzimas
necesarias para sintetizar HUFA a partir de PUFA C18 (Sheen y Wu, 2003;
Suprayudi et al., 2004; Holme et al., 2007). Sin embargo, Suprayudi et al., en 2004
demostraron que en larvas de cangrejos de fango Scylla serrata alimentados con
aceite de cartamo y aceite de semilla de perilla, se encontré una ligera mejora en
la composicién de acidos grasos de ARA y EPA respectivamente, sugiriendo que
este cangrejo puede tener la capacidad de bioconvertir PUFA C18 a HUFA.

Romano et al. (2012) describi6 la capacidad limitada o en cantidades insuficientes
para satisfacer las necesidades metabdlicas del crustaceo Portunus pelagicus
juvenil para sintetizar HUFA a partir de una dieta con 12% de aceite vegetal

(macadamia) sin inclusion de aceite de pescado.
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Chen et al. (2015a) observaron que P. vannamei juvenil en un ambiente de baja
salinidad (3 ups) y alimentado con una combinacion de aceites de canola, linaza y
cebo de vaca (a-linolénico), obtuvo mayor crecimiento que camarones alimentados
con aceite pescado debido a la sintesis de PUFA por la participacion del gen acyl-
CoA thioesterase, asi como otros genes asociados a las fuentes de lipidos que
cambiaron significativamente vias relacionadas con el metabolismo energético y

con la modulacion de la estructura de la membrana celular.
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Tabla V. Estudios realizados para sustituir aceite de pescado por aceite vegetal en
camarones juveniles P. vannamei

Referencia Lipidos utilizados Duracién Efectos
Siete lipidos (6.5% c/u): acido Mayor crecimiento,
Lim et al, | estedrico, aceites de coco, supervivencia, eficiencia
1997 cartamo, maiz, soya, linaza y |10 semanas| alimenticia y contenido de
aceite de pescado (Brevoortia HUFA (EPA y DHA) con el
tyrannus) aceite de pescado.
Cinco lipidos (5% c/u), dieta basal
Gonzalez- con 2.5% de acido palmitico y 2.5% Mayor crecimiento,
Félix et al., | de acido estearico: acido linoleico 6 supervivencia, eficiencia
m . - -
2003 18:2n-6, 4cido a-linolénico 18:3n-3, SeMas | alimenticia y lipidos totales en
ARA (20:4n-6), EPA (20:5n-3), los tratamientos con HUFA.
DHA 22:6n-3, mezcla de HUFA n-3
Seis lipidos (6% c/u): aceite de
pescado (Theragra Mayor crecimiento, eficiencia
Zhou et al., | chalcogramma), manteca de cerdo, ayor of g .
. ) alimenticia, supervivencia, y
2007 aceite de soya, aceite de |8 semanas .
. contenido de HUFA n-3 con el
cacahuate, aceite de colza y una .
. aceite de pescado.
mezcla de aceite de pescado +
aceite de soya (1: 1).
Harina de algas (Schizochytrium . L
. . . Peso final inferior en el
sp.), aceite de linaza (AL) y aceite .
. tratamiento  donde hubo
de soya (AS): 5% aceite de .
Kumar et remplazo completo de aceite
al., 2018 pescado (AP), 8% AP, 4% AP + 12 semanas| de pescado, sugiriendo que la
’ 2% AS + 2.8 % harina de alga, 2% har:C;a e :dll ai <5lo qodn’a
AP + 2% aceites vegetales + 5.8% g . P
. . reemplazar el aceite de
harina de alga, 2% aceites escado hasta en un 75%
vegetales + 8.8% harina de alga. P '
Cuatro dietas con sebo de ternera
y aceite de soya como principales _
. L M r rendimien
. fuentes de lipidos (8.5% de lipidos) ayg . endimiento de
Cavalheiro suplementadas con diferentes | 7 semanas crecimiento con
et al., 2019 y P suplementacion de 0.4% de

niveles de DHA-Nature™: 0.1, 1.7
y 0.4 % (con 240y 70 g kg™' DHA y
EPA)

DHA-Nature™




19

2.4 Efecto del alimento sobre la expresidon de genes de camaron

Hoy en dia se cuenta con herramientas de analisis molecular para conocer las
respuestas fisiolégicas bajo condiciones especificas como diferentes fuentes
nutricionales, agentes patolégicos o cualquier estresante en el sistema de cultivo
del camarén. La nutrigen6mica o gendmica nutricional es la ciencia que trata de
comprender cémo los diferentes componentes de la dieta influyen en los
mecanismos moleculares que a su vez determinan la fisiologia del camaron, y de
esta forma encontrar estrategias para optimizar el uso de nutrientes y aumentar la

calidad de los productos finales (Paoloni-Giacobino et al., 2003).

A diferencia del genoma relativamente estable, en el transcriptoma se pueden
observar variaciones con la etapa de desarrollo, la condicion fisiolégica y el
ambiente externo de un organismo. La transcriptomica es el estudio que analiza
qué porcién del genoma es transcrito a ARNm (expresién génica) en una muestra
biol6gica en un momento dado y en condiciones especificas (Chandhini y Rejish
Kumar, 2018; Mutch et al., 2005).

La transcriptbmica en peneidos (Penaeidae) ha sido impulsada por el interés
econdémico en las especies cultivadas, y de estas, P. vannamei es la especie mas
estudiada (Clavero et al., 2007), donde cada vez mas investigaciones se han
centrado en el crecimiento y en mejorar la utilizacién alimentos benefician a una o
varias funciones del organismo. La secuenciacion del transcriptoma puede usarse
para identificar de manera eficiente los transcritos de marcadores moleculares
involucrados en importantes procesos biolégicos (Powell et al., 2015). Sin
embargo, los datos de transcriptoma disponibles son insuficientes para los

requisitos de investigaciéon en relacion con el tamafio de su genoma.

En estudios relacionados con expresion diferencial de genes por un estimulo
nutricional, se ha visto que en comparacion con una dieta “normal”’ las dietas
basadas en ingredientes vegetales pueden alterar de forma significativa la
expresion de genes en crustaceos (Pefa-Rodriguez. 2011; Chen et al., 2015a; Lin
et al., 2017; Shu-Chien et al., 2017). A pesar de estos avances en nutrigendémica,
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actualmente la informacion de la calidad de lipidos en la dieta y su efecto sobre la
expresion de genes del camaroén y el perfil de acidos grasos es limitada.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de camardn blanco Penaeus vannamei representa una de las principales
industrias de produccion de alimentos con gran importancia comercial vy

econdémica en México y en el mundo.

Los niveles de produccion de camardn generan una alta demanda de alimento
balanceado, que puede representar hasta el 60% de los costos totales de
produccion. Los aceites empleados en el alimento del camarén son un factor
determinante dependiendo de su perfil de acidos grasos, de los cuales algunos
son esenciales para su crecimiento y desarrollo 6ptimo; sin embargo, actualmente
la informacioén sobre el efecto de diferentes aceites de la dieta sobre la expresion

de genes en P. vannamei es limitada.
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4. HIPOTESIS

Si la calidad en términos del perfil de &cidos grasos de los aceites suministrados
en el alimento del camaron tiene un efecto determinante en su desarrollo,
entonces, se espera que camarones juveniles alimentados con inclusiones de
aceite vegetal (canola) y animal (sardina y salmoén) permita identificar genes

asociados al crecimiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el crecimiento, la expresion transcripcional, y el perfil de acidos grasos del
camardn Penaeus vannamei alimentado con inclusiones de aceite vegetal (canola)

y animal (sardina y salmon)

5.2 Objetivos particulares

I. Determinar el efecto de diferentes fuentes de lipidos en el crecimiento y
perfil de &cidos grasos del camaron P. vannamei.
Il.  Analizar la expresion transcripcional del camarén P. vannamei por efecto de

diferentes aceites en la dieta.



24

6. MATERIAL Y METODOS

Los experimentos y andlisis de la presente tesis fueron desarrollados en el Centro
de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) unidad La Paz, Baja
California Sur, México y en la Plataforma Analitica LIPIDOCEAN en el Institut

Universitare Européen de la Mer (IUEM) en Brest, Francia.

6.1 Formulacion y elaboracion de alimentos experimentales

La formulacién de alimentos se realiz6 en el Laboratorio de Nutricion Acuicola de

CIBNOR. Se elaboraron tres alimentos con diferentes aceites:

¢ Alimento con aceite de canola, el cual sustituy6 al aceite de pescado (Canola).

e Alimento control de acuerdo a los requerimientos establecidos para la especie,
para el cual se utilizo aceite de sardina (Sardina).

e Alimento con una mezcla de aceite de sardina y aceite de salmén (Sardina +

Salmoén)

Los alimentos fueron elaborados en la Planta de Alimentos de CIBNOR. Las
harinas de pescado y de soya fueron previamente molidas en pulverizador y
tamizadas a 0.45 mm. Los microingredientes (< 2% de la formula) y los
macroingredientes (> 2% de la férmula) de cada alimento fueron homogenizados
en la mezcladora industrial Kitchenaid modelo K45SSWH. Se agreg6 la emulsion
de aceites que contenia el aceite de pescado y la lecitina de soya, y se afiadieron
~200 ml de agua purificada para hidratar la mezcla hasta lograr su

homogenizacion.

La masa obtenida fue colocada en la extrusora marca Torey (1/2 hp) con dado de
2 mm para la formacion de pellets de ~1cm. Los pellets se distribuyeron en
charolas y se secaron a 40°C en un horno con flujo de aire por 12 horas para
lograr el 10% de humedad. Los alimentos se dejaron enfriar a temperatura
ambiente por una hora y fueron almacenados en bolsas re-sellables.

Consecutivamente 50 g de cada alimento fueron utilizados para su analisis
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quimico proximal, y el resto fue almacenado en un refrigerador a 4°C hasta su uso

en el ensayo de alimentacion.

Tabla VI. Formulacién de alimentos experimentales (g kg 1)

Ingredientes

) Canola Sardina Sardina + Salmoén
(g 100g~* alimento)
Harina de trigo @ 392.4 3924 389.4
Harina de soyaP® 304 304 304
Harina de pescado © 220 220 220
Lecitina de soya d 35 35 35
CMC (aglutinante) © 15 15 15
Pre-mez.cla vitanfwinas y 53 53 53
minerales
Vitamina C 9 1 1 1
Antioxidante Bht" 0.3 0.3 0.3
Colina 1.5 1.5 15
Fosfato monosédico” 0.5 0.5 0.5
Aceite de canola'’ 25 0 0
Aceite de sardina? 0 25 16
Aceite de salmoén’ 0 0 12
Total 1000 1000 1000

a Molino San Cristébal, Sonora, MX; ® Promotora Industrial Acuasistemas SA de CV (PIASA), BCS, MX; ¢
Proteinas marinas y Agropecuarias SA de CV, Jalisco, MX; ¢ Central de drogas, SA de CV, Edo. de México;
¢ CMC= Carboximetilcelulosa, IMSA SA de CV, Ciudad de México, MX; f Premezcla (kg-1): Acetato de
vitamina A, 5; vitamina D3, 0.001; vitamina E, 8; vitamina K3, 2; tiamina-HCI, 0,5; riboflavina (B2), 3;
piridoxina-HCI, 1; acido pantoténico, 5; acido nicotinico, 5; biotina, 0.05; inositol, 5; vitamina B12, 0.002;
&cido fdlico, 0,18; celulosa, 865.3. Sigma-Aldrich, EUA; 9 Rovimix Stay C 35%, DSM, Paises Bajos; " Sigma-
Aldrich,EUA; ' Canoil, Aceites, Grasas y Derivados, S.A. de C.V., Zapopan, Jalisco, MX; | Nature's Life,
Corporativo Pharma Kas, S.A. de C.V., Chihuahua, Chihuahua, MX.
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6.2 Analisis quimico proximal

Los alimentos elaborados fueron analizados en el Laboratorio de Analisis Quimico
Proximal de CIBNOR utilizando los métodos de la AOAC (1980). Se analizaron
porcentajes de humedad, cenizas, proteinas, lipidos, fibra cruda, extracto libre de

nitrégeno (E.L.N.), energia y nitrégeno total.

6.2.1 Determinacion de humedad

Se pesaron 2 g de muestra por cada alimento en un crisol de porcelana
previamente puesto a peso constante y se introdujeron en una estufa a 105°C
para desecarla durante 4 h. Pasadas las 4 h se sacaron los crisoles de la estufa y
se dejaron enfriar en un desecador por 30 minutos. Posteriormente se peso la
muestra seca y se realizaron los célculos para determinar el porcentaje de

humedad.

6.2.2 Determinacién de cenizas

Se pesaron 2 g de muestra seca por cada alimento en un crisol de porcelana
previamente puesto a peso constante a 600°C por 5 h. Enseguida se metieron a la
Mufla Thermolyne 6000 para incinerar las muestras durante 5 h. Finalizadas las 5
h se apag6 la mufla y el dia siguiente se sacaron los crisoles de porcelana con las
muestras incineradas, se colocaron en un desecador durante 30 min y se pesaron

para para determinar el porcentaje de cenizas con la férmula:

. Peszo de crizol con cenizaz—Peso de crisol vacio
Cenizas = ¥ 100 Q)

Pezo de la muestra

6.2.3 Determinacion de proteina

Se pesaron 200 mg de muestra seca por cada alimento sobre papel de estafio, y

se analizaron con el método de combustion directa dumas, utilizando el equipo FP
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528 de LECO®. La muestra envuelta en papel estafio se colocé en el cabezal de
carga y fue purgada con gas atmosférico ingresado en el proceso de preparacion.
Continuando con la combustidn, se ingreso la muestra al horno calentado a 850°C
utilizando gas oxigeno puro para acelerar el proceso. Posteriormente, los gases
obtenidos en la combustién fueron homogeneizados en el Ballast® por medio de
una mezcla pasiva. El procedimiento se realizd en cuatro minutos y los resultados

fueron obtenidos automaticamente por el software del equipo.

6.2.4 Determinacion de lipidos

Se pesaron 2 g de muestra de cada alimento sobre un cartucho de celulosa
previamente puesto a peso constate. Cada cartucho se coloc6 en un depésito del
equipo de extraccion de lipidos Soxtec Avanti. Se colocaron vasos de aluminio con
80 ml de éter de petréleo y se montaron en una parrilla que fue colocada en el
equipo. Se corrié el programa de extraccion por 70 min. Los cartuchos subieron
automéaticamente terminado el tiempo de inmersion y lavados. Se retir6 el vaso de
aluminio, se coloc6 en campana de extraccidn para terminar de secar la muestra;
con una pinza se tomaron cada uno de los vasos y se colocaron en una estufa a
103°C por dos horas. Se sacaron los vasos con una pinza y se pusieron en un
desecador por 30 min hasta enfriarse a temperatura al ambiente. Se pesé el vaso
de aluminio + extracto etéreo y se calculd el porcentaje de lipidos segun la formula

correspondiente.

Peszo del vaso +lipidosextraidos — Peso del vaso vacio

Extracto etéreo = X 100 (2)

Pezo en g de lamuestra

6.2.5 Determinacion de fibra cruda

Se pes6 1 g de muestra seca por cada alimento que fue previamente
desengrasada en el equipo Soxtec-Avanti, en un crisol. La muestra se colocé en el

equipo Fibertec 1020 para determinacion de fibra cruda, se emboné el crisol y se
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le agregaron 150 ml de acido sulfarico (H2SO4 al 1.25%, 0.255 N) previamente
calentado. Se le agregaron unas gotas de octanol como antiespumante. La
muestra fue hervida durante 30 minutos y posteriormente se bajo la temperatura a
cero grados. Se coloco la bomba de vacio y se hizo el primer filtrado, enjuagando
tres veces con agua destilada. Se le agregaron 150 ml de hidroxido de sodio
(NaOH) previamente calentado y 1 ml de octanol; se repitid, la ebullicion por 30
minutos, el filtrado y los 3 lavados con agua destilada, y se volvié a filtrar con la
bomba de vacio. Se secaron los crisoles en estufa a 120°C por dos h. Se dejaron
enfriar en un desecador por 30 minutos y se registro el peso. Las muestras se
volvieron a meter a una mufla a 520°C por 20 minutos, se apagé la mufla y al dia
siguiente se sacaron y se enfriaron en un desecador por 30 minutos, y se pesaron

los crisoles con la fibra cruda.

Fibra Cruda = Pezo en gdel crizol a 130°C — Peso en g del crizol+ceniza % 100 (3)

Pezo en g de lamuestra

6.2.6 Determinacion de energia

Se pesé 1 g de muestra en una cépsula de acero, esta se llevé al calorimetro y se
colocé dentro del equipo sobre un hilo de algodén para ser quemada la muestra

de 8 a 10 minutos.

6.2.7 Extracto libre de nitrégeno

Se calculé de la suma del porcentaje de proteinas, extracto etéreo, fibra cruda y

cenizas.

E.L.N = 100 — (% proteina + % extracto etéreo + % fibra cruda + +9% ceniza)  (4)
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6.3 Ensayo in vivo de alimentacion

El bioensayo de alimentacién se realiz6 en el Laboratorio Himedo de Nutricion
Acuicola del CIBNOR durante 28 dias para determinar el rendimiento productivo

de camarén P. vannamei alimentado con los tres diferentes tratamientos.

Los camarones juveniles se obtuvieron del laboratorio comercial Larvas Gran Matr,
S.A. de C.V., ubicada en La Paz, Baja California Sur, México. Los organismos se
aclimataron y mantuvieron en condiciones de laboratorio (28° C,>4 mg L-: DO y

37 ups) durante una semana de prueba de alimentacion previa.

Se utilizaron réplicas de 10 camarones por tratamiento y por triplicado, con un
peso promedio inicial de 0.2 g. Los camarones fueron colocados en 9 acuarios

bajo las siguientes condiciones controladas:

e Nivel de agua: 60 L de agua de mar filtrada a 1 um y esterilizada por luz UV

e Temperatura: 28°C + 0.3°C

e pH: 8

e Oxigenacién:5+1.5mgL?

e Recambio de agua: 50% diario cada marfiana por sifoneo

e Alimentacion: a saciedad en dos raciones (9:00 y 15:00 h), iniciando con el
10% de la biomasa y ajustando diariamente la tasa de alimentacion de
acuerdo al consumo. Se incrementd la racion cuando el consumo de alimento
fue total, y se redujo la raciébn de alimento si se encontraban restos de
alimento a la mafiana del dia siguiente.

e Fotoperiodo: luz 12 h / oscuridad 12 h

e Salinidad: 36 £ 0.4 ups

Al finalizar el ensayo in vivo, se realizé la biometria final de todos los camarones,
sustrayendo los organismos de los acuarios para pesarlos individualmente y
sumergirlos en nitrégeno liquido para provocar su muerte de manera rapida y asi

evitar la degradacion de sus componentes. Se colocaron en bolsas individuales de
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plastico rotuladas, para posteriormente almacenarse en un ultra-congelador a -
80°C.

6.5 Parametros zootécnicos considerados

e Biomasa del acuario: es la suma de los pesos individuales de los camarones
presentes en un acuario. Esta variable refleja los efectos en conjunto del
crecimiento y de la sobrevivencia (Pefa-Rodriguez, 2011).

e Ganancia en peso individual (g): es el incremento en peso con respecto al
peso individual promedio inicial. Donde pf = peso individual final del
organismo y pi = peso individual inicial del organismo. Esta variable se
calcul6 para cada acuario a partir del peso promedio inicial y del peso

promedio final (Cruz-Suarez et al., 1993).

GP = pf — pi (5)

e Supervivencia (S%): es el porcentaje de los organismos vivos durante el
tiempo de experimentaciéon. Donde Nf = ndmero final de organismos y Ni =
Numero inicial de organismos, multiplicado por 100 (Cruz-Suarez et al.,
1993).

_ N
§=_ X 100 (6)

e Consumo de alimento: se considerd el total del alimento suministrado por
camaron por dia. Para cada acuario el consumo se reporté como la suma del
consumo individual diario estimado a lo largo de n dias de bioensayo (Cruz-
Suarez et al., 1993).

, , . consume en el acuario al dia i
Consumo individual = X} 111( )

(7)

e Tasa de crecimiento (TC%): porcentaje de crecimiento por camarén con

niumere de camarones al dia i

respecto al peso promedio inicial (Cruz-Suarez et al., 1993).

TC=2" X 100 (8)
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e Factor de conversion alimenticia (FCA%): es el alimento consumido por

unidad de peso ganado (Cruz-Suérez et al., 1993).

FCA = Consumo individual % 100 (9)

Incrementos anpeso individual

e Tasa de crecimiento especifico (TCE%): Denota el crecimiento promedio del

organismo al dia (Ricker, 1975).

loge peso final—loge peso inicial

TCE =

X 100 (10)

Periodo total de crecimiento

6.6 Andlisis de lipidos y del perfil de acidos grasos

6.6.1 Extraccion de lipidos

La etapa de extraccion de lipidos se realizé en el laboratorio de Metabolismo de
Lipidos en CIBNOR. Se pesaron 100 mg de muestra de cada alimento por
duplicado, y 100 mg de musculo de camardn sin exoesqueleto por triplicado. A las
muestras de alimento se les afiadieron 400 ul de agua y se homogenizaron con
pistilo. A cada muestra de alimento y de masculo se le afiadieron 6 ml de solucién
Folch (cloroformo/metanol 2:1 v/v), 10 pl de estandar C23:0, y 10 ul de BHT. Las
muestras de musculo fueron homogenizadas y posteriormente sonicadas durante
15 minutos en bafio con hielo, para finalmente ser vortexeadas (Folch et al., 1956).

Se almacenaron a -20°C hasta su analisis de perfil de acidos grasos.

6.6.2 Lipidos totales de musculo de camarén

Se realiz6 la determinacion de lipidos totales por método gravimétrico (Folch., et
al., 1957), para lo cual se utilizaron 2ml de extracto lipidico considerado backup. El
extracto se evapord con nitrégeno gaseoso (N2), para después agregar 1ml de
solucién de Folch. El extracto se filtrd6 en una micro-columna con 1.5 cm de silice,
a la cual se afiadieron 10 ml de solucion de Folch. La muestra fue recuperada y

evaporada a un volumen de 1 ml.
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Tubos de borosilicato de 10 ml fueron puestos a peso constante en un horno a
temperatura controlada (80°C por 24 h). Los tubos fueron colocados en un

desecador, y después de una hora se registré el peso de cada uno de los tubos.

Se agrego el extracto lipidico filtrado a los tubos de borosilicato, y fue evaporado a
sequedad con nitr6geno gaseoso. Los tubos con el extracto vaporado se
colocaron en un horno de temperatura controlada (80°C por 24 h), para
posteriormente ser colocados en un desecador durante una hora. Se registro el

peso de cada tubo + lipidos.

6.6.3 Obtencion de lipidos polares y neutros de muasculo

El andlisis de perfil de acidos grasos de muasculo de camarén se realizé en la
plataforma analitica LIPIDOCEAN en Plouzané, Francia, utilizando el método de
Mathieu-Resuge et al. (2019).

Se tomé 1 ml de cada muestra y se depositd en un vial de 7 ml, para ser
evaporada a sequedad con nitrégeno. Posteriormente se realizaron tres lavados
con 2 ml de solucion cloroformo/metanol 98:2 v/iv (CHCI;/MeOH). Se inyecto6 la
muestra (fase estacionaria) en una micro-columna con gel silice y fibra de vidrio
contenida en un tubo pasteur. La micro-columna se conectd con un contenedor de
vidrio en la parte superior para consecutivamente depositar 10 ml de solucion
CHCI3/MeOH 98:2 (fase movil) y por gravedad recuperar los lipidos neutros en un

tubo con capacidad de 20 ml.

Después de recuperar los lipidos neutros, sobre la micro-columna se depositaron
20 ml de MeOH y se recuperaron los lipidos polares en un tubo con capacidad de
20 ml con 20 pul de estandar C23:0 afadido previamente.

Los solventes de nueve tubos de lipidos neutros y nueve tubos de lipidos polares
fueron evaporados durante 1.4 horas en el equipo Genevac® a temperatura de
29°C y a una presion 39 mbar. A continuacion, a los tubos se les realizaron tres
lavados con solucion Folch, y el contenido se transfirio a viales 7 ml los cuales se

pusieron a evaporar a sequedad con nitrégeno.
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A cada tubo evaporado se le agregaron 800 pl de &cido sulfurico (H2SO4/MeOHs)
como catalizador para esterificacion. Se cerraron los tubos para evitar derrames y
se colocaron en una placa caliente a 96°C durante 10 minutos. Después de los 10

minutos se dejaron enfriar los tubos a temperatura ambiente.

En cada tubo se agregaron 1.5 ml de agua destilada saturada con hexano (Milli-Q)
y 800 pl de hexano. Los tubos fueron agitados durante un minuto y posteriormente
fueron centrifugados a 1000 RPM durante un minuto. Con una pipeta pasteur fue
recuperada la fase inferior con agua y fue desechada. En cada tubo se afiadieron
1.5 ml de agua Milli-Q, se agitaron durante un minuto y de nuevo fueron
centrifugados en las mismas condiciones. Los lavados con agua Milli-Q fueron
repetidos tres veces. Después de la ultima centrifugacion se metieron las muestras
a un ultra congelador a -20°C. Por dltimo, se recuperd el sobrenadante de cada

muestra y fue depositado en un vial &mbar de 1 ml de capacidad.

El andlisis de perfil de acidos grasos para lipidos polares, neutros y totales se
realizé en el cromatdgrafo de gases Varian CP-3800 por ionizaciéon de flama y dos
columnas para separar FAME (acidos grasos metil-esterificados): ZB WAX (Front)
(Ref. 7THG-6007-11 Phenomenex) y la columna ZB 5HT (Middle) (Ref. 7HG-G015-
02 Phenomenex) y el software Galaxie Chromatography Data System.

6.7 Andlisis estadistico

Los datos de zootecnia y acidos grasos se expresaron como la media de cada
tratamiento + DE (desviacién estandar) y se sometieron a un ANOVA de una sola
via en el programa SPSS® (Statistics de IBM para Windows, version 25) para
determinar las diferencias significativas entre los tratamientos. Las diferencias
significativas entre las medias se compararon mediante una prueba post hoc y de
comparaciones multiples de Tukey. El nivel de significancia se establecio en
P<0.05.
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6.8 Analisis de expresion diferencial

6.8.1 Extraccion de ARN

Posterior a los 28 dias de alimentacion, se obtuvieron muestras de musculo del
segundo segmento del camardn y fueron conservadas en solucibn RNAlater®
(Invitrogen). De estas muestras se realizé la extraccion de ARN total utilizando
TRIzol® (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se cuantifico
el ARN por fluorometria en Qubit® (Invitrogen™), y se determind su concentracién
y pureza en NanoDrop (relacién 260/280). EI ARN precipitado en acetato de sodio

y etanol, fue enviado a la compafia Genewiz (EUA) para su secuenciacion.

6.8.2 Analisis bioinformatico

Se realizaron dos librerias de cada tratamiento (canola, sardina, sardina + salmon)
y cada libreria se formé de cuatro camarones, con al menos un camarén de cada
réplica para generar una libreria. Las librerias fueron secuenciadas Paired-end
(PE). Las librerias fueron secuenciadas en la plataforma lllumina® Hi-Seq 2500,

obteniendo para cada libreria 20 millones de lecturas pareadas (PE) 2 x 150 pb.

De cada libreria se analizé la calidad de las secuencias con el programa FastQC
version 0.11.8 (Andrews et al., 2011), identificando los adaptadores usados en la

secuenciacion y delimitando los parametros a considerar para la limpieza.

Los adaptadores y las lecturas que no cumplieran con las especificaciones de
calidad Q<30, fueron eliminados con el programa TRIMMOMATIC 0.38 utilizando
las  opciones: PHRED 33, ILLUMINACLIP, LEADING, TRAILING,
SLIDINGWINDOW, MINLEN (Anexo A).

Se utilizé el programa HISAT2 para alinear las lecturas de las librerias de cada
tratamiento al genoma de referencia de Penaeus vannamei ASM378908v1l (Anexo

B), siguiendo el protocolo de Pertea et al., (2016) (Fig. 3).
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Genoma de referencia
Penaeus vannamei Lecturas
ASM378908v1 1 (ARN-Seq)

Alineamiento de
lecturas

“mble y

cuantlﬁcaclén de
transcritos

.

stadisticas

“lén de

abundancia

(Ballgnwn)

Diagramas y tablas de
expresion diferencial

Figura 3. Protocolo de HISAT2 para realizacién de analisis bioinformatico.

Se alinearon las lecturas para posteriormente ensamblar y cuantificar los genes y
transcritos expresados en cada muestra utilizando el programa Stringtie 1.3.4. Con
Gffcompare 0.10.8 se compararon los genes y los transcritos con la anotacion de
referencia para obtener los datos estadisticos. Posteriormente se procesaron las
alineaciones de las lecturas y los transcritos combinados con la anotaciéon del
genoma de referencia para estimar las abundancias con Stringtie —eB, y se

crearon tablas de transcripcién para la entrada de Ballgown.
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Se utilizé el programa Rstudio version 3.6.0, los paquetes RSkittleBrewer (para
configurar colores), genefilter (para el célculo rapido de medias y varianzas), dplyr
(para clasificar y organizar los resultados), devtools (para reproducibilidad e
instalacion de paquetes) y Ballgown de Bioconductor para filtrar las abundancias
mas bajas de los genes y transcritos (varianza entre las muestras de menos de
uno), asi como para identificar los genes y transcritos estadisticamente diferentes

entre los tratamientos y que cumplieran con un valor umbral de g = 0.05.

Se extrajeron las secuencias de los genes expresados diferencialmente (.fasta)
utilizando el programa fastagrep.pl y el genoma de referencia de Penaeus
vannamei ASM378908vl (.fna), para obtener la anotaciéon funcional de estos
genes con el programa Trinotate 3.0.2 y la base de datos de Uniprot por medio de

blastx (nucleotidos) con el programa nchi-blast 2.9.0+.

Se realizé un analisis de componentes principales en el programa STATISTICA
(StatSoft. Inc., version 7.0) para determinar si existen patrones de distribucion de
datos de acuerdo con los diferentes tratamientos y los genes expresados

diferencialmente.
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis quimico proximal de alimentos

Los alimentos elaborados presentaron un contenido de 37% de proteina y de 7—
8% de lipidos.

Tabla VII. Resultados obtenidos del andlisis quimico proximal a los alimentos

utilizados durante el ensayo de alimentacion (base seca).!

Extracto Fibra

H 2
Etéreo Cruda Cenizas ELN

. Humedad Proteina
Tratamientos

0, 0, 0, 0,
(%) (%) %) %) (%) (%)
6.26 + 37.49 + 7912 + 0.83 + 8.39+
Canola 0.05 0.17 0.03 0.06 0.03 45.38
7.48 + 38.15 + 7.73 + 1.23 + 8.44 +
Sardina 0.03 0.11 0.07 0.06 0.02 44 .44
6.58 + 37.87 8.36 + 1.23 + 8.35+
Sardina+Salmon 0.06 0.05 0.06 0.06 0.05 44.19

1 Los valores representan la media del triplicado por tratamiento + DE. 2 Extracto libre de nitrégeno.

7.2 Supervivencia y rendimiento productivo

Al finalizar el ensayo de alimentacion, en los tres tratamientos hubo supervivencia

> 90%, en este pardmetro no se encontraron diferencias significativas (Tabla VIII).

De acuerdo con los datos obtenidos después del ensayo de alimentacion y de los
andlisis estadisticos realizados, se observaron diferencias significativas en los
pardmetros de peso final, tasa de crecimiento, tasa de crecimiento especifico,
consumo de alimento y factor de conversion alimenticia. Se observé el incremento
de peso en los organismos cuyas dietas contenian aceite de pescado en su
formulacion (Fig. 4), a diferencia del tratamiento en el que se utilizé aceite vegetal
(P<0.05).
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Tabla VIII. Supervivencia de P. vannamei
alimentado con diferentes fuentes de lipidos?.

Tratamientos Supervivencia (%)
Canola 100
Sardina 100
Sardina+Salmon 96.66 +5.78

1 Los valores representan la media del triplicado o duplicado
por tratamiento + DE

450 r
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Figura 4. Peso Final. Figura 5. Tasa de crecimiento

Respecto a la tasa de crecimiento (Fig. 5) se encontraron diferencias significativas
entre los tres tratamientos, siendo superiores los organismos del tratamiento
‘sardina + salmon’ (P<0.05), de la misma forma con lo observado en la tasa de

crecimiento especifico (Fig. 6).

Los organismos del tratamiento ‘sardina’ (control) consumieron significativamente
mas alimento en comparacion con los organismos del tratamiento ‘canola’
(P<0.05) (Fig. 7), pero sin representar diferencias significativas respecto al
alimento con ‘sardina + salmon’. En relacion al factor de conversion alimenticia, los

valores obtenidos fueron de 1.5 en los tratamientos ‘sardina’ y ‘canola,
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presentando diferencias significativas (P<0.05) con respecto al tratamiento

‘sardina + salmon’ (Fig. 8).
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Figura 6. Tasa de crecimiento especifico Figura 7. Consumo de alimento
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Figura 8. Factor de conversion alimenticia
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7.3 Lipidos totales en musculo de camaron

En la Tabla IX se muestran los resultados del contenido de lipidos totales en
porcentaje (%), siendo mayor en el musculo de los camarones del tratamiento
‘canola’, seguido del tratamiento ‘sardina + salmén’, y en menor concentracién el
tratamiento ‘sardina’.

Tabla IX. Porcentaje de lipidos totales del masculo de P.
vannamei alimentado con diferentes fuentes lipidicas?

Tratamientos Lipidos totales (%)
Canola 6.147 £ 0.69
Sardina 3.758 £ 0.90
Sardina + Salmon 5.365 £+ 0.62

1 Los valores representan la media de las muestras triplicadas + DE.

7.4 Perfil de acidos grasos

7.4.1 Dietas experimentales

Las dietas experimentales mostraron una composicioén proximal similar (Tabla VII),
pero una composicion de acidos grasos diferente (Tabla Xl). Los alimentos con
aceite de pescado presentaron mayor contenido de PUFA y HUFA, respecto a la
dieta ‘canola’. Ademas los tres alimentos fueron significativamente diferentes
(P<0.05) respecto al contenido de acidos grasos n-3 y n-6, presentando mayor
concentracion de n-3 el tratamiento ‘sardina + salmén’ y por el contrario, hubo

mayor concentracion de n-6 en ‘canola’ (Tabla X).
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Tabla X. Concentracion de acidos grasos (ug mg* de alimento, base himeda) en
dietas experimentales? ?

Tratamientos

Acidos grasos Canola Sardina Sardina + Salmén
14:0 1.76 £ 0.07° 1.44 £ 0.072 1.52 + 0.042
16:0 14.65 £ 0.07° 7.17 £ 0.022 7.33+£0.082
18:0 3.81 £ 0.02° 1.70 £ 0.022 1.78 £ 0.042
16:1n-7 2.16 £ 0.04° 1.67 = 0.062 1.71 0.092
18:1n-9 29.08 + 0.65° 4.08 £ 0.002 4.09 £ 0.152
18:1n-7 2.50 + 0.03p 0.83 £ 0.002 0.88 £ 0.022
16:2n-4 0.22 +0.02 0.15+ 0.02 0.16 £ 0.07
18:2n-6 33.27 £ 0.16° 9.79 £ 0.092 9.18 + 0.552
18:3n-3 6.23 £ 0.09° 1.23 = 0.002 1.190.072
18:4n-3 0.16 + 0.002 0.28 £ 0.01° 0.36 £ 0.00¢
20:4n-6 0.79 £ 0.00° 0.51 £ 0.002 0.50 £ 0.002
20:5n-3 2.10 £ 0.022 2.31+0.02° 2.66 £ 0.02¢
21:5n-3 0.28 £ 0.03° 0.14 0.002 0.14 0.032
22:5n-3 0.25 +0.02 0.25+0.04 0.28+£0.01
22:6n-3 2.30+ 0.00 2.30+£0.00 2.30+ 0.00
Saturados @ 21.392 10.84° 11.20°
mggfura dost 33.74P 6.582 6.672
PUFA y HUFAS 45.66 17.12 16.96
Total n-36 11.37 6.61 7.12
Total n-67 34.06 10.30 9.68

1 Los valores representan la media de las muestras duplicadas + DE. Los valores de
acidos grasos (ug FAME) se ajustaron para expresar un porcentaje del area total
identificada en los cromatogramas, los picos no identificados no se consideraron en los
célculos. 2 La media dentro de las columnas con la misma letra no es significativamente
diferente (Tukey a = 0.05). 314:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0, 22:0; 416:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7;
516:2n-4, 16:4n-3,18:2n-6, 18:3n-3, 18:4n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 21:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3;

6 16:4n-3, 18:3n-3, 18:4n-3, 20:5n-3, 21:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; 7 18:2n-6, 20:4n-6.
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Tabla XI. Composicion relativa de acidos grasos (%) en dietas experimentales!?

Tratamientos

Acidos grasos Canola Sardina Sardina+Salmon
14:0 1.74 £ 0.052 4.15+0.17° 4.33 +0.02
16:0 14.52 £ 0.242 20.69 + 0.08P 20.98 + 0.70P
18:0 3.77 £0.012 4.92 +0.08° 5.10 £ 0.24°
16:1n-7 2.14 £ 0.022 4.81 £0.14° 4.88 +0.14°
18:1n-9 28.81 + 0.30P 11.76 + 0.082 11.68 £0.172
18:1n-7 2.47 £0.04 2.39+0.01 2.51+0.12
18:2n-6 32.96 +0.21° 28.25 +0.482 26.24 +£1.012
18:3n-3 6.17 £ 0.02° 3.54 + 0.042 3.40+0.112
18:4n-3 0.15 £ 0.002 0.80 + 0.02° 1.02 + 0.02¢
20:4n-6 0.78 + 0.002 1.47 + 0.00P 1.42 + 0.05P
20:5n-3 2.07 £ 0.002 6.68 + 0.02° 7.60 £ 0.07¢
22:5n-3 0.25+0.012 0.72 £ 0.10° 0.80 £ 0.07°
22:6n-3 2.28 +0.022 6.63 + 0.04° 6.58 + 0.14°
Saturados?® 21.19 £ 0.142 31.27 +0.08° 32.02+ 0.85°
Mono-insaturados*  33.43 +0.38° 18.96 + 0.042 19.07 £ 0.192
PUFA y HUFA® 44.662 48.09° 47.06°
Total n-37 11.272 19.07° 20.35°¢
Total n-68 33.75° 29.772 27.662

1 Los valores representan la media de las muestras duplicadas + DE. Los valores de acidos grasos (%
FAME) se ajustaron para expresar un porcentaje del area total identificada en los cromatogramas, los
picos no identificados no se consideraron en los célculos. ? La media dentro de las columnas con la
misma letra no es significativamente diferente (Tukey a = 0.05). 2 14:0, 16:0, 18:0; * 16:1n-7, 18:1n-9,
18:1n-7; ®18:2n-6, 18:3n-3, 18:4n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; ¢ 18:3n-3, 18:4n-3, 20:5n-3,
22:5n-3, 22:6n-3; 7 18:2n-6, 20:4n-6.
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7.4.2 Fracciones polares y neutras de musculo

La composicion de los AG del masculo de camaron de los tres tratamientos, se vio
afectada por la composicién de los lipidos de las dietas. Los niveles de 20: 5n-3
(EPA) y 22: 6n-3 (DHA) fueron significativamente mas altos en ‘sardina + salmoén’
y en ‘sardina’. La mayor concentracion de PUFA y HUFA fue observada en las
fracciones polares y por el contrario, los AG saturados fueron mas abundantes en
las fracciones neutras. Los niveles de ALA (18: 3n-3) y LA (18: 2n-6) fueron mas

altos en el tratamiento ‘canola’, debido a la contribucion del aceite vegetal.

El porcentaje de PUFA y HUFA, y del total de AG n-3 en la fraccion polar (Tabla
XIV) fue significativamente mas alto para la dieta ‘sardina’ respecto al tratamiento
‘canola’, mientras que en el resultado del porcentaje total de AG n-6 fue
significativamente mayor para el tratamiento ‘canola’ en relacién con los otros dos
tratamientos. Para la fraccion neutra no se encontraron diferencias significativas

respecto a porcentajes o concentracion (ug) entre los tres tratamientos.
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Tabla XIl. Concentracién de acidos grasos (ug mg* musculo, base himeda)
en la fraccion lipidica polar de muasculo de P. vannamei alimentado con
diferentes fuentes lipidicas® 2

Tratamientos

Acidos grasos Canola Sardina Sardina + Salmon
Fraccion Polar

14:0 0.13+£0.03 0.15+£0.02 0.17+£0.01
16:0 11.60 + 0.89 10.99 £ 0.73 9.99+0.25
18:0 7.26 +1.08 6.93 + 0.98 6.44 £ 0.35
16:1n-7 0.41 £ 0.052 0.63 +0.04° 0.63 + 0.04°
18:1n-9 10.24 + 2.02b 5.32 £0.922 4.25+0.122
18:1n-7 2.17 £0.47 1.98 + 0.08 1.62 +0.08
18:2n-6 11.61 + 1.59b 7.69 £ 0.412 7.11 £ 0.542
18:3n-3 1.07 £ 0.15P 0.37 £0.012 0.40 £ 0.032
20:2n-6 1.12+0.25 0.96 £0.19 0.74 £ 0.03
20:4n-6 2.20+£0.45 2.11+0.23 1.69+0.17
20:5n-3 6.29 + 0.95 8.10 £ 0.97 7.37+£0.73
22:5n-6 0.22 +0.06° 0.25 + 0.09° 0.002
22:5n-3 0.40 £ 0.04 0.50+0.18 0.46 £ 0.05
22:6n-3 6.76 + 0.89 7.90+0.79 6.58 £+ 0.84
Saturados?® 18.86 22.55 20.05
Mono-insaturados* 24.43 15.61 13.61
PUFA y HUFAS 29.67 27.88 24.35
Total n-3° 14.52 16.86 14.81
Total n-67 15.16 11.01 9.54

1 Los valores representan la media de las muestras triplicadas + DE. Los valores de &cidos grasos (%
FAME) se ajustaron para expresar un porcentaje del area total identificada en los cromatogramas, los
picos no identificados no se consideraron en los célculos.? La media dentro de las columnas con la misma
letra no es significativamente diferente (Tukey a = 0.05). 2 16:0, 17:0, 18:0; # 16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7; °

18:2n-6, 18:3n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3;
18:2n-6, 20:4n-6.

18:3n-3, 18:3n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; 7



Tabla XlII. Concentracién de acidos grasos (ug mg?* musculo, base hiimeda)
de la fraccion lipidica neutra de muasculo de P. vannamei alimentado con

diferentes fuentes lipidicas® 2
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Tratamientos

Acidos grasos Canola Sardina Sardina + Salmon
Fraccion neutra

16:0 0.86 +0.21 1.09+£0.31 0.95 +0.08
18:0 0.65+0.14 0.95+0.25 0.78 £0.06
18:1n-9 0.66 + 0.65¢ 0.41 +0.06° 0.29 £ 0.032
18:1n-7 0.11 £0.02 0.17 £ 0.04 0.09 £ 0.00
18:2n-6 0.47 £0.11 0.44 +0.14 0.32 £0.02
18:3n-3 0.12+0.01 0.13+£0.06 0.05 £ 0.02
20:2n-6 0.05+£0.01 0.06 £0.01 0.03 £0.00
20:4n-6 0.15+0.00 0.19 £ 0.05 0.12+0.01
20:5n-3 0.23 +£0.02 0.31+0.10 0.30 £ 0.04
22:5n-3 0.04 £0.00 0.00 0.10 +£0.08
22:6n-3 0.17 £0.03 0.24 £ 0.05 0.22 £ 0.09
Saturados? 1.51 2.05 1.73
Mono-insaturados* 0.76 0.58 0.38
PUFA y HUFA® 1.24 1.39 1.14
Total n-3° 0.56 0.69 0.67
Total n-67 0.68 0.70 0.47

1 Los valores representan la media de las muestras triplicadas + DE. Los valores de acidos grasos (%
FAME) se ajustaron para expresar un porcentaje del area total identificada en los cromatogramas, los
picos no identificados no se consideraron en los célculos.? La media dentro de las columnas con la misma
letra no es significativamente diferente (Tukey a = 0.05). 3 16:0, 17:0, 18:0; 4 16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7; 5

18:2n-6, 18:3n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; ’
18:2n-6, 20:4n-6.

18:3n-3, 18:3n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; 8
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Tabla XIV. Composicion relativa de acidos grasos (% del total de acidos
grasos) de la fraccion lipidica polar de musculo de P. vannamei alimentado con
diferentes fuentes lipidicas!?

Tratamientos

Acidos grasos Canola Sardina Sardina+Salmon
Fraccion Polar

14:0 0.19 £ 0.02 0.26 + 0.06 0.34 £ 0.04
16:0 17.14 +1.28 18.78 £+ 0.72 19.43 +0.98
17:0 1.05 + 0.042 1.22 +0.08° 1.23 £ 0.08P
18:0 10.65 + 0.462 11.79 £0.03%»  12.53 + 0.08°
16:1n-7 0.57 £ 0.03° 1.08 + 0.162 1.22 + 0.042
18:1n-9 14.93 £ 0.92° 9.02 + 0.742 8.26 + 0.212
18:1n-7 3.18+ 041 3.39+0.26 3.15+0.02
18:2n-6 17.07 £ 1.03° 13.16 + 0.342 13.79 £ 0.342
18:3n-3 1.59 + 0.04° 0.63 + 0.082 0.78 £0.342
20:2n-6 1.64+0.18 1.63+0.18 1.43 +0.10
20:4n-6 3.21+0.28 3.59+0.12 3.27 £0.17
20:5n-3 9.25 +0.742 13.81 + 0.96° 14.29 + 0.64°
22:6n-3 9.93+0.172 13.48 £ 0.63° 12.74 £ 0.92°
Saturados?® 30.55 £ 1.392 33.20£0.29%"  34.74 +2.18°
Mono-insaturados#* 19.78 + 1.40° 14.42 + 0.46%  13.16 +0.272
PUFA y HUFA® 42.692 46.30° 46.30°
Total n-3° 20.772 27.92° 27.81°
Total n-6" 21.92° 18.382 18.492

1 Los valores representan la media de las muestras triplicadas + DE. Los valores de &cidos grasos (%
FAME) se ajustaron para expresar un porcentaje del area total identificada en los cromatogramas, los
picos no identificados no se consideraron en los céalculos.? La media dentro de las columnas con la
misma letra no es significativamente diferente (Tukey a = 0.05). 3 16:0, 17:0, 18:0; 4 16:1n-7, 18:1n-9,
18:1n-7; 518:2n-6, 18:3n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; ® 18:3n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; 7
18:2n-6, 20:4n-6.
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Tabla XV. Composicién relativa de acidos grasos (% del total de acidos grasos)
de la fraccion lipidica neutra de musculo de P. vannamei alimentado con
diferentes fuentes lipidicas!?

Tratamientos

Acidos grasos Canola Sardina Sardina+Salmon
Fraccion neutra

16:0 21.33 £0.992 24.40 +2.24%  26.33 +1.55°
17:0 1.08 £0.12 2.66 +2.12 1.70 £ 0.55
18:0 16.35+1.122 21.17 +0.47°  21.80 +2.08°
20:0 1.28+£0.19 1.23 £ 0.56 1.42+£0.24
22:0 1.81 +0.52° 0.002 1.25 +0.26°
18:1n-9 16.22 +0.84° 9.37 £0.972 8.08 £0.172
18:1n-7 2.69 +£0.35 3.83+0.73 2.70+£0.19
18:2n-6 11.69 +0.18° 9.82+1.11% 8.97 £1.192
18:3n-3 2.93+0.30 2.90 +1.47 1.58 £ 0.60
20:2n-6 1.43+0.16 1.48 £ 0.46 0.86 + 0.24
20:4n-6 3.85+0.75 4.38+1.31 3.52+0.37
20:5n-3 5.92 +0.63 7.24 £ 2.06 8.34+1.18
22:5n-3 1.05+0.05 0.00 2.56 +1.81
22:6n-3 4.34+0.21 5.50 £ 0.29 6.12 + 1.57
Saturados?® 41.84 + 1.56° 51.19+1.95° 52.49 +4.16°
Mono-insaturados* 19.60 + 1.08° 13.20 + 1.482 11.30 £ 0.372
PUFA y HUFAS 31.21 31.32 31.95
Total n-3° 14.24 15.64 18.60
Total n-67 16.97 15.68 13.35

1 Los valores representan la media de las muestras triplicadas + DE. Los valores de &cidos grasos (%
FAME) se ajustaron para expresar un porcentaje del area total identificada en los cromatogramas, los
picos no identificados no se consideraron en los calculos.? La media dentro de las columnas con la
misma letra no es significativamente diferente (Tukey a = 0.05). 2 16:0, 17:0, 18:0; # 16:1n-7, 18:1n-9,
18:1n-7; 518:2n-6, 18:3n-3, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; ® 18:3n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3; 7

18:2n-6, 20:4n-6.
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7.5 Andlisis transcripcional

7.5.1 Limpieza de lecturas

Las secuencias de los tres tratamientos presentaron valores de calidad mayores a
30 (Q>30). La longitud de las lecturas fue como se esperaba (151 pb), indicando
que las lecturas fueron de buena calidad, como se puede observar un ejemplo en
la Fig. 9.

cross all bases (Sanger | Tlumina 1.9 encoding)

| TS T PO

I

. A B
123 456 706 9 1519 2529 3539 4549 5559 6569 7579 6509 9599 105109 120124 13199 ISOASE { z 3 4 5 & 7 5 9 b &H BN 0% %E @M BN me UM W0 I ol 0iE Hee
Postion n read (5p) sosn el

Figura 9. Calidad de las lecturas de las librerias de los camarones del
tratamiento 'Sardina’. Forward (A), reverse (B). Eje Y: valor de Q; Eje X:
posicion de los nucledtidos en pares de bases.

7.5.2 Alineamiento y ensamble del transcriptoma
En la Tabla XVI se muestran las tasas de alineacién para el conjunto completo de
datos. Aunque en general > 70% de las lecturas estan alineadas, alrededor de

>15% de ellas se asignan en mas de un sitio.
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Tabla XVI. Estadistica del mapeo de las lecturas en el conjunto de datos
completo

Tasa de
, Lecturas Lecturas i .
) Numero de . . alineacion
Muestras (id) | alineadas multimapeadas
ecturas una vez (%) (%) en general
(%)
Canola-1 25740805 50.41 16.01 75.15
Canola-2 21139637 46.54 15.31 70.94
Sardina-1 24927438 51.08 15.68 75.58
Sardina-2 27447122 51.86 15.97 76.63
Sardina + salmon-1 24373081 47.46 18.6 74.72
Sardina + salmon-2 25930227 51.03 16.89 76.72

Se obtuvo un super loci de 32366 pb del genoma de referencia de P. vannamei
donde las transcripciones de referencia se agruparon o vincularon en el ensamble
del transcriptoma. Se encontraron 45903 transcripciones consenso que fueron
ensambladas y fusionadas (0 descartado como redundante). 39647 transcritos
fueron coincidentes, de los cuales el 3.2% corresponde a nuevos exones, ver

Anexo I.

7.6 Analisis de expresion diferencial

7.6.1 Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (PCA) (Fig. 10) permitié caracterizar tres
grupos de acuerdo a la estimacion de la expresion génica (FPKM + 1). EI PCA
generd dos componentes principales (CP) que explicaron el 65.33% de la varianza
total de los datos (CP1= 40.50%, CP2=24.83%). En la proyeccion de CP1 y CP2,
se observa que el tratamiento ‘sardina’ presenta mayor correlacion con el primer

componente, mientras que el segundo componente estaria representado por el
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tratamiento ‘sardina+salmon’. Las réplicas del tratamiento ‘canola’ presentaron

mayor variabilidad, y se dispersan hacia los valores negativos de CP1y CP2.

Analisis de componentes principales (PCA)
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Figura 10. Analisis de componentes principales de la expresién génica de
camarones por tratamiento y sus réplicas.

Se encontraron 216 genes expresados diferencialmente (P<0.05) entre los
tratamientos ‘canola’, ‘sardina’ y ‘sardina + salmoén’. Entre ellos se encontraron
genes potencialmente relacionados con el metabolismo de lipidos, como las
enzimas que intervienen en la sintesis de lipidos y en la B-oxidacion, genes
relacionados con el desarrollo de musculo y/o contraccibn muscular como actinas
y miosinas, asi como genes relacionados con estrés o dafio oxidativo como la
super oxido dismutasa (SOD) (Tabla XVII).
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Tabla XVII. Genes expresados diferencialmente entre los tres tratamientos y

potencialmente relacionados con el metabolismo de lipidos, funciones
musculares y estrés o dafo oxidativo.
Gen Nombre Funcioén biolégica o molecular Valor p
ACAT1 acetyl CoA Enzima que cataliza el dltimo paso en  0.008
acetyltransferase la ruta de la 8 -oxidacion mitocondrial
ACSL4 long-chain-fatty-  Cataliza la conversion de acidos  0.041
acid-CoA ligase 4 grasos de cadena larga a su forma
activa acil-CoA en sintesis de lipidos
celulares y en la 3 -oxidacién
ACAA2 Kketoacyl CoA Proceso aerdbico que descompone los 0.047
thiolase acidos grasos en acetil-CoA.
EPRS bifunctional Promueve la absorcion de acidos 0.047
glutamate/proline grasos de cadena larga por los
tRNA ligase adipocitos
HADH  hydroxyacyl Participa en la B  -oxidacibn  0.047
coenzyme A mitocondrial de acidos grasos de
dehydrogenase cadena corta
Binl myc box Es requerido en las células
dependent y E-05
) . , musculares para la formacion de  7.113
interacting protein .
1 tubulos.
Unc-89 obscurin Componente estructural del muasculo 0.000
actl actin Contraccion muscular 0.002
TPM1 tropomyosin Regulacion dependiente de calcio de
la contracciéon del musculo estriado 0.003
de vertebrados.
Mhc myosin heavy chain Contraccién muscular 0.006
PRKRA Interferon-inducible
double-stranded Respuesta celular ante el estrés
RNA-dependent *Spu 0.047
) . oxidativo
protein kinase
activator A
SOD2 superoxide Accion antioxidante 0.049

dismutase [Mn]
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7.6.2 Expresion diferencial entre camarones alimentados con aceite vegetal y
aceite de pescado

Se identificaron 86 genes expresados diferencialmente (P<0.05) entre el
tratamiento ‘canola’ y entre los dos tratamientos en los cuales se utilizd aceite de
pescado (‘sardina’, ‘sardina + salmén’), algunos asociados a funciones biologicas
relacionadas con el metabolismo de lipidos y crecimiento como se esperaba. 52
genes estuvieron sub-expresados 34 sobre-expresados en camarones
alimentados con aceite vegetal respecto a los camarones alimentados con aceite
de pescado. Los genes se clasificaron respecto al proceso biolégico en el que
participan (Fig. 11), encontrando mayor niumero de genes sobre-expresados en
funciones relacionadas con la regulacion de la transcripcion, mientras que en los
genes sub-expresados fueron mas abundantes los relacionados con la respuesta

inmune.

Genes sobre-expresados Genes sub-expresados

= Desconocidos = Masculo

Estructural Metabolismo de AG
= Respuesta inmune = Fosforilacién oxidativa
= Regulacién transcripcion = Otros

Figura 11. Clasificacion de genes expresados diferencialmente en los camarones
del tratamiento 'canola’ respecto a los tratamientos 'sardina’, 'sardina + salmén’,
por su funcion bioldgica.
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En las Tablas XVIII y XIX se muestran los nombres de los genes sobre-
expresados y sub-expresados diferencialmente respecto a los tratamientos con
aceite de pescado, en las cuales se puede observar que hubo mas genes
reprimidos en el tratamiento ‘canola’ respecto a los tratamientos con aceite de
pescado como los genes asociados al desarrollo y contraccién del muasculo, al
metabolismo de lipidos y en la prevencién del dafio oxidativo, como la enzima

antioxidante peroxiredoxin.

Respecto a los genes sobre-expresados diferencialmente en el tratamiento
‘canola’, se identific6 un menor nimero de genes asociados a las funciones
biol6gicas mencionadas anteriormente, destacando los genes relacionados al
desarrollo muscular y genes participantes en la fosforilacion oxidativa como
succinate dehydrogenase, cytochrome c¢l1, NADH dehydrogenase y a la

fosforilacion oxidativa como la ATP Synthase.
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Tabla XVIIl. Genes sobre-expresados diferencialmente en los tratamientos
‘canola’ respecto a los tratamientos con aceite de pescado.

ID_Gen Gen

Nombre

Metabolismo de lipidos

THIL_HUMAN ACAT1

Musculo
BIN1 RAT Binl
OBSCN_DROME  Unc-89
ACT1_DICD actl
MYSA DROME Mhc

Estrés o dafio oxidativo
SODM_HUMAN SOD2
Fosforilacién oxidativa

C560_HUMAN SDHC

ATPS5L_HUMAN  ATP5MG
COX41_HUMAN COX4l1

acetyl CoA acetyltransferase

myc box dependent interacting protein 1
obscurin
actin

myosin heavy chain

superoxide dismutase [Mn]

succinate dehydrogenase cytochrome b560
subunit

ATP synthase subunit g

cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1
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Tabla XIX. Genes sub-expresados diferencialmente en los tratamientos
‘canola’, respecto a los tratamientos con aceite de pescado

Nombre

ID_Gen Gen
Metabolismo de lipidos
ADHX_HUMAN ADH5
LIPT_HUMAN LIP1
ACSL4_HUMAN ACSL4
THIM_HUMAN ACAA2
SYEP_HUMAN EPRS
HCDH_HUMAN HADH
Musculo
TPM1_HUMAN TPM1
MYSA_ DROME Mhc
TITIN._HUMAN TTN
ACT2_MOLOC N/A
ACT5_ARATH ACT5S
UNC89_ CAEEL unc-89
CATL1 HUMAN CATSL

Estrés o dafio oxidativo

PRDX1 PRDX1_
HUMAN

PXL2A PXL2A _
HUMAN

msrAB MSRAB _

HELP
TRX2 TRX2_YE
AST

Fosforilaciéon oxidativa

NDUA9_HUMAN  NDUFA9
AT5F1_DROME  ATPsynB
CY1_HUMAN CYC1
NDUS4 HUMAN NDUFS4
ATPO_HUMAN ATP5PO

alcohol dehydrogenase class 3
lipoyltransferase 1
long-chain-fatty-acid-CoA ligase 4
ketoacyl CoA thiolase

bifunctional glutamate/proline tRNA ligase
hydroxyacyl coenzyme A dehydrogenase

tropomyosin

myosin heavy chain

titin

actin

actin 5

muscle M line assembly protein unc 89

cathepsin L

peroxiredoxin 1
peroxiredoxin-like 2A
peptide methionine sulfoxide reductase

thioredoxin 2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
alpha subcomplex subunit 9

ATP synthase subunit b

cytochrome cl1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) iron
sulfur protein 4

ATP synthase subunit O




56

Cytochrome c oxidase subunit 4

Acetyl CoA acetyltransferase (ACAT1) )
isoform (COX4l11)
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Figura 12. Distribucion de FPKM (fragments per kilobase million) de genes expresados
diferencialmente en los camarones alimentados con los diferentes tratamientos.
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8. DISCUSION

8.1 Rendimiento productivo de P. vannamei alimentado con diferentes

fuentes lipidicas

Los resultados del rendimiento productivo de este experimento de alimentacion
indican que la sustitucion de aceite de pescado por aceite de canola afecta
negativamente los parametros de crecimiento de P. vannamei, observando valores
similares a los de otros estudios de reemplazo de aceite de pescado con aceites
vegetales en la misma especie de estudio (Lim et al., 1997; Gonzalez-Félix et al.,
2002b; 2003; Zhou et al., 2007). El porcentaje de lipidos de los alimentos se ubico
dentro del rango 6ptimo recomendado para la dieta para camarones peneidos (6-
10%) de acuerdo con la FAO, (2018), por lo que las diferencias en crecimiento de
los camarones se le podria atribuir a la calidad de los lipidos, que fue la Unica

variable entre los tratamientos.

En este estudio, los camarones alimentados con la mezcla de aceite de sardina y
aceite de salmén mostraron un crecimiento superior comparado con los
camarones alimentados con aceite de canola, principalmente atribuido al aporte de
EPA (7.6 %) del aceite de pescado en el alimento, siendo estos dos 4cidos grasos
esenciales para el camarén. Los camarones del tratamiento ‘sardina + salmoén’
mostraron el menor FCA (1.3), siendo el principal indicador de la eficiencia de la
produccion acuicola que determina el desempefio econdmico en el cultivo de
camardon (Wyban et al., 1987) y que para camarones cultivados el promedio
general del FCA es de 1.7 (Martinez-Cérdova et al., 2014).

Los resultados de esta tesis concuerdan con los de Lim et al. (1997) y Gonzélez-
Felix et al. (2002b), donde ambos utilizaron aceite de pescado menhaden
(Brevoortia tyrannus) y este presentdo el mejor valor nutricional (HUFA n-3)
comparado con aceites vegetales de coco, cartamo, maiz, soja, linaza y maiz. De
acuerdo con Orban et al. (2006), los altos niveles de PUFA n-3 en los aceites

marinos, son los principales responsables de los efectos benéficos para la salud.
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Se observdé que el alimento con aceite de canola fue el menos consumido
(P<0.05), asociado a la falta de aceite de pescado que funciona como atractante
en las dietas para camaron, por lo que de acuerdo con Cruz Suarez et al. (2006) y
Turchini y Mailer (2011), es importante considerar que un buen sustituto del aceite
de pescado en los alimentos acuicolas, debe ser una fuente de energia apetecible
y altamente digerible para asegurar su 0ptimo consumo y garantizar la eficiencia
alimenticia, evitando cambios perjudiciales en los acidos grasos de los tejidos del

organismo.

En este experimento, los camarones del tratamiento ‘canola’ presentaron una
menor proporcion de EPA y DHA en la fraccidon polar en comparacion con los
camarones alimentados con aceites de pescado, por lo que es posible que una
mayor duracién de experimentacion podria generar una deficiencia de estos
acidos grasos con mayor afectacion a la tasa de crecimiento y repercusiones en la

supervivencia.

8.2 Composicion de acidos grasos de P. vannamei alimentado con diferentes

fuentes lipidicas

El uso de aceites marinos y aceite vegetal en el alimento de camarén modifico el
perfil de acidos grasos en el musculo de P. vannamei (Tablas XII, XIlII, XIV y XV)
después de 28 dias de alimentacion. Se observaron contenidos estadisticamente
superiores de PUFA y HUFA n-3 (Tabla XIV) en las fracciones polares, mientras
gue en las fracciones neutras hubo poca recuperacion de AG. En estas fracciones
polares del musculo de camarén de los tratamientos ‘sardina’ y ‘sardina + salmon’,
se encontraron proporciones de HUFA n-3 significativamente mas altas que en las
fracciones de musculo de los camarones alimentados con aceite de canola, lo que
indica que los perfiles de acidos grasos en el alimento se reflejaron en gran

medida en la composicion de acidos grasos del musculo.

Los resultados de esta investigacion concuerdan con los obtenidos de otros

ensayos de alimentacion para P. vannamei (Gonzalez-Félix et al., 2002a; 2002b;
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2003; Deering et al., 1997; Lim et al., 1997; Ju et al., 2012; Chen et al., 2014;
Araujo et al., 2019) donde el perfil lipidico fue modulado cuantitativamente a través
de la formulacion de alimentos con altos niveles de PUFA n-3, utilizando como
principal fuente de lipidos los aceites de pescado, comparandolos con el uso de
aceites de menor calidad (deficientes en HUFA n-3) como aceites vegetales y

grasas.

El contenido de PUFA 18C como el acido oleico (18:1n-9), 18:2n-6 (LA), 18:3n-3
(ALA) en el alimento y musculo de camaron del tratamiento ‘canola’ fue mayor
comparado con los otros dos tratamientos con aceite de origen marino, como era
de esperarse debido a la contribucién del aceite de origen vegetal. Lim et al.
(1997), Gonzélez-Félix et al. (2002), y Zhou et al., (2007) observaron resultados
similares al comparar diferentes aceites vegetales y grasas deficientes en HUFA

con aceite de pescado (menhaden).

A pesar de que se ha destacado la inclusion de valores superiores de AG de la
familia n-3 respecto a los de la familia n-6 para el camarén P. vannamei (Kayama
et al., 1980), Koskela et al. (1992) menciona que los eicosanoides derivados de
AG n-6 como el 20:4n-6 (ARA), presente en mayor proporcion en los tratamientos
con aceite de pescado, podrian estar involucrados en el proceso de muda de los

crustaceos y, por lo tanto, influir también en el crecimiento.

Las dietas utilizadas en la presente investigacion se formularon con 220 g kg de
harina de pescado, lo que explica la pequefia cantidad, pero no ausente, de EPA
(2.07%) y DHA (2.28%) en el alimento del tratamiento ‘canola’. Estos acidos
grasos resultaron en niveles ligeramente mas altos en los lipidos de los
camarones que en las dietas comparados en base humeda, particularmente en los
lipidos polares, lo que podria indicar ya sea niveles bajos de elongacion y
desaturacion de la cadena de forma limitada, como se ha observado en otros
estudios (Kayama et al. 1980; Chen et al., 2014; 2015a) o de bioacumulacion
selectiva o0 uso disminuido. Ademas, tratamiento ‘canola’ presentd mayor

contenido de ALA (18:3n-3), sin embargo de acuerdo con lo observado por
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Merican y Shim (1996) en P. monodon, el alto contenido de ALA no se cubre la
deficiencia de DHA, y tampoco puede considerarse como un precursor de EPA y
DHA al representar un papel tan importante para P. vannamei, por lo que es

importante la inclusion de ambos acidos grasos en el alimento para camaron.

En los resultados del andlisis transcripcional (Tabla XVII) no se identificaron genes
relacionados con biosintesis de &cidos grasos de 18 carbonos, por lo que una
mayor deposicion de EPA y DHA no estd necesariamente relacionada con
elongacion y/o desaturacion, sino probablemente con una acumulacién selectiva
como se ha visto otros estudios (Tocher, 2003, 2015; Glencross, 2009; Glencross
y Rutherford, 2010, Araujo et al., 2019) y con el uso preferente de acidos grasos
de cadena corta en el metabolismo energético (Deering et al., 1997; Ju et al.,
2012).

8.3 Expresion diferencial en P. vannamei alimentado con diferentes fuentes
lipidicas

En las librerias construidas a partir de ARN extraido de musculo de camaron, se
identificaron genes expresados diferencialmente que pudieron clasificarse de
acuerdo a su homologia con secuencias previamente reportadas. Las muestras
del musculo de camardn fueron seleccionadas para la identificacion de genes
expresados en respuesta al alimento con diferentes fuentes de lipidos, ya que la
calidad de este drgano puede ser afectada por la formaciéon de nutrientes
especificos y la bioacumulacion de nutrientes (Ezquerra-Brauer et al., 2004),

ademas de estar involucrado en el crecimiento del crustaceo (Zhang et al., 2018).

Los tratamientos en los que se utilizé aceite de pescado (‘sardina’, ‘sardina +
salmén’), presentaron isoformas en comun de los genes expresados
diferencialmente con el tratamiento canola. Uno de estos genes fue myosin heavy
chain (Mhc) que estuvo mayormente expresado en los camarones de mayor
crecimiento (Fig. 12), y esta relacionado con lo reportado por Koyama et al.

(2012), donde mencionan que Mhc es considerada la principal proteina del
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musculo esquelético. Estos resultados concuerdan con los de Kamimura et al.
(2008) que observaron mayor expresion Mhc en camarones rosados
(Farfantepenaeus paulensis) con mayor peso, por lo que lo consideraron como

potencial marcador de expresion asociado al crecimiento.

En los camarones alimentados con aceite de pescado, que fueron los que
presentaron la tasa de crecimiento mas alta (P<0.05), se observéo una mayor
expresion de tropomyosin (TPM1) (Fig. 16), el cual se ensambla a partir de la
unién aleatoria de los filamentos de actin (actl) en las células musculares, que al
disminuir la probabilidad de desprendimiento, conduce a un mayor crecimiento de
la cadena y contribuye a la regulaciéon de la contraccion muscular (Schmidt et al.,
2015). También se encontraron sobre-expresados otros genes asociados al
desarrollo muscular en los organismos que presentaron mayor crecimiento, como
actin (N/A), actin 5 (ACT5), titin (TTN), muscle M line assembly protein unc 89
(unc-89) y cathepsin L (CATSL), los cuales fueron reportados por Nguyen et al.

(2016) como marcadores asociados al crecimiento de P. monodon.

Se encontraron pocos genes sobre expresados diferencialmente en los camarones
del tratamiento ‘canola’ respecto a los tratamientos donde se utiliz6 aceite de
pescado, uno de estos fue la actin (actl) (Fig. 13), la cual de acuerdo con César y
Yang (2007) tiene un rol importante en el crecimiento de musculo durante la etapa
de premuda de P. vannamei. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
experimento son diferentes a los reportados por Zhang et al. (2018) y César y
Yang (2007) para P. vannamei, debido a que la expresion de actl fue en los

camarones que tuvieron menor crecimiento.

En los camarones alimentados con aceite vegetal se encontr6 mayor expresion del
gen que codifica para acetyl CoA acetyltransferase (Fig. 12). Este gen también fue
reportado por Chen et al. (2015a) donde P. vannamei fue sometido a estrés
cronico de baja salinidad. Estos autores indican que la enzima acetyl-CoA es un
metabolito que puede influir indirectamente en la transferencia de iones o el

metabolismo energético y promover "procesos compensatorios”, al producir
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energia a partir del metabolismo de lipidos y carbohidratos, indicando que durante
periodos de baja ingesta de alimentos, como se observo en los camarones del
tratamiento ‘canola’, la energia se obtiene de la descomposicién de los acidos

grasos del tejido corporal en lugar de la glucosa.

En esta investigacion se esperaba encontrar sintesis y/o elongacién HUFA a partir
de PUFA 18C mediante la expresion del gen FAS en los camarones alimentados
con el aceite vegetal, como se ha observado en otros estudios de Chen et al.
(2015ac) donde se utilizaron dietas deficientes en HUFA. Sin embargo, no se
identifico la expresion de este gen en este estudio, probablemente debido a que la
dieta present6 un aporte ~2% de EPA y DHA por la inclusion de la harina de
pescado, y porque la duracion experimento (28 dias) fue corto para observar
sintesis, elongacién o desaturacién de acidos grasos en comparacion con otros

experimentos con duracion de hasta ocho semanas (Chen et al., 2015ac).

Se identificaron genes asociados al metabolismo de lipidos como el gen que
codifica la enzima ketoacyl CoA thiolase, encargado de producir energia a partir
de grasas, el cual estuvo sub-expresado en los camarones del tratamiento
‘canola’. Este gen ha sido reportado por Chen et al. (2015a), como el responsable
de catalizar el ultimo paso de la via de B-oxidacién mitocondrial y de catalizar la
condensacion de dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetil-CoA, por lo que
podria estar involucrado en la produccién de cuerpos cetonicos, y por lo tanto
funcionar directa o indirectamente en procesos compensatorios" y limitantes
(Kiema, et al., 2014).

Otros genes que estuvieron sub-expresados en los camarones alimentados con la
dieta deficiente en HUFA fueron long-chain-fatty-acid-CoA ligase 4, que de
acuerdo con Xianhong Meng et al. (2019) esta relacionado con la regulacion de la
biosintesis de éacidos grasos de cadena larga, y genes relevantes para la B-
oxidacion de acidos grasos de cadena larga como ketoacyl CoA thiolase, alcohol
dehydrogenase class 3 (Xixuan H. Collins et al., 2005) y bifunctional
glutamate/proline tRNA ligase (EPRS) (Arif et al., 2017). Estos resultados podrian
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indicar que P. vannamei prefiere usar acidos grasos de cadena mas corta para la
aportacion energética y que retiene selectivamente los acidos grasos insaturados
de cadena mas larga. Estos genes también fueron reportados por Chen et al.
(2015ab) para la misma especie, en respuesta al estrés cronico a baja salinidad (3
ups), en camarones alimentados con diferentes fuentes de lipidos, y en P. chinesis

en respuesta al estrés por temperatura baja (4°C) (Xianhong Meng et al., 2019).

Algunos genes asociados a la respuesta inmune que codifican las proteinas
peroxiredoxin 1 y peroxiredoxin-like 2A (prx) estuvieron sobre-expresados en los
tratamientos en los que se utilizé aceite de pescado. Estas proteinas pertenecen a
la familia de antioxidantes que protegen a los organismos aerobicos contra el dafio
oxidativo por especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bacano Maningas et al.,
2008), y han sido reportadas por Lihua Qiu et al. (2010) en camarén P. monodon y
por Digang Zeng et al. (2015) en hemocitos de P. vannamei después de un reto de
infeccién viral. La expresion de esos genes también fue similar en el estudio de
Pérez-Sanchez et al. (2011) en células de rifibn de dorada Sparus aurata, donde
el gen PRDX2 estuvo mayormente expresado en peces alimentados con una dieta
que contenia aceite de pescado en comparacién con peces alimentados con una
dieta que incluia aceite vegetal (deficiente en acidos grasos esenciales). De
acuerdo con Kumar et al. (2018), los PUFA son objetivos principales para las
especies reactivas de oxigeno por lo que los niveles elevados de HUFA por el
aporte de aceite de sardina y salmén en este estudio, permitiria una mayor

proteccién ante un posible riesgo de estrés oxidativo en los camarones.

Los resultados de este estudio mostraron que en los camarones alimentados con
aceite de canola, genes como succinate dehydrogenase cytochrome b560, ATP
Synthase y cytochrome c oxidase (Fig. 12) estuvieron sobre-expresados, mientras
que NADH dehydrogenase, ATP Synthase, cytochrome cl1, thioredoxin 2
estuvieron reprimidos. Todos estos genes estan relacionados con la fosforilacion
oxidativa en la cadena transportadora de electrones, y se expresaron de manera

similar en hemocitos de P. vannamei en respuesta a lipopolisacaridos (LPS)
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(Zhang et al., 2018). De acuerdo con estos autores antes mencionados, ante una
respuesta al estrés oxidativo, los macréfagos podrian reprogramar la ruta del
metabolismo, que incluye una tasa de glucdlisis regulada por aumento y un nivel
reducido de fosforilacion oxidativa, es decir, se presenta mayor oxidacion de
carbohidratos que de lipidos para obtencibn de energia en los camarones
alimentados con aceite de canola.

Los camarones cultivados estan sujetos a factores (tanto biéticos como abioticos)
gue pueden afectar su produccion, crecimiento y salud como resultado de la
generacion de estrés oxidativo (Kutter et al.,, 2014). El dafio oxidativo por ROS
afecta varios procesos fisiolégicos, incluida la regulacion de la sefializacion celular,
la expresion génica y la defensa antimicrobiana provocada por el sistema inmune
(Bacano-Maningas et al., 2008) como se pudo observar en los resultados de
expresion diferencial del presente estudio. Contrario con los datos de Ruxton et al.
(2007) y Mercier et al. (2009), la inclusion de HUFA n-3 en las dietas
experimentales no previno procesos de inflamacion, por lo que no se contrarrestd

el efecto negativo del manejo del estrés sobre los camarones.

De acuerdo con los datos obtenidos de expresion diferencial en esta investigacion,
se muestra una mayor incidencia del estrés oxidativo en el musculo de camarones
alimentados con las dietas con aceite de pescado, a pesar de la adicién de
antioxidantes (0.3 g kg BHT). De acuerdo con Kjeer et al. (2008), es importe
proteger los alimentos ricos en HUFA n-3 con antioxidantes adecuados y el
almacenamiento adecuado para minimizar la peroxidaciéon de los AG antes y
después de la alimentacion de los organismos debido a que los PUFA y HUFA son
los objetivos principales para las ROS (Martinez-Alvarez et al., 2005).
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que la sustitucion de aceite de pescado
(sardina y salmén) por aceite de canola, afecta negativamente el rendimiento
productivo del camardn P. vannamei juvenil en un periodo de 28 dias, asi como la
composicién de acidos grasos del musculo sin presentar sintesis de novo de
HUFA como EPA y DHA. La calidad de los aceites utilizados en la dieta influye de
manera significativa en la expresion de genes asociados al metabolismo de
lipidos, respuesta inmune, fosforilacibn oxidativa, proteinas estructurales,

marcadores asociados al desarrollo, contraccién muscular y crecimiento.

10. RECOMENDACIONES

Se recomienda alargar el tiempo de alimentacién experimental (ocho semanas),
asi como considerar el aporte lipidico de los ingredientes utilizados en el

alimentos.

Es necesario ampliar el analisis transcripcional para conocer las rutas metabdlicas

en las que se involucran los genes encontrados en esta investigacion.
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12. ANEXO
Anexo A Limpieza de librerias

java -jar /home/Apps/trimmomatic/Trimmomatic-0.38/trimmomatic-0.38.jar PE -
phred33 libreria_fwd.fastg.gz libreria_reverse.fastq.gz libreria_fwd_paired.fq.gz
libreria_fwd_unpaired.fq.gz libreria_reverse_paired.fq.gz
libreria_reverse_unpaired.fq.gz ILLUMINACLIP:TrueSeq3-SE.fa:2:30:10
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36

Anexo B Estadistica global del genoma de referencia

Scaffolds 4,683
Contigs 33,020
Contig N50 86,864
Contig L50 5,435
Longitud total (Mb?) 1663.58
GC? (%) 37.1
Proteinas 33273
Genes 30,520

1 Megabit, 2 Guanina y Citosina.
Anexo C Indexado del genoma de referencia
/programas/hisat2/hisat2-build genoma_de_referencia.fna hst2_base
Anexo D Inspector del genoma indexado
programas/hisat2/hisat2-inspect -s /genoma_indexado/ht2_base

Fold, ASM378908v1 LVANSscaffold 4305, whole genome shotgun sequence
5967

Num. SNPs: O

Num. Splice Sites: 0

Num. Exons: 0

Anexo E Alineamiento de las librerias al genoma

programas/hisat2/hisat2 -p 8 --dta -x
/home/slopez/analisis/genoma_indexado/hst2_base -1 libreria_fwd_paired.fq.gz -2
libreria_reverse_paired.fq.gz -S muestra-1.sam



Anexo F Conversion de archivo .sam a .bam
samtools sort -@ 8 -0 muestra-1.bam muestra-1.sam
Anexo G Ensamble y cuantificacion de genes y transcritos expresados

/stringtie-1.3/stringtie -p 8 -G genoma_de_referencia.gtf -o muestra-1.gft -|
muestra-1.bam

Anexo H Combinacién de todos los transcritos de todas las muestras

/stringtie-1.3/stringtie --merge -p 8 -G genoma_de_referencia.gtf -0
stringtie_merged.gtf mergelist.txt

Anexo | Analisis de la comparacion de los transcritos con la anotacion de
referencia

/programas/gffcompare-0.10.8/gffcompare -r anotacion_de_referencia.gtf -G -0
merged stringtie_merged.gtf

Query mRNAs : 45903 in 32366 loci (39543 multi-exon transcripts)
(5467 multi-transcript loci, ~1.4 transcripts per locus)
Reference mRNAs : 39647 in 30248 loci (35166 multi-exon)
Super-loci w/ reference transcripts: 29114
| Sensitivity | Precision |
Base level: 100.0 | 94.7 |

Exonlevel: 100.0 | 95.0 |

Intron level: 99.6 | 96.2 |

Intron chain level: 100.0 | 88.9 |
Transcript level: 100.0 | 86.4 |
Locus level: 100.0 | 92.3 |

Matching intron chains: 35166
Matching transcripts: 39647
Matching loci: 30248
Missed exons: 0/ 186177 (0.0%)
Novel exons: 6304/ 197223 (3.2%)
Missed introns: 581/ 154647 (0.4%)
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Novel introns: 2195/ 159983 (1.4%)
Missed loci: 0/30248 (0.0%)
Novel loci: 2374/32366 (7.3%)
Total union super-loci across all input datasets: 32366

45903 out of 45903 consensus transcripts written in merged.annotated.gtf (0
discarded as redundant)

Anexo J Generacion de archivos de abundancia

/stringtie-1.3/stringtie -p 8 -G stringtie_merged.gtf -0 ballgown/muestra-1.gft
/muestra-1.bam -e -B

Anexo K Protocolo de analisis de expresion diferencial

R version 3.6.0 (2019-04-26) -- "Planting of a Tree"

Copyright (C) 2019 The R Foundation for Statistical Computing
Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

#Cargar librerias

library(ballgown)

library(RSkittleBrewer)

library(genefilter)

library(dplyr)

library(devtools)

#Preparar directorio

data_directory = system.file('C:/Users/Susej/Documents/ballgown’, package
'ballgown")

Data_directory

bg = ballgown(dataDir="C:/Users/Susej/Documents/ballgown”, samplePattern
"sample")

bg

save(bg, file='bg.rda’)

structure(bg)$exon

structure(bg)$intron

structure(bg)$trans

transcript_fpkm = texpr(bg, 'FPKM")

transcript_cov = texpr(bg, 'cov')

whole_tx_table = texpr(bg, 'all’)

exon_mcov = eexpr(bg, 'mcov’)

junction_rcount = iexpr(bg)

whole_intron_table = iexpr(bg, 'all’)
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gene_expression = gexpr(bg)
write.csv(gene_expression, file= 'Document_gene_expression.csv')

# Expresion diferencial

exon_rcount_matrix = eexpr(bg)

exon_ucount_matrix = eexpr(bg, ‘ucount’)

exon_data_frame = eexpr(bg, 'all’)

names(expr(bg))

class(expr(bg))

# Index

indexes(bg)

pData(bg) = read.csv('C:/Users/Susej/Documents/ballgown/phenodata_sus.csv")
head(pData(bg))

exon_transcript_table = indexes(bg)$e2t

transcript_gene_table = indexes(bg)$t2g

head(transcript_gene_table)

phenotype_table = pData(bg)

# Filtrar abundancias bajas

bg_filt <- subset(bg, "rowVars(texpr(bg)) > 1", genomesubset=TRUE)
expression_bg_filt = gexpr(bg_filt)

write.csv(expression_bg_filt, file="expression_bg_filt.csv")

# Identifiar transcritos y genes estadisticamente diferentes entre grupos
results_transcripts = stattest(bg_filt, feature="transcript",covariate= "Tratamiento",
adjustvars = c("family"), getFC=TRUE, meas="FPKM")

results_ genes = stattest(bg_filt, feature="gene",covariate= "Tratamiento",
adjustvars = c("family"), getFC=TRUE, meas="FPKM")

#Agregar nombre y IDS a los genes

results_transcripts =  data.frame(geneNames=ballgown::geneNames(bg_filt),
genelDs=ballgown::genelDs(bg_filt), results_transcripts)
results_genes = data.frame(geneNames=ballgown::geneNames(bg_filt),

genelDs=ballgown::genelDs(bg_filt), results_genes)



