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Resumen

El camardn blanco Penaeus vannamei es una de las especies acuicolas de mayor valor
econdémico a nivel mundial y la mas importante en México. El rdpido crecimiento de la industria
acuicola requiere la aplicacion de diferentes estrategias que permitan disminuir los costos de
produccién, entre las cuales se encuentra el manejo de alimento. Uno de los métodos utilizados
en la acuicultura es la restriccién temporal de alimento y posterior realimentacion a saciedad, lo
cual genera una fase de crecimiento acelerado conocido como crecimiento compensatorio. El
presente trabajo tiene como objetivo evaluar los efectos generados por el crecimiento
compensatorio sobre actividad enzimadtica digestiva, tasa de recambio metabdlica y la biota
bacteriana intestinal del camardn P. vannamei bajo diferentes regimenes de alimentacion. Se
evaluaron 3 tratamientos, los cuales consistieron en 3 (T3) y 6 (T6) dias con 70% de restriccion
de alimento y posteriormente un periodo de alimentacidn a saciedad, asi como un tratamiento
control sin periodos de restriccion. Los resultados mostraron un crecimiento compensatorio
completo en los tratamientos T3 y T6 al dia 35 de bioensayo. Se observd un aumento
significativo en la actividad de tripsina y lipasa durante el crecimiento compensatorio, mientras
que la actividad especifica de amilasa fue significativamente menor en el tratamiento T6
respecto a los otros dos tratamientos. Para determinar la tasa de recambio metabdlica, se
realizé un andlisis de los valores isotépicos de nitrégeno 6*°N a niveles de abundancia natural.
Los camarones bajo regimenes de restriccién alimenticia presentaron menores tasas de
recambio metabdlico y tiempos de residencia mas altos (tsg) en comparacion a los individuos en
el tratamiento control. En cuanto a los cambios en las comunidades bacterianas presentes en el
camaroén, no se observaron diferencias significativas a nivel de phylum, siendo Proteobacteria
las bacterias mas abundantes, seguido de Actinobacteria y Plactomycetes. A nivel de familia,
Rhodobacteraceae abarcé mas del 90% de la abundancia relativa en todos los tratamientos,
mientras que se observé una disminucién de Vibrionaceae en los tratamientos T3 y T6 respecto
al control durante el dia 14. Para el dia 35, se observd una mayor abundancia de la familia
Vibrionaceae en el control y T3, respecto al tratamiento T6. A nivel de género se identificd una
disminucion significativa de Celeribacter, Catenococcus y Epibacterium en camarones con
restriccion alimenticia respecto al control durante el crecimiento compensatorio (14 dias), sin
embargo, para el dia 35 no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. El
presente estudio provee un mejor entendimiento sobre los efectos producidos durante el
crecimiento compensatorio en el camardn, lo cual contribuird al desarrollo de estrategias de
manejo de alimento en beneficio de la industria camaronicola.

Palabras clave: Penaeus vannameij, crecimiento compensatorio, isdtopos estables, actividad
digestiva, comunidades bacterianas.
ORCID: 0000-0001-8126-1752
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Summary

The white shrimp Penaeus vannamei is one of the aquaculture species with the highest
economic value worldwide and the most important in Mexico. The rapid growth of the
aquaculture industry requires the application of different strategies to reduce production costs,
among which is feed. One of the strategies used in aquaculture is the temporary restriction of
feed and subsequent refeeding to satiety, which generates a phase of accelerated growth
known as compensatory growth. The present work aims to evaluate the effects generated by
compensatory growth on digestive enzyme activity, metabolic turnover rate and the intestinal
bacterial biota of shrimp P. vannamej under different feeding regimes. Three treatments were
evaluated, which consisted of 3 (T3) and 6 (T6) days with 70% feed restriction followed by a
period of feeding to satiety, as well as a control treatment without restriction periods. The
results showed a complete compensatory growth in treatments T3 and T6 at day 35 of the
bioassay. A significant increase in trypsin and lipase activity was observed during compensatory
growth, while specific amylase activity was significantly lower in treatment T6 compared to the
other two treatments. To determine the metabolic turnover rate, an analysis of 615N nitrogen
isotope values at natural abundance levels was performed. Shrimp under food restriction had
lower metabolic turnover rates and higher residence times (t50) compared to individuals in the
control treatment. Regarding the changes in the bacterial communities present in the shrimp,
no significant differences were observed at the phylum level, with Proteobacteria being the
most abundant bacteria, followed by Actinobacteria. At family taxa level, Rhodobacteraceae
comprised more than 90% of the relative abundance in all treatments, while a decrease in
Vibrionaceae was shown in treatments T3 and T6 compared to the control at day 14. By day 35,
there was a greater abundance of the Vibrionaceae family in the control and T3, compared to
T6. At the genus level, a significant decrease in Celeribacter, Catenococcus and Epibacterium
was identified in shrimp with food restriction compared to the control during compensatory
growth (day 14), nevertheless, by day 35 no significant differences were observed. The present
findings contribute to a better understanding on the effects produced during compensatory
growth in shrimp, which could help to develop strategies for feed management in benefit of the
shrimp aquaculture industry.

Key words: Penaeus vannamei, compensatory growth, stable isotopes, digestive activity,
bacterial communities.
ORCID: 0000-0001-8126-1752
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Co-Director de Tesis Co-Directora de Tesis




Dedicatoria

A mi familia y a todos mis seres queridos.



Agradecimientos

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. por permitirme realizar mis estudios
de Maestria, a su personal administrativo y profesores que fueron parte de mi formacion
académica. Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada
(becario nUmero 1001132).

Al proyecto #A1-S-38853 titulado “Plasticidad metabdlica y crecimiento compensatorio en
camaron Litopenaeus vannamei”, financiado por el Fondo Sectorial de Investigaciéon para la
Educaciéon SEP-CONACYT, Convocatoria de Investigacion Cientifica Basica 2017-2018.

Al Comité Tutorial por todo su tiempo y paciencia. Al Dr. Alberto Pefia Rodriguez por permitirme
ser parte de este proyecto, por su paciencia y disponibilidad en todo momento para la
resolucién de dudas y por haber compartido sus conocimientos conmigo. A la Dra. Regina
Elizondo Gonzdlez, por haber estado siempre al pendiente de los avances de tesis, por sus
recomendaciones y comentarios para la mejora continua del presente trabajo. Al Dr. Julian
Gamboa Delgado por su tiempo y sus valiosos conocimientos compartidos. A los tres, muchas
gracias por su tiempo, consejos y ensefianza.

Al Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica, a la M.C. Gabriela Carrién Espinoza, muchas
gracias por toda su amabilidad, ayuda y paciencia en el tiempo que pasé en este Laboratorio.

Al Laboratorio de Fisiologia Animal Comparada y Gendmica Funcional, a la Dra. Laura Teresa
Villanueva Guzman por toda su ensefianza y paciencia para la realizacidon de los andlisis de
enzimas digestivas. Al Dr. Dariel Tovar Ramirez por su ayuda en la estandarizacién de pruebas
para la determinacién de actividad enzimatica.

Al Laboratorio Himedo de Nutricion Acuicola, Biol. Sandra de La Paz Reyes y Biol. Gabriel
Robles.

Al Laboratorio de Analisis Quimico Proximal, 1.B.Q. Maria Dolores Rondero Astorga y Geol. Sindi
Areli Juan Antunez, por su ayuda en todo momento durante el periodo de esta Maestria.

A mis compaferos de Maestria, Aldahir, David, Ayenia, Jaqueline, Barbara, Daniela, Miranda y
Paty, por todos los momentos y experiencias vividas, me llevo conmigo todos esos recuerdos
bonitos a su lado.

A mi novia lzamar, por estar siempre conmigo, por todo ese apoyo incondicional durante esta
etapa de Maestria.



Contenido
=T U] =T o PP PPPPPRt i
SUMMAIY ..ttt ettt ettt et ettt et ettt e tete e et et e tet et et et et et et et et et et et et et et et et et e s e e e teseeeteeeeaeesenerereeeees ii
=Y [ -1 o] o T- TR U STTT iii
FaY e T LYol 4 11T 1 o X PSPPSR iv
(070 41 = T« [o HO PR v
LISt d@ fIBUIAS ....coiiiiiiii e e s e s st e e s et e e e e s b e e e e e neaeeeann vii
LISta d@ tablas ...........ooeiiiiiiiee e e e e e e e e e e et aaaeaaaans viii
ADFEVIATUIAS ........eeeeiiiiiec et e e e e e e e et b e e e e e e e e e e s s aassaeeeeeeeesesnntraaeeeaaeeens ix
L. INTRODUCCION ...ttt ettt ettt et e e eeeee e es et st ese et etesseeeseeseresnseenens 1
2. ANTECEDENTES .......ooiiiiiieee ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e e etta e e e eeaaaeeeeesseeeeeeasseeeeeassaeeeeassaeeeeanssaeenann 3
D N U Lol U] | U - SRR 3
2.2 Camardn blanco Penaeus VANNGAIMEI ............uueeeeeeeeieeeiiieeeeeeeeeeeeeiirreeeeeeeeeesssissaeeeeeeeesessnssseseess 5
2.2.1 Alimentacion del camardn blanCo..........eeeeeciiiii e 6
2.3 Restriccidon de alimento y crecimiento cOmMpPeNnsatorio.......cccoccveeeeeeiiieeeeciee e e 7
2.4 Marcadores isotOpicos (iSOtOPOS EStAbIES) ......eeeeeiiiiieieiiee e 10
2.5 Efecto de la restriccion de alimento en la actividad enzimatica ........cccoeecveeeeeciieeeccciieeeens 12
2.6 Comunidades bacterianas en Penaeus VANNGAMEI ...........eeeeeeeeceecueeeeeeeeeeieceiiineeeeeeeeecensveneens 14
2.6.1 Cambios en la biota intestinal por efecto de la restriccién de alimento ........................ 16
BUJUSTIFICACION ...ttt ettt ettt ettt e et st et s et et et et se s eneans 19
G HIPOTESIS ...t e e e e e e e e et e e e e e eata e e e e eaaaeeeeeastaeeeaaasaeeeeessseeesassaeeeeansseeeeennnees 20
B OBIETIVOS. .. ...ttt ettt e e e et e e e ettt e e e s e ataeeeeaataeeeeeassaeeesassaeeeeanssaeeeannsaeeesassanesanns 21
ST O o[ A Vo I (=T 0 1= - | PSP 21
5.2 ObjetiVOs PartiCUIGIES ..cceee i ieiieeieeee et e e e e e e s et e e e e e e e s e s ennreaeeeeeeeeseennnenenees 21
6. MATERIAL Y IMETODOS ......ooouivieiieeeeeeteteee ettt sttt s st b et ss et se st sse e ete e saenesaenas 22
6.1. Evaluar el rendimiento productivo del camardn blanco Penaeus vannamei durante
diferentes periodos de restriccion de alimento. .......cceeivieciiiiiiei e 22
6.1.1 DiseNo eXPeriMENTAl......ccoiiiiiiiiiiee e e e e s e e e e e e s et ra e e e e e e e e e e nnnrrees 22
T A A o - 1 Y =TS - o [ £ ol PP 24
(oI |V [ 1T A =T TP 25
6.2. Evaluar la tasa de recambio metabdlico en el camardn blanco........ccceecveevevcciieeicciieeees 25
Lo N o Y LY S o] o] o1 ol PR 25
6.2.2 Estimacion de la tasa de recambio de nutrientes y tiempo medio........ccccceeeveeeeernnnnnnee. 25
6.3 Determinacion de actividad enzimatiCa .......cccueeeieiiiieiiiee e 26
6.3.1 Preparacion del extracto eNzimMAtiCO......oiccviiiiiiiiiiiieee e e e e 26
6.3.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica digestiva ........cccoeevvrreeeeeieiiccciieeeeee e, 27
Tl A o Y =TS - o [ ol SR 27
6.4. Determinar los cambios en las comunidades microbianas del camarén por efecto de
diferentes regimenes de alimentacion. .........ooovciiieiiii e e s 28
6.4.1 Extraccion y cuantificacion de ADN ..........eeevieiiiiiiiireeeeeeeeeeiicnrreeeeeeeeeesnrreeeeeeeeeeesennnneens 28
6.4.2 Preparacion de librerias y SECUENCIACION .......coovvuviiiieiiee it 28
6.4.3 Analisis bioiNfOrMATICO ..cccuvviei e e 28

7. RESULTADOS ...ttt e e e a et et e e s s s b ae st e e e s s s e ssnssenaes 29



Vi

7.1 Determinacion del rendimiento productivo del camardn P. vannamei bajo los diferentes

FegIMENES AlIMENTICIOS ....uviiee i e e e e s e e e et e e e s easa e e e e sntaeeesennaeaeeanes 29
7.2 Determinacion de la tasa de recambio metabdlica durante el crecimiento compensatorio
Lo [l SV T T Lo T -1 [ PURRR 33
7.2.1 EQUIlibrio isotOpico de NitrOSEN0......cuuiiiiiiiiie ettt aaree s 33
7.3 Determinacion de la actividad digestiva durante el crecimiento compensatorio de P.
(Vo 10T o 14 T=1 PO U UPP 36
2 T Yo 1V o To e [ d T 1 T I PP 36
7.3.2 Actividad de @amilasa.......ccocuiiiiiiie i e e e e e e anraes 37
VST W Yo 1V o - o e [ T o - 1Y [ U 38
7.4 Determinacion de los cambios en las comunidades bacterianas del camardn..................... 39
2 A o] o b= e LY T 6 o = o PSP 39
7.4.2 Cambios en las comunidades bacterianas a nivel de phylum, familia y género............. 40
B.DISCUSION ...ttt bbbt bbbttt bbb a bbb s st b s s aeees 43
8.1 Determinacion del rendimiento productivo de P.vannamei bajo los diferentes tratamientos
de restricCion de @liMENTO ...ueeiii i e e e e re e e e e e e s e atrraeeeaeeeeeennnnes 43
8.2 Determinacién de la tasa de recambio metabdlico durante el crecimiento compensatorio
Lo [l =RV T2 T Lo 11 =1 OO PURUPRRRRIRt 45
8.3 Determinacion de la actividad digestiva durante el crecimiento compensatorio de P.
170 [T Lo [ ¢ T=1 P 47
8.3.1 Actividad de triPSiNG .ccccei it e e e e e e e e e e s e e nnnarees 47
8.3.2 Actividad de @amilasa.......ccccuuriiiiiie i e e e s e e e 48
G TG AN ot 41V o F-To I LN T o ¥ 1Y TSRS 49
8.4 Determinacion de los cambios en las comunidades bacterianas durante el crecimiento
COMPENSALOriO A€ P. VANNGAMEI .........uuvveeeeeiee ettt e e eectteee e e e e s e ssataae e e e e e e s eennsseaeeeaeeseannnnes 50
9. CONCLUSION..........ouimieieieeeeeeeteee ettt s s s s s bbb s s s s s s s s s s s s s sassasans 53
10. LITERATURA CITADA ...ttt e e ettt e e e ettt e e e e et e e e e e e aaeeeeesasaseeeesssaeeesanseeeesassaeaeanns 54

I ANEXOS .o e e e e e e e e 75



vii

Lista de figuras

Figura 1. Produccion mundial de organismos comestibles y plantas acuaticas, 1990-2018........... 3
Figura 2. Produccion total de camarones por cultivo y captura en México.......cccceevuveeeerireeeernnnnen. 4
Figura 3. Dibujo esquematico de P. VANNAMEI . ........ccccuueeeeeciieee et a e 5
Figura 4. Representacion grafica del crecimiento compensatorio ........ccccceeeecveeeieccieee e, 8
Figura 5. Regimenes de alimentacion experimental de los tratamientos. ........ccccevevveeeiriveeeennnns 22

Figura 6. Peso promedio a 0, 7, 14, 21, 28 y 35 dias de experimentacion de P. vannamei con los
tratamientos T3, T6 y control (P < 0.05, N = 3) .. e e s 29
Figura 7. Tasa de crecimiento especifica (TCE) diaria de camarones control y tratamientos T3 y
T6 durante los dias 0 a 7 de experimentacion (p < 0.05, N=3) cocciieciieeeiieeeee e 31
Figura 8. Tasa de crecimiento especifico (TCE) por dia de los tratamientos Control, T3 y T6
durante los dias 7 a 28 de bioensayo (P < 0.05, N=3). it e 32
Figura 9. Tasa de crecimiento especifico (TCE) por dia de los tratamientos Control, T3 y T6 al dia
35 de bioensayo (P > 0.05, N = 3). it e e e e et e e e rae e e e enara e e e e enraeeeanns 33
Figura 10. Cambios isotépicos en musculo de P. vannamei causados por un cambio de dieta
aplicado a camarones que posteriormente se mantuvieron sin restriccion de alimento (a),
camarones sujetos a una restriccion de alimento de 3 dias (b) y 6 dias (c). Los rombos
representan los valores 615N determinado en diferentes dias. Los cuadrados representan los
valores predichos por una ecuacién de cambio isotdpico y muestran la contribucidon del
crecimiento y de la tasa de recambio metabdlica al cambio isotépico observado (k + m). Los
triangulos muestran el cambio isotdpico atribuido solamente al crecimiento (K)........ccceeeeenneeee. 34
Figura 11. Actividad especifica de tripsina durante el crecimiento compensatorio de P. vannamei
durante los dias 9, 14 y 35 de ensayo (P < 0.05, NZ6)..ccccccuvrreeeeeeeiieiiiiireeeeeeeeeceetnrreeeeeeeeeeeenrreeeees 36
Figura 12. Actividad especifica de amilasa durante los dias 9, 14 y 35 del camardn P. vannamei
sometido a diferentes regimenes de alimentacion (p < 0.05, N=6) ......ccccoueeeeiiiieeeeciireececreee e 37
Figura 13. Actividad especifica de lipasa durante los dias 9, 14 y 35 de bioensayo en P. vannamei
bajo restriccion alimenticia del 70% (p < 0.05, n=6). Letras diferentes indican diferencias
SigNIficativas eNtre tratamiENTOS. ... e e e e e e e st e e e e e e e e s e nnnrreneees 38
Figura 14. Grafico de componentes principales (PCA) donde se muestra el agrupamiento de las
comunidades bacterianas en el intestino de camarén de los diferentes tratamientos
experimentales al dia 14 de DiOENSAYO......cccccuiiiiiieiee e e e e e e e e 39
Figura 15. Abundancia relativa de las comunidades bacterianas (phylum) durante los dias 14 y
35 de bioensayo en camarones sometidos a diferentes regimenes de alimentacion. ................. 40
Figura 16. Abundancia relativa a nivel de familia en el intestino de camarones bajo diferentes
protocolos de alimentacidn durante el dia 14 y 35 de bioensayo......ccccceeeccviviieeeeee e, 41
Figura 17. Comunidades bacterianas a nivel de género en intestino de camardn bajo diferentes
regimenes alimenticios durante el dia 14 y 35 de bioensayo........ccccceeeeeeiccciiiiieee e, 42


file:///C:/Users/hp%20(5260)/Downloads/Tesis_Quintino_Rivera_Jorge_Giovanni.docx%23_Toc97741056
file:///C:/Users/hp%20(5260)/Downloads/Tesis_Quintino_Rivera_Jorge_Giovanni.docx%23_Toc97741056

viii
Lista de tablas

Tabla 1. Composicidn del alimento de acondicionamiento y experimental para la evaluacién de
la actividad digestiva, tasa de recambio metabdlica y comunidades bacterianas . ...................... 23
Tabla 2. Pardmetros zootécnicos de camarones control, T3 y T6 después de35 dias de
Lo Y=l g0 =T ) 1 o TP 30
Tabla 3. Valores de los pardmetros de crecimiento (k), tasa de recambio metabdlica (m),
contribuciones de m y k al cambié isotépico y tiempo medio de residencia de nitrégeno (t50) en
P. vannamei sometidos a diferentes regimenes de alimentacion. .......ccccccovvviveiinicieeecccieee e, 35
Tabla 4. Alpha diversidad de bacterias en intestino de camarones sometidos a diferentes
regimenes de alimentacion al dia 35 de bioeNSAYO........uveiiieiiiii e 39



Abreviaturas

8N

ADN
ARNr

puL
ANOVA
CIBNOR
CONAPESCA
FCA

ml

g
INAPESCA
k

m

oTuU

rom

TC

TCE

UPS

Notacion delta para expresar valores isotépicos de nitrégeno
Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico ribosomal

Microlitros

Analisis de varianza

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
Consejo Nacional de Acuacultura y Pesca

Factor de conversién alimenticia

Miligramos

Gramos

Instituto Nacional de Pesca

Tasa de crecimiento por dia

Tasa de recambio metabdlica

Unidad taxondmica operacional

Revoluciones por minuto

Tasa de crecimiento

Tasa de crecimiento especifica

Unidades practicas de salinidad



1. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad que representa un gran valor econémico dentro del sector
alimentario. En el afio 2016, la produccién de especies acuicolas ascendié a 110 millones de
toneladas, estimadas en un valor de 243,500 millones de ddlares (FAO, 2018). Durante los
ultimos 30 afios, la produccion de crustaceos, principalmente los camarones de la familia de los
peneidos (Penaeidae) se ha incrementado, con un promedio anual de crecimiento de 14%. En
particular, el camardon blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) representd el 53% de la
produccién mundial de crustaceos durante el 2016 (Peeler, 2012; FAO, 2018). Sin embargo, uno
de los principales problemas de la acuicultura son los altos costos de produccion, donde el
alimento representa el gasto operacional mds importante, pudiendo alcanzar mas del 50% del
total de la producciéon (Rana et al., 2009). Adicionalmente, el crecimiento de la actividad
acuicola puede contribuir a la contaminacién del medio ambiente, donde los residuales de
nitrégeno y fésforo, son considerados como los mayores contaminantes presentes en el agua
residual producida por acuicultura (Cao et al., 2007). Por lo que la sobrealimentacién no sélo
genera un mayor costo de produccién, sino que también afecta la calidad del agua (Chang et al.,

2005).

En los ultimos afos, se ha estudiado la implementacion de diferentes procesos y estrategias que
permitan la mejora continua de la produccién acuicola. Una de estas estrategias es la aplicaciéon
de periodos temporales de ayuno o de restriccién parcial de alimento, mismos que pueden
presentarse en los organismos acuaticos en su ambiente natural durante su ciclo de vida (Maciel
et al., 2018). En la acuicultura se han utilizado los periodos cortos de ayuno como estrategia de
manejo para disminuir la cantidad de alimento suministrado, reducir los costos de produccion,
mitigar el deterioro de la calidad del agua en la produccién acuicola, ademas de reducir la
emision de efluentes durante el periodo de restriccion de alimento (Jobling et al., 1994;
Hayward et al., 1997; Shoemaker et al., 2003). Al restaurarse las condiciones de alimentacién
después de un periodo de restriccién, los organismos presentan un proceso de rapido

crecimiento conocido como crecimiento compensatorio (Zhu et al., 2016).



Sin embargo, una restriccion de nutrientes en la dieta puede alterar la tasa metabdlica de los
individuos, debido a que los organismos tienden a reciclar estos nutrientes disponibles para sus
procesos fisiolégicos elementales y no para su propio crecimiento (Gamboa-Delgado et al.,
2011). También se ha reportado un efecto en la actividad enzimatica en camarones, los cuales
pueden regular su actividad digestiva ante el cambio en sus hdabitos alimenticios como
estrategia para disminuir la utilizacién de las reservas energéticas ante condiciones de escasez
de alimento (Sanchez et al., 2007). Por otro lado, los periodos prolongados de restriccion
alimenticia también pueden reestructurar la composicion bacteriana en el intestino de los
animales (Eslamloo et al., 2017; Sacristan et al., 2016), lo que puede dar paso a una alteracion
de la respuesta inmune del huésped e incrementar asi el riesgo de enfermedades generadas por

bacterias patdgenas (Brown et al., 2012).

Actualmente, se sabe poco sobre los efectos a nivel fisiolégico que puede traer consigo la
implementacién del crecimiento compensatorio dentro del cultivo del camardn, por lo que en el
presente trabajo se evalud el efecto de la restriccidn y restablecimiento de alimento sobre el
recambio de nutrientes en el tejido muscular del camardn por medio del analisis de isétopos
estables (815N), asi como el cambio en la actividad enzimatica de tripsina, lipasa y amilasa en
camarones sometidos. Por otro lado, se realizd un andlisis de metagenémica utilizando
muestras de ADN del tejido intestinal por medio de las herramientas de secuenciacidn de ultima
generacion (NGS, por sus siglas en inglés) para identificar los cambios en la biota bacteriana del

camaron blanco Penaeus vannamei durante el proceso de crecimiento compensatorio.



2. ANTECEDENTES
2.1 Acuicultura

La acuicultura es una prdactica que consiste en el cultivo de organismos acuaticos (algas,
moluscos, crustaceos y peces) en la que implica el control sobre las condiciones del medio
donde se desarrollan estas especies (Le Francois et al., 2010). El cultivo de animales acuaticos
provee actualmente cerca del 50% del alimento marino mundial (FAO, 2012), y es una actividad
que ha tenido un alto crecimiento en su produccién. En el afio 2018, la produccién de plantas y
animales ascendid a 114.5 millones de toneladas (Figura 1), estimadas en un valor de 263,600
millones de délares, donde la produccién total de organismos acuicolas alcanzé los 82.1
millones de toneladas estimadas en un valor de 250.1 billones de ddlares, cuya produccién total
comprendié de 54.3 millones de toneladas de peces de aleta, 17.7 millones de toneladas de

moluscos y 9.4 millones de toneladas de crustaceos (FAO, 2020).

FGURE 8
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Figura 1. Produccidn mundial de organismos comestibles y plantas acudticas, 1990-2018.
Fuente: FAO, 2020.

Mas de 62 especies de crustaceos han sido cultivadas en granjas acuicolas alrededor del mundo.
La maricultura contribuye con aproximadamente el 60.8% de la produccidn total de crustaceos,

mientras que el 39.2% restante es por medio de la produccién acuicola en tierra (FAO, 2012). La
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camaronicultura desempefia un papel importante en la economia mundial, de acuerdo con la
informacién de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAOQ), la producciéon de camarones marinos y de aguas salobres se ha expandido desde menos
de 10,000 toneladas métricas en 1970, hasta mas de 4,000,000 toneladas métricas en el afio
2014 (FAO, 2016), donde una de las especies mds producidas ha sido el camardn blanco
Penaeus vannamei, contribuyendo aproximadamente con el 80% de la produccién total de
camardn (Flegel, 2008). Para el afio 2020, la produccion mundial de camarén blanco ascendié a

mas de 4.9 millones de toneladas (FAQ, 2020).

En México se produjeron cerca de 395 millones de toneladas en el afio 2018, donde los
organismos mas cultivados fueron camarén (158,115 mil toneladas), mojarra (135,571 mil
toneladas) y ostion (42,107 mil toneladas), siendo el camardén el organismo que ha dejado
mayores ganancias (CONAPESCA, 2018). La produccién de camardn por cultivo ha superado el
volumen de capturas en mar abierto, esteros, lagunas y bahias. En el afio 2018, el valor de la
produccidén se estimd en 16.5 millones de pesos, y se produjeron mas de 158,000 toneladas por
medio de la acuicultura (Figura 2). La mayor parte de las granjas acuicolas se concentran en el
Noroeste del pais y es exclusiva del camardén blanco del pacifico P. vannamei, siendo Sonora y
Sinaloa los estados donde se produce mas del 70% de la cosecha total de camardn (Galitzine et

al., 2009; CONAPESCA, 2018).
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Figura 2. Produccidn total de camarones por cultivo y captura en México. Fuente: CONAPESCA,
2018.



2.2 Camaron blanco Penaeus vannamei

El camardn blanco Penaeus vannamei (Figura 3) es un decapodo de cuerpo alargado y es nativo
de la costa este del Pacifico de México y del Norte de Peru. Esta especie se desarrolla
habitualmente en ambientes acudaticos donde la temperatura media es de 20°C durante todo el
afio y toleran un intervalo de salinidad que va desde los 2 hasta 40 unidades practicas de
salinidad (ups), encontrando su éptimo desarrollo a 35 ups (INAPESCA, 2013). Usualmente, las
hembras de esta especie presentan un rapido crecimiento en relacion al de los machos (FAO,
2016). Tiene 19 pares de segmentos corporales: los primeros 5 pares de segmentos se sitlan en
la parte del cefalén, los siguientes 8 pares en la parte toraxica y los ultimos 6 pares de
segmentos se encuentran en el abdomen. Las patas natatorias estan localizadas en los primeros
5 pares del abdomen (Ruppert y Barnes, 1994). Los camarones juveniles y pre-adultos se
desarrollan en estuarios y lagunas costeras, mientras que los adultos viven en ambientes
acuaticos con fondos arenosos. Ademas, su alimentacion en el medio natural es omnivora

(INAPESCA, 2013).
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Figura 3. Dibujo esquematico de P. vannamei. Fuente: Lovett y Felder, 1989.



2.2.1 Alimentacion del camaroén blanco

La nutricion del camarén es un aspecto importante para considerar para la rentabilidad de
industria acuicola, debido a que la dieta puede abarcar del 50 al 70% de los gastos
operacionales de la produccién (Cummins et al., 2013; Jatoba et al., 2014). Para su crecimiento
adecuado, este organismo, al igual que todos los animales, requiere de una dieta con aporte de
energia, proteina y lipidos (Ali, 2019). La alimentacién del camardn blanco en cultivos acuicolas
comprende de dietas elaboradas a partir de diferentes fuentes de ingredientes, ya sea vegetal o
animal, siendo esta Uultima generalmente de mayor costo y de menor disponibilidad

(Chamberlain, 1995).

Las proteinas son los principales componentes dietarios y se encuentran en diferentes
ingredientes, tales como la harina de pescado, pasta de soya, harina de trigo, entre otros (Lim y
Akiyama, 1995). Las bajas proporciones de proteina incluida en la dieta pueden provocar una
rapida disminucién en el crecimiento, pero los altos niveles de proteina dietética pueden elevar
los gastos de produccion y aumentar la excrecion de nitrégeno al agua (Lee y Lee, 2018; Zhou et

al., 2007).

Respecto a los costos, la proteina es el nutriente mas caro de la dieta del camarén, siendo la
harina de pescado la fuente de proteina animal mas utilizada en el alimento comercial. Este
componente de la dieta de camardn ha sufrido un incremento de precio en los ultimos afios,
afectando directamente los costos de produccién en la industria acuicola (Davis et al., 2008;
Oujifard et al., 2012). Por otro lado, la harina de soya es la fuente vegetal de proteina mas
utilizada en la alimentacién del camarén, que al igual que la harina de pescado, ha sufrido un

aumento en su costo (Lim y Akiyama, 1995; Rana et al., 2009).

Varios estudios demuestran que el camarén blanco puede ser cultivado con la sustitucién casi
completa de la harina de pescado con otras fuentes de proteinas, principalmente harina y
concentrado de soya (Sabry et al., 2016; Sookying et al., 2013; Suarez et al., 2009), sin embargo,
la harina de soya presenta menor digestibilidad de nutrientes, un perfil deficiente de
aminodcidos principalmente en metionina, factores antinutricionales y baja atractabilidad

(Gatlin et al., 2007; Tacon y Metian, 2008).



Anteriormente se ha empleado la restricciéon de alimento y la alimentacién ad libitum para
reducir los costos de produccion de los cultivos acuicolas (Eroldogan et al., 2004; Rowland et al.,
2005). Se sugiere que estos protocolos de restriccion de alimento no deben exceder el 75% de la
dieta, con estas estrategias se optimiza la utilizacidn del alimento y se reduce el deterioro del

agua de cultivo (Einen et al., 1999; Pirhonen y Forsman, 1999).

2.3 Restriccion de alimento y crecimiento compensatorio

Las variaciones naturales en la disponibilidad de alimento en los ambientes acudticos provocan
que los animales marinos sufran periodos de escasez alimenticia (Caruso et al., 2011). En el
sector acuicola, la restriccion de alimento es una practica causante de estrés, pero ha sido
utilizada como estrategia econdmica y para la produccién amigable con el medio ambiente,
manteniendo un equilibrio en los niveles de nitrégeno y fésforo (Lucas y Southgate, 2019; Zhu
et al., 2016). El objetivo principal de la restriccion alimenticia es establecer protocolos que
permitan disminuir los costos operacionales y al mismo tiempo obtener beneficios adicionales
como reducir el impacto ambiental mediante la aplicaciéon de menores cantidades de alimento.
Tomando en cuenta estas estrategias, se han realizado estudios para evaluar las restricciones

parciales o totales de alimento en organismos acuaticos (Adakli y Tasbozan, 2015).

La restriccion de alimento se ha implementado por medio de la alimentacidn en dias alternados,
la cual consiste en reducir las porciones de alimento, y ha permitido disminuir hasta un 50% de
los costos de produccién, dando como resultado un valor menor del factor de conversién

alimenticia y produciendo organismos de tallas similares (Price y Egna, 2014).

Muchos animales tienen la habilidad de regular su crecimiento en respuesta a cambios
ambientales negativos (Cui, 1989). Se ha observado en peces que sufrieron una restriccién de
alimento, presentaron una mayor tasa de crecimiento durante el periodo de restablecimiento
de la dieta en comparacion con los animales que tuvieron disponibilidad continua de alimento
(Ali et al., 2003). A esto se le conoce como crecimiento compensatorio, en el cual los
organismos presentan un crecimiento acelerado cuando regresan a sus condiciones ideales
después de haber sufrido algln factor de estrés ambiental como la hipoxia o temperatura, pero

principalmente por una restriccion de alimento (Ali et al., 2003; Wilson y Osbourn, 1960; Wu et
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al., 2001; Zeigler, 2012). Este crecimiento se caracteriza por el incremento de la tasa de
ganancia de peso durante el periodo de recuperacion (Dobson y Holmes, 1984). Los estudios en
Penaeus vannamei, reportan su capacidad para completar este crecimiento en periodos cortos
de restriccidon y realimentacién, presentando un aumento en la eficiencia de la conversiéon
alimenticia, ademas de la disminucién en la excrecién metabdlica, lo cual conduce a menores
concentraciones de fésforo en el agua de cultivo proveniente del alimento no consumido

(Maciel et al., 2018).

La compensacién en el crecimiento de los individuos puede presentarse de diferentes maneras
(Figura 4). Por un lado, puede ser completa, en la cual los animales que sufrieron un estrés por
restriccion de alimento alcanzan el mismo peso que aquellos que fueron alimentados bajo
condiciones adecuadas. Por otra parte, la compensacidon puede ser parcial, en la que los
organismos con restriccion crecen, pero no alcanzan la talla final de los animales alimentados
continuamente, o bien, no puede presentarse una compensacién debido a largos periodos de
restriccion o periodos muy cortos de recuperacién o realimentacién. En el mejor de los casos,
las especies pueden presentar una sobrecompensacion en la que logran superar en peso a los

del tratamiento control (Ali et al., 2003).

Over compensation

~ Full compensation
Partial compensation

= - No compensation

Weight

Initial phase Restriction Recovery

Time

Figura 4. Representacion gréfica del crecimiento compensatorio. Fuente: Ali et al. (2003).



El crecimiento compensatorio tiene un efecto positivo tanto en la produccién, mejorando el
factor de conversion alimenticia, como en el aspecto ambiental. De acuerdo con Zhu et al.
(2016), los periodos cortos de ayuno o de restriccion de alimento promueven una disminucion
en la cantidad de heces, nitrégeno y fésforo presentes en el agua por alimento no consumido,
por lo que el establecimiento de un protocolo de alimentacidn y restriccidon alimenticia puede
tener un efecto positivo ante el problema ambiental que enfrenta la acuicultura, sin afectar el

crecimiento de las especies cultivadas.

Estudios anteriores demuestran que se pueden aplicar diferentes periodos de restriccion
alimenticia o ayuno sin afectar el peso final de los individuos. Russel y Wootton (1992)
realizaron pruebas en piscardo (Phoxinus phoxinus) por medio de periodos cortos de restriccién
de alimento. Evaluaron dos tratamientos de restriccién y un control durante un periodo de 7
semanas. Uno de los tratamientos consistié en la restriccién total de alimento por 16 dias,
mientras que el tratamiento restante fue alimentado con pequefias raciones calculadas a partir
de su masa corporal (racion de mantenimiento), ambos tratamientos contaron con tiempo de
recuperaciéon de 3 semanas. En las semanas 5 y 6, los resultados mostraron diferencias
significativas en la tasa de crecimiento especifico en el tratamiento donde se restringid el
alimento por 16 dias, mostrando una mayor tasa de crecimiento especifico. Por otra parte, en el
trabajo de Jobling y colaboradores (1994) se aplicaron diferentes regimenes de alimentacién en
bacalao (Gadus morhua), los cuales consistieron en intervalos de ayuno durante 1, 2 y 3
semanas, seguido de un periodo de realimentacién de 1, 2 y 3 semanas, respectivamente,
ademas de un control alimentado continuamente. Al final del experimento no se encontraron
diferencias significativas en el peso final de los peces con una semana de ayuno respecto al

control, por lo que se consiguidé una compensacion completa.

Bavcevi¢ et al. (2010) evaluaron el efecto de la restriccion de alimento en dorada, Sparus
aurata, en donde se aplicaron regimenes de alimentacidn en relacién a la masa corporal de los
peces (1.4% y 0.5% al dia), ademas de un tratamiento con ayuno y un control que recibié
alimentacion continua equivalente al 1.8% de la masa corporal por un periodo de 30 dias,
seguidos de 30 dias de recuperacion. Al final del experimento, los peces alimentados con

raciones del 1.4% de la masa corporal alcanzaron tallas similares al tratamiento control,
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mientras que los tratamientos con 0.5% y ayuno, lograron un crecimiento compensatorio

parcial.

Se han estudiado los efectos de la restriccion de alimento en camarén chino Fenneropenaeus
chinensis, en donde los individuos han sido alimentados con raciones correspondientes al 4%,
8% y 12% de su masa corporal por 10 dias, seguido de un periodo de recuperacion de 30 dias
con alimentacién a saciedad, y se ha observado una mayor tasa de crecimiento especifica en
todos los grupos con restriccion de alimento respecto al control (Wu et al., 2001).
Adicionalmente, Dong y Wu (2001) evaluaron el efecto de la restriccién alimenticia con ciclos de
restriccion-realimentacidon en esta misma especie de camarodn, sin embargo, no se logré un

crecimiento compensatorio completo.

En el trabajo desarrollado por Wu y Dong (2002), evaluaron el efecto de 6 dias de ayuno seguido
de una fase de realimentacién a saciedad durante 30 dias, con diferentes temperaturas en el
camarodn Fenneropenaeus chinensis. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la
talla final de los individuos a temperaturas de 18, 22 y 26°C, en los que los animales con
restriccion presentaron una compensacion completa, sin embargo, el tratamiento a 30°C sélo

obtuvo una compensacion parcial.

2.4 Marcadores isotépicos (isotopos estables)

. . oz 1 14
De acuerdo con su alta abundancia natural, los isétopos estables de nitrégeno (*°N/*N)
reportados en notacién delta como 8N, han sido comunmente utilizados como una
herramienta eficiente para identificar las fuentes de energia y nutrientes en la evaluacidon de los
flujos de nutrientes en sistemas acuaticos (Michener y Schell 1994). En general, ciertos procesos
metabdlicos tienden a discriminar las formas isotdpicas ligeras y pesadas, lo cual conlleva a que
los tejidos de los organismos tiendan a enriquecerse del isétopo mas pesado. En el caso del By,
. . .. /- 14
este es retenido en los diversos tejidos en cada proceso metabdlico y el "N es excretado con los

desechos nitrogenados (Minagawa y Wada 1984).

Los componentes en la dieta de un organismo poseen diferentes perfiles isotdpicos
elementales, los cuales son incorporados en los diversos tejidos del organismo consumidor,

estos perfiles pueden ser utilizados para inferir conexiones troficas en el ambiente (Vander
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Zanden et al., 1998). La firma isotdpica presente en un organismo refleja el contenido isotdpico
del alimento consumido, por lo que es posible determinar, mediante la aplicacion de
experimentos controlados y modelos de balance de masas, los aportes dietarios al crecimiento
en un periodo de tiempo determinado. Este método ha sido utilizado para medir la contribucién
proporcional del alimento natural y artificial a la nutricién del camarén en estanques acuicolas
(Burford et al., 2004; Parker y Anderson 1989; Peterson y Fry, 1987). La medicién de las
proporciones isotdpicas en las fuentes de alimento puede ayudar a determinar la importancia
de estas fuentes para la nutricion del camardn (Gearing, 1991; Phillips y Gregg, 20030), por lo
que el uso de dietas formuladas con ingredientes cuyos valores isotdpicos son conocidos,
permite distinguir y cuantificar la contribucién de estas fuentes al crecimiento después que

hayan sido situadas fisiolégicamente (Fischer et al., 2004; Gamboa-Delgado et al., 2011).

El andlisis de isotopos estables también se ha utilizado para estimar la tasa metabdlica de
recambio de diferentes elementos por medio de modelos que describen el cambio isotépico en
el tiempo, como lo es el establecido por Hesslein et al. (1993), el cual permitié evaluar los
cambios isotépicos del tejido larval del pez blanco (Coregonus nasus). En estudios en los que se
aplica un cambio de dietas isotépicamente diferentes, este modelo permite distinguir el cambio
isotépico provocado por la tasa de recambio metabdlica y el provocado por la dilucién de dichos
isdtopos por efectos del crecimiento. Gamboa-Delgado et al. (2011) evaluaron la incorporacion
de la macroalga Ulva clathrata fresca en la dieta del camardn Penaeus vannamei y su
contribucién isotdpica, obteniendo una mayor tasa metabdlica en los camarones que fueron
alimentados con las concentraciones altas de macroalga, sin embargo, estos mismos individuos
presentaron un menor peso. Este bajo peso obtenido por los camarones fue provocado por el
bajo perfil nutrimental de la macroalga, por lo que los nutrientes provenientes de la macroalga

fueron utilizados para otras funciones y no para el crecimiento tisular.
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2.5 Efecto de la restriccion de alimento en la actividad enzimatica

La digestion y la absorcidn son los principales procesos en el metabolismo de los animales, por
lo que el estudio de la fisiologia digestiva es de suma importancia (Gisbert et al., 2009). El
analisis de la actividad digestiva puede ser utilizado como indicador de los procesos digestivos y

condicién nutricional en animales (Bolasina et al., 2009).

Las enzimas digestivas se encargan de la degradaciéon quimica de los alimentos ingeridos. En
crustdceos, estas enzimas son sintetizadas y secretadas por el hepatopdncreas (Barker y Gibson
1979). Ademas de la sintesis y secrecion de enzimas, el hepatopancreas es el principal érgano
para la digestién, absorcion y almacenamiento de nutrientes, tales como lipidos, los cuales
pueden ser utilizad durante los periodos de ayuno (lcely y Nott, 1992; Ong y Johntson, 2006).
Entre los diferentes tipos de enzimas digestivas se encuentran las proteasas, que actlan sobre
los enlaces peptidicos de las proteinas, las carbohidrasas, capaces de digerir los carbohidratos, y
las lipasas, que hidrolizan los enlaces éster de los lipidos (Terra y Ferreira, 1994; Terra et al.,

1996).

La actividad de estas enzimas estd relacionada directamente a los procesos digestivos,
aprovechamiento de nutrientes y al crecimiento en animales (Xia et al., 2018), donde la lipasa,
tripsina y a-amilasa conforman las principales enzimas digestivas en el hepatopdncreas del
camaron para la degradacion del alimento (Muhlia et al.,, 2003). Adicionalmente, la actividad
enzimatica no se mantiene constante, ya que es sensible a factores externos, tales como la
escases, cantidad y calidad del alimento (Charron et al., 2015; Sacristan et al., 2016). Ademas,
en crustaceos decadpodos, la actividad digestiva varia como resultado del ayuno durante los

ciclos de muda (van Wormhoudt, 1974).

Se han realizado estudios donde se evallan los efectos de diferentes periodos de ayuno en
crustdceos. Calvo et al. (2013) evaluaron el efecto del ayuno prolongado durante 50 dias,
seguido de realimentacién por 40 dias en langostas de agua dulce Cherax quadricarinatus.
Observaron una reduccién significativa en la actividad de la lipasa durante el periodo de
restriccion de alimento al dia 40 y 50 respecto al control, pero después de la realimentacion, los
animales con restriccion presentaron una actividad enzimdtica similar a los individuos

alimentados continuamente. En el caso de la actividad de amilasa, no se encontraron
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diferencias significativas en los dias 40 y 50 respecto al control durante el periodo de restriccidon
y realimentacidén. Para la actividad de proteasas, los individuos con ayuno mostraron una mayor
actividad en el dia 40 respecto al control, y una menor actividad al dia 50 en comparacién al
control en el periodo de ayuno, pero dichas diferencias no fueron significativas, durante el

periodo de restablecimiento del alimento tampoco se encontraron diferencias significativas.

Se ha reportado que los camarones pueden regular su actividad digestiva ante los periodos de
ayuno, y la sintesis de energia puede disminuir debido a la reduccién del nivel de las enzimas
digestivas en condiciones de inanicion (Charron et al., 2014; Sacristan et al., 2016; Sanchez et
al., 2007). Por su parte, Zhang et al. (2010) evaluaron el efecto del ayuno en la actividad
enzimdtica del camardn chino Feneropenaeus chinensis, en un estudio donde los animales
fueron sometidos a periodos de inanicidon durante 4, 8, 12 y 16 dias, respectivamente. Los
resultados mostraron una reduccion significativa en la actividad de proteasa en todos los
tratamientos sometidos a ayuno respecto al control. En el caso de la amilasa, los camarones
sometidos a 8, 12, y 16 dias de ayuno presentaron una actividad enzimatica significativamente
mayor respecto al control. Asimismo, se observd una mayor actividad de lipasa en camarones
sometidos a 8, 12 y 16 dias de ayuno en comparacion el control. Los camarones sometidos a 4
dias de ayuno no presentaron diferencias significativas tanto en la actividad de amilasa como
lipasa con respecto al control. Por otro lado, Dai et al. (2018) reportaron una reduccién de la
actividad digestiva en el camardn blanco bajo condiciones de ayuno, donde encontraron una
menor actividad de amilasa, mientras que la actividad de lipasa no mostré diferencias

significativas respecto al grupo control.

Anteriormente se ha evaluado el efecto del crecimiento compensatorio en P. vannamei, Rocha
et al. (2019) evaluaron los efectos de los ciclos de ayuno (1 y 2 dias, respectivamente) y
realimentacion al dia siguiente de la restriccion, seguido de una fase de realimentacién durante
28 dias. Al término del experimento, los organismos obtuvieron un crecimiento compensatorio
parcial. Los resultados de actividad enzimatica demostraron una reduccién significativa de
tripsina, amilasa y lipasa en los animales durante los ciclos de ayuno respecto al control. En la
fase de realimentacion se observé una mayor actividad de tripsina y lipasa en camarones con

restriccion alimenticia, respecto al control.
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2.6 Comunidades bacterianas en Penaeus vannamei

La biota digestiva es el conjunto de bacterias, arqueas y microorganismos eucariontes que
colonizan el tracto gastrointestinal de los organismos, los cuales mantienen una importante
relaciéon con el hospedero (Backhed et al., 2005; Neish, 2009). Estas asociaciones ayudan en la
proteccidon contra microorganismos patégenos, ayudan a regular los procesos metabdlicos,
modulan la respuesta inmune y contribuyen en la sintesis de vitaminas (Cornejo et al., 2017,
Thursby y Juge, 2017). El individuo se encuentra en un estado de eubiosis cuando mantiene un
balance con su microbiota, es decir, no ha sufrido la pérdida de microorganismos benéficos. Sin
embargo, existe la posibilidad que las funciones anteriores se vean afectadas como resultado de
la alteracidn de la composicidon microbiana benéfica, en un proceso denominado disbiosis (lebba

et al., 2016; Thursby y Juge, 2017).

Las poblaciones bacterianas en el intestino de invertebrados acudticos estan conformadas
mayormente por el phylum Proteobacteria y a menudo se encuentran de manera abundante en
crustaceos (Hakim, 2015; Holt et al., 2020; Huang, 2016; Meziti et al., 2010; Rungrassamee,
2014; Zhang et al., 2014). Las Proteobacterias conforman el phylum mds extenso de bacterias
con seis clases y mas de 116 familias, las cuales son gram-negativas y en su mayoria anaerobias
facultativas (Moon et al., 2018; Stackebrandt et al., 1988). Ademas, son capaces de proliferar y
sobrevivir en ambientes acuosos fuera del hospedero. La abundancia relativa de este grupo
bacterias no cambia conforme a la salinidad del ambiente (Zhang et al., 2016) o la composicidon
de la dieta incluyendo diferentes fuentes de carbohidratos (Qiao et al., 2017) o lipidos (Zhang et
al., 2014), por lo que se considera a las Proteobacterias como las mas estables en el intestino de
P. vannamei. Otros phylum (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria) son propensas a cambiar
con el estadio de vida del individuo, dieta, estado de salud y factores ambientales (Li et al.,
2018). En cambio, se ha reportado que la abundancia del phylum Firmicutes se ve influenciada
por las funciones fisioldgicas del hospedero y la dieta, adicionalmente, algunas bacterias de este
phylum pueden metabolizar la fibra como fuente de carbohidratos para la produccién de acidos

grasos de cadena corta que son benéficos para la pared intestinal (Velazquez et al., 1997).



15

Tanto el phylum Firmicutes, como Bacteroidetes desempefian funciones de absorcién de acidos
grasos y el metabolismo de lipidos (Semova et al., 2012). Fan y Li (2019) reportaron que la
proporcion de Firmicutes y Bacteroidetes puede influir en la absorcidon de nutrientes para el
crecimiento del camardn. En este estudio se encontré una relacion de 3.08 / 3.31 de Firmicutes
/ Bacteroidetes en camarones con crecimiento normal, mientras que en camarones con bajo
crecimiento, esta relacion fue de 0.34 / 6.04. A diferencia de éstos, el phylum Actinobacteria se
caracteriza por mantener la homeostasis de la barrera intestinal (Binda et al., 2018). Por
ejemplo, el género de bacterias Bifidobacterium son capaces de producir acidos grasos de

cadena corta, los cuales ayudan a mantener la barrera intestinal (Hardy et al., 2013).

Las Gammaproteobacterias conforman la clase mds extensa de las Proteobacterias y son
frecuentemente descritas como las bacterias mas abundantes en P. vannamei (Rungrassamee et
al., 2016; Tzuc et al., 2014; Zheng et al., 2017). Dentro de esta clase de microorganismos se
encuentra el género Vibrio, algunos pueden ser patégenos oportunistas y son la fuente de
enfermedades importantes cuando el mecanismo de defensa de los camarones se encuentra
deteriorado (Lightner, 2005). Estas bacterias estan presentes de manera abundante en el agua
de cultivo y son los causantes de vibriosis en camarones peneidos (Oxley et al., 2002; Saulnier et

al., 2000).

Tanto las bacterias benéficas como los patégenos oportunistas se encuentran presentes en el
intestino de P. vannamei saludable, sin embargo, bajo ciertas condiciones, estas bacterias
pueden ser las causantes de enfermedades (Derome et al, 2016). Esto se debe a un
desequilibrio de la abundancia relativa de las bacterias producido por estrés o malnutricién,
provocando la reduccién de abundancia de bacterias benéficas, dando asi oportunidad de un

incremento de las bacterias patdgenas (Ringg et al., 2014).
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2.6.1 Cambios en la biota intestinal por efecto de la restriccion de alimento

El alimento limitado puede representar un reto fisiolégico para muchos animales. El ayuno
representa una crisis energética debido a la escasa disponibilidad de los nutrientes (McCue,
2012). Algunas especies marinas sobreviven ante condiciones limitadas de nutrientes utilizando
fuentes de energia alternativas que contengan 4acidos grasos, cuerpos cetdnicos y compuestos
nitrogenados producidos por los microorganismos presentes en la biota intestinal durante el

ayuno (Barreto et al., 2017; Egerton et al., 2018; Kohl et al., 2014; Kohl y Carey, 2016).

En el sector acuicola, la restriccion deliberada de alimento es una técnica causante de estrés en
animales, pero ha sido utilizada como estrategia econdmica y para la producciéon amigable con
el medio ambiente (Zhu et al., 2016). Sin embargo, el estrés por inanicién no sélo puede afectar
el crecimiento y la salud del individuo, sino que también tiene efecto en la biota intestinal

(Brown et al., 2012).

Se ha observado que los cambios en la composicién y funcidon de las bacterias se debe a la
alimentacion, asi como diversas condiciones fisioldgicas y ambientales, entre otros (Bikel et al.,
2015). Entre todos estos factores, la dieta es el principal causante de alteraciones de la biota
intestinal, influenciando el metabolismo de especies simbiontes y provocando cambios
biolégicos en el huésped (Brown et al., 2012; Round y Mazmanian, 2009; Salonen y de Vos,
2014). Los individuos pueden adaptarse a periodos cortos (< 7 dias) de restricciéon de alimento
por medio del ajuste de sus respuestas metabdlicas y fisioldgicas, mientras que periodos
prolongados de ayuno (> 7 dias) pueden provocar un cambio en la biota microbiana de estas
especies (Kohl et al., 2014). La biota bacteriana desempefia un rol importante en la inmunidad,
y metabolismo del hospedero y se ha visto que la pérdida en la diversidad de la microbiota
ocasiona que el ecosistema intestinal sea menos estable y funcional, afectando la fisiologia del

hospedero (Ramakrishna, 2013; Xiong et al., 2017a).

En estudios anteriores se ha observado que la restriccién de alimento provoca cambios
significativos en las comunidades bacterianas. Esto se presentd en el estudio de Xia et al. (2014),
donde observaron diferencias significativas en la abundancia bacteriana en individuos de pez

barramundi Lates calcarifer sometidos a ayuno durante 8 dias. Los resultados mostraron un
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aumento significativo del phylum Bacteroidetes en los peces con ayuno, mientras que se
observé una disminucion de Firmicutes y Proteobacteria, aunque estas diferencias no fueron
significativas. A nivel de clase se reportd una disminucion de Betaproteobacteria y un aumento
de Bacteroidia y Sphingobacteria en el tratamiento con restriccién. El aumento de Bacteroidetes
se debe a su capacidad para obtener energia de diferentes fuentes, esto les permite ser una de
las bacterias mas competitivas en los peces durante el ayuno, en contraparte, la reduccion de

Firmicutes se encuentra al consumo de calorias de los peces.

Foysal et al. (2020) estudiaron los efectos del estrés por inanicion en la biota intestinal de la
langosta de agua dulce Cherax cainii, donde se manejé un grupo experimental (con restriccién
total de alimento por 4 semanas) y un control. Los resultados mostraron diferencias
significativas en la modulacion de la biota bacteriana a nivel de phylum, donde los Firmicutes
fueron las bacterias mas abundantes en el grupo control, con una abundancia relativa del
51.7%, mientras que en el tratamiento con restriccién de alimento fue solo de 10.2%. A nivel de
género, el microbioma mostré una modulacién significativa de la abundancia bacteriana en el
periodo posterior a la restriccion de alimento, con un incremento del 11.2% de Vibrio en el

tratamiento con restriccidn respecto al control.

Actualmente, no se ha evaluado el efecto del crecimiento compensatorio sobre la biota
digestiva de especies acuicolas. Sin embargo, en el estudio realizado por Sakyi et al. (2020) se
evaluo el efecto de la restriccion de alimento y realimentacion en la biota bacteriana de la
tilapia Oreochromis niloticus. Los animales fueron sometidos a un estrés por restriccion total de
alimento por 21 dias, seguido de una fase de realimentaciéon ad libitum por 21 dias. Los
resultados mostraron una mayor abundancia de Proteobacteria durante el ayuno en los
individuos con restriccién de alimento comparados con el tratamiento control, mientras que se
observd una disminucidon en la abundancia de los phylum Proteobacteria, Actinobacteria y
Firmicutes después de la realimentacién. El phylum Bacteroidetes presenté una menor
abundancia en el tratamiento de restriccion respecto al control, los cuales estan relacionados
con una mejor produccién de energia y utilizacion de los dcidos grasos. Estas bacterias fueron
mas abundantes durante la etapa de realimentacion, por lo que podria contribuir en la mejora

de las funciones fisioldgicas de los peces después de un periodo de ayuno.
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Liu et al. (2020) analizaron la biota bacteriana durante un periodo de ayuno por 30 dias, seguido
de una realimentacién en individuos de mero hibrido Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus
lanceolatus. Los resultados mostraron una reduccion de la diversidad de las comunidades
bacterianas en el intestino de los animales en ayuno, y después de la realimentacion, se
encontraron diferencias significativas en Ila abundancia de los phylum Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria y Deinococcus-Thermus entre el grupo
experimental y el control, por lo que el ayuno prolongado podria ocasionar cambios en la biota

bacteriana.

Dai et al. (2018) evaluaron los cambios por restriccion total de alimento durante 17 dias en las
comunidades bacterianas del camarén P. vannamei mediante el andlisis de secuenciacion
masiva del gen 16S ARNr. Respecto a la diversidad de las comunidades bacterianas al final del
experimento, los resultados no mostraron diferencias significativas entre los individuos con
restriccion alimenticia y el control, pero se observé la pérdida de Mesorhizobium tamadayense y
especies de Rhodobacteraceae, las cuales pueden contribuir a la estabilidad y funcionabilidad de
las comunidades microbianas. Ademas, se encontré una mayor abundancia de patégenos

oportunistas (Clostridium senegalense) en los camarones no alimentados.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de camardn blanco representa una de las principales especies acuicolas en el mundo,
siendo el alimento el costo operacional mas importante dentro de la industria acuicola.
Actualmente se emplea el crecimiento compensatorio como estrategia de manejo de alimento
para reducir costos en la camaronicultura; sin embargo, se desconoce su efecto sobre la tasa de
recambio metabdlica, actividad enzimatica digestiva y biota bacteriana del camarén P.
vannamei. Por lo que el presente trabajo permitiria ampliar los conocimientos sobre el uso mas
eficiente de nutrientes en la dieta, asi como identificar el efecto de la restriccién de alimento y
realimentacion sobre la actividad digestiva, y por otro lado conocer el papel de las comunidades

bacterianas durante el crecimiento compensatorio del camarén.
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4. HIPOTESIS

Si al restaurar las condiciones normales de alimentacidon después de un periodo temporal de
restriccion alimenticia se presenta un crecimiento compensatorio, se espera que los ajustes
fisiolégicos generados, resulten en un aumento en la tasa de recambio metabdlica y actividad
enzimatica digestiva, ademas de cambios en la biota microbiana del camarén Penaeus vannamei

relacionados con el aumento en la tasa de crecimiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los cambios en la tasa de recambio metabdlica, actividad digestiva y en la biota

bacteriana en el camardn blanco Penaeus vannamei durante el crecimiento compensatorio.

5.2 Objetivos particulares

e Evaluar y comparar el rendimiento productivo del camardn bajo diferentes periodos de
restriccion temporal de alimento.

e Evaluar la tasa de recambio metabdlico para nitrégeno en el camardn durante el
crecimiento compensatorio.

e Evaluar la actividad de enzimas digestivas en el camardén durante el crecimiento
compensatorio.

e Determinar los cambios en las comunidades bacterianas del camardén durante el

crecimiento compensatorio.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Evaluar el rendimiento productivo del camarén blanco Penaeus vannamei durante
diferentes periodos de restriccion de alimento.

6.1.1 Disefio experimental

Se realizé un ensayo in vivo donde se manejaron 3 diferentes tratamientos y 4 réplicas por
tratamiento con camarén blanco (P. vannamei) en acuarios de 50 litros. Cada réplica contenia
12 organismos de 0.44+0.03 mg peso promedio inicial, a una temperatura controlada de 28-
29°C, salinidad de 37 UPS, con un fotoperiodo de 12:12 horas luz:oscuridad y aireacion
continua. Se realizaron recambios de agua diarios del 50%. Los tratamientos experimentales
consistieron en 3 y 6 dias de restriccién del 70% de alimento, seguido de un periodo de
alimentacion a saciedad y un control con alimentaciéon ad libitum durante todo el periodo
experimental de 35 dias (Figura 5). Antes del experimento, los camarones se sometieron a un
periodo de aclimatacién de 20 dias con una dieta de acondicionamiento con el fin de otorgarle
una firma isotdpica diferencial, seguido de la dieta experimental, isotopicamente diferente para

observar el cambio isotdpico en el tiempo (Tabla 1).

Disefio experimental

conol - |

Tratamientos
_|
w

o |

0 5 10 15 20 25 30 35
Dias

m Restriccion de 70% de alimento m Realimentacién a saciedad

Figura 5. Regimenes de alimentacion experimental de los tratamientos.
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Tabla 1. Composicién del alimento de acondicionamiento y experimental para la evaluacion de
la actividad digestiva, tasa de recambio metabdlica y comunidades bacterianas.

Ingrediente Alimento
Acondicionamiento (%) Experimental (%)

Harina de pollo 55 0
Harina de pescado 16 56
Premezcla de vitaminas 0.5 0.5
Lecitina de soya 0
Aceite de pescado
Alginato de sodio
Vitamina C 0.1 0.1
Almidén 25.4 26.4
Total 100 100

Se realizaron biometrias semanales y se calcularon los parametros zootécnicos de acuerdo con

las siguientes férmulas:

a) Ganancia de peso (GP): Ganancia de peso en gramos (Kureshy y Davis, 2002)

Gp = pr — P

Donde pf representa el peso final y pi el peso inicial.

(1)

b) Tasa de crecimiento especifico (TCE): Crecimiento diario promedio (Fées et al., 2016)

TCE (%dia™') = 100x (In P, — InP;) /T

(2)

Donde Pr representa el peso final del camaron y P; es peso inicial. T es el tiempo

transcurrido del experimento.

c) Tasa de crecimiento (TC%): Crecimiento ponderal promedio expresado en porcentaje

(Flores-Leyva, 2006).

TC% = 100x(p; — p;)/pi

(3)
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Donde Py representa el peso final del camaron y P; es peso inicial.

d) Alimento consumido: Expresado en g/camardn/dia (Flores-Leyva, 2006)

AC = Alimento total consumido /(N; + N, + 2 x tiempo (dias)) (4)

Donde Ni representa el nimero de organismos iniciales y Nf es el numero final de

organismos.

e) Factor de conversion alimenticia (FCA): Cantidad de gramos de alimento necesaria para

aumentar una unidad de peso (Fdes et al., 2016)

FCA = alimento consumido [ total de biomasa producida (5)

f) Supervivencia (S): Porcentaje de organismos vivos al final del experimento (Flores-Leyva,

2006).
§=Ng/ Nx100 (6)

Donde Nf es el numero final de individuos al terminar el experimento, N; son los

organismos que iniciaron el experimento.

6.1.2 Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa R v1.41717 . Se utilizé la prueba de
Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la distribucion de los datos y la prueba de
Barlett para homocedasticidad. Se realizé un analisis de varianza de una via (ANOVA, a = 0.05)
para identificar diferencias significativas. En caso de detectar diferencias significativas en algun
parametro, se realizd un andlisis de comparaciones multiples de medias de Tukey de con un

intervalo de confianza del 95% para determinar grupos homogéneos.
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6.1.3 Muestreos

Los camarones fueron diseccionados para obtener el tracto digestivo (estdmago e intestino) en
los dias 0, 14 y 35 para observar el efecto del crecimiento compensatorio sobre las comunidades
bacterianas. Para los andlisis de actividad digestiva, se tomaron muestras de hepatopancreas en
los dias 0, 14 y 35. Para los andlisis isotdpicos, se tomaron muestras de musculo del segundo
segmento abdominal de los camarones en los dias 0, 3, 6, 9, 14, 21, 28 y 35 para observar el

cambio isotépico en el tiempo al suministrar una nueva dieta.

6.2. Evaluar la tasa de recambio metabdlico en el camarén blanco

6.2.1 Analisis isotdpico

Se tomaron muestras de tejido muscular de camardn, las cuales fueron deshidratadas (60°C / 24
h), molidas y encapsuladas en micro-contenedores de estafio. Las muestras fueron organizadas
en placas tipo ELISA y enviadas a analizar a la Universidad de California (UC Davis Stable Isotope
Facility) para determinar la influencia isotépica en el tejido muscular mediante un analizador
elemental PDZ Europa Scientific Roboprep acoplado a un espectrémetro de masas de
proporciones isotépicas PDZ Europa Hydra 20/20. Los resultados fueron expresados en notacién

delta (&) respecto a los valores isotdpicos de dos estandares internacionales.

6.2.2 Estimacion de la tasa de recambio de nutrientes y tiempo medio

Para calcular el tiempo medio de la tasa de recambio de nutrientes, los valores isotdpicos de
nitrégeno fueron incorporados a un modelo exponencial (Hesslein et al., 1993) que permite
diferenciar el efecto del crecimiento y la tasa de recambio metabdlica en el cambio isotdpico

observado en el tejido de camardn.

Conuestra = Cn + (Co — Cn)e—(kﬂn)t (7)
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donde Cpuestra representa el valor isotdpico del tejido muscular del camarén al tiempo t, Co es el
valor isotdpico del tejido u organismo en equilibrio con una dieta inicial, y Cn es el valor
isotopico alcanzado cuando los camarones se encuentran en equilibrio con una nueva dieta. Los
parametros k y m se obtuvieron a partir de los datos de crecimiento y usando regresidon no-
lineal iterativa, respectivamente. Los valores calculados se integraron a una ecuacién para
obtener una estimacidon del periodo de tiempo necesario para que la mitad del nitrégeno
constituyente en musculo sea reemplazado una vez que los animales consumen una nueva dieta

(tiempo medio, tsg) (MacAvoy et al., 2005; Ecuacién 8).

In2 (8)
50~ m+ k)

6.3 Determinacion de actividad enzimatica

6.3.1 Preparacion del extracto enzimatico

El procesamiento de las muestras se llevd a cabo en el Laboratorio de Fisiologia Comparada y
Gendmica Funcional del CIBNOR, SC. Para la determinacion de la actividad enzimatica fue
disectado el hepatopdncreas y almacenado a -80°C hasta su procesamiento. El tejido fue pesado
y homogenizado en agua destilada en una relacién 1:4 peso tejido/volumen con ayuda de un
homogenizador de tejidos (Benchtop, Fastprep-24 5G™). A continuacién, las muestras fueron
centrifugadas a 15000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante (extracto) fue
recuperado para posteriormente cuantificar la actividad enzimatica. Las determinaciones fueron
realizadas con un Lector multimodo Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientic, Vantaa, Finlandia)

en placas de 96 pozos (96 MicroWell™, Nunc, Dinamarca).
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6.3.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica digestiva

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante la técnica de Bradford (1976), para la curva
estandar se uso suero de albumina de bovino como estandar y se leyé a 495 nm. La actividad a-
amilasa se llevé a cabo siguiendo la metodologia de Vega-Villasante et al, (1993), usando

almidén y a una absorbancia de 570 nm.

Para evaluar la actividad tripsina y lipasa, se utilizaron diferentes sustratos fluorogénicos. Para
tripsina se usé Boc-GlIn-Ala-Arg-7 amino-4 Metilcoumarina hidroclorido (B4153, Sigma-Aldrich®;
Buchs, Suiza) al 0.8 mmol L™ en dimetil sulféxido (DSMO) y Tris HCl 50 mmol L™ (Toledo et al,
2011). Se realizaron lecturas cada 30 segundos durante 30 minutos a una longitud de emisidn

de 460 y excitaciéon de 355 nm (Gilannejad et al., 2020; Toledo et al., 2011).

Lipasa fue medida usando como sustrato 4-metilbuferilo butirato (19362, Sigma-Aldrich®;
Buchs, Suiza) disuelto en DFMO y después diluido en bufer de fosfatos 200 mmol L™ (pH 7.5) y la
fluorescencia fue medida 450/365 (emisidn/excitacidn) siguiendo la metodologia de Gilannejad

etal., (2020).

Cada muestra se evalud por triplicado y todo el proceso fue realizado cuidadosamente sobre
una cama de hielo. Los calculos para la determinacion de la actividad enzimatica se realizaron
de acuerdo con Vega-Villasante et al. (1993) para a amilasa; Toledo et al. (2011) y Guzman-

Villanueva et al. (2013) para tripsina; y Gilannejad et al. (2020) para lipasa.

6.3.3 Analisis estadisticos

Se realizaron las pruebas de normalidad y homocedasticidad en el programa R. En caso de
resultar prueba paramétrica, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via para observar
diferencias significativas y un analisis de Tukey para determinar diferencias entre tratamientos.

Para pruebas no paramétricas se realizé un analisis con la prueba Kruskal Wallis.
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6.4. Determinar los cambios en las comunidades microbianas del camarén por efecto de
diferentes regimenes de alimentacion.

6.4.1 Extraccién y cuantificacion de ADN

Se tomaron aleatoriamente muestras de tejido intestinal y estdmago de camardn de cada
tratamiento. Para la extraccion de ADN se utilizé el kit DNeasy UltraClean Microbial de QIAGEN
y se siguid las instrucciones del fabricante. EI ADN resultante de las muestras fue analizado en el
espectrofotémetro Nanodrop 2000 para observar la pureza y se utilizé el flourometro Qubit

para la cuantificacién de ADN y gel de agarosa para analizar la integridad.

6.4.2 Preparacion de librerias y secuenciacion

Se realizdé la amplificacién PCR de la regién hipervariable V3 del gen procariota 16S ARNr
utilizando los cebadores con adaptadores 16S-V3_338f (TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT
AAG AGA CAG acy cct acg ggr ggc agc ag) y 165-V3_533r (GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA
TAA GAG ACA G tta ccg cgg ctg ctg gca c). Se utilizé el kit MiSeq Reagent V3 600 cycle para la
preparacion de las librerias. Los amplicones finales fueron secuenciados en el equipo llumina

MiSeq del laboratorio de genética y bioinformatica del CIBNOR.

6.4.3 Analisis bioinformatico

Las lecturas resultantes FASTQ de la secuenciacion fueron limpiadas y posteriormente alineadas
utilizando la base de datos bacterianas SILVA en el software MOTHUR v1.41.3. Las secuencias
quiméricas producidas en la PCR fueron eliminadas mediante el algoritmo V-SEARCH, y
posteriormente a cada muestra se le dio una asignacidon taxondmica (a nivel de phylum y
genero) con la base de datos RDP y por ultimo se formaron las unidades taxondmicas
operacionales (OTUs). Para determinar la abundancia relativa de las comunidades bacterianas
se analizaron las tablas de OTUs en el programa R. De igual manera, se determind la diversidad
alfa y beta de los tratamientos y se realizd el andlisis de varianza molecular (AMOVA) en el

software Rv1.41717.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion del rendimiento productivo del camarén P. vannamei bajo los diferentes
regimenes alimenticios

En la Figura 6, se muestra el peso final de los camarones bajo los diferentes regimenes
alimenticios durante los 35 dias del bioensayo. Los resultados en los dias 7 y 14 mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos, siendo el tratamiento control el que registré un
mayor peso. En el dia 21, el tratamiento T3 no presenté diferencias significativas respecto al
grupo control, en cambio, el tratamiento T6 fue significativamente diferente al control. Para el
dia 35, los pesos finales no mostraron diferencias significativas entre tratamientos, donde los
camarones del tratamiento T3 presentaron el mayor peso (3.47 g), seguido del grupo control

(3.38 g), siendo el tratamiento T6 quien registro el valor mas bajo (3.23 g).
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Figura 6. Peso promedio a 0, 7, 14, 21, 28 y 35 dias de experimentacién de P. vannamei con los
tratamientos T3, T6 y control (p < 0.05, n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos de acuerdo con el analisis de Tukey.
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Los parametros zootécnicos obtenidos al dia 35 se presentan en la Tabla 2. Los organismos del
tratamiento T3 obtuvieron una mayor ganancia en peso que el control y T6, pero no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos. Por otro lado, el tratamiento con
restriccion de alimento T3 mostré una mayor tasa de crecimiento que los tratamientos T6 y
control, estos valores no presentaron diferencias estadisticamente significativas. Los camarones
del tratamiento control obtuvieron un valor mas alto de factor de conversién alimenticia (FCA)
con un valor de 1.3, seguido del tratamiento T6 con 1.26, por ultimo, el tratamiento T3 presentd
1.23, pero dichas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Con respecto al consumo
de alimento, los resultados presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05),
donde se observé un mayor consumo en el alimento control (3.81 gr), seguido del T3 (3.71 gr) y

el tratamiento T6 obtuvo el menor consumo (3.51 gr).

Tabla 2. Pardmetros zootécnicos de camarones control, T3y T6 después de35 dias de
experimentacion.

Tratamiento PF (gr) GP (gr) TC(%) FCA Supervivencia Consumo
(%) de
alimento
Control 3.38+0.14°  2.93+0.14° 668.+32° 1.30+0.07° 100° 3.81+0.2°
T3 3.47+0.13°  3.02+0.13° 676+28° 1.23+0.5° 96+6° 3.71+0.01°
T6 3.23+0.04° 2.79°+0.03° 639+11° 1.26+0.1° 93+11° 3.51+0.01°¢
Valor p 0.110 0.118 0.253 0.364 0.579 <0.001

Los valores representan los promedios de cada pardmetro zootécnico + desviacion estandar.
(n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo a las
pruebas de comparaciones multiples de Tukey.

En cuanto a la tasa de crecimiento especifico, durante los dias 0 al 7 se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (p < 0.05). Los camarones pertenecientes al grupo control
obtuvieron el valor promedio mas alto de este parametro con 8.81% dia™, seguido del
tratamiento T3 con 6.63% dia™ y el tratamiento T6 presentd el valor mas bajo con 4.33% dia™

(Figura 7).
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Figura 7. Tasa de crecimiento especifica (TCE) diaria de camarones control y tratamientos T3 y
T6 durante los dias 0 a 7 de experimentacion (p < 0.05, n = 3).

Durante los dias 7 y 28, se observd una mayor tasa de crecimiento especifico en los
tratamientos T3 y T6 respecto al control. Los individuos del tratamiento T6 presentaron el valor
promedio mas alto con 10.3% dia™, mientras que el tratamiento T3 alcanzd un crecimiento por

dia de 9.6% dia™, siendo el control el que presentd un valor promedio més bajo con 8.6% dia™

(Figura 8).
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Control T3 T6
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Figura 8. Tasa de crecimiento especifico (TCE) por dia de los tratamientos Control, T3 y T6
durante los dias 7 a 28 de bioensayo (p < 0.05, n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos de acuerdo al analisis de comparaciones multiples de Tukey.

Los resultados no mostraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento especifica al dia
35 del experimento, siendo el tratamiento T3 el que mostré el valor mas elevado con 5.85% dia
! el control registré el segundo valor mas alto con 5.82% dia™, mientras que el T6 present el

valor mas bajo con 5.72% dia™ (Figura 9).
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Figura 9. Tasa de crecimiento especifico (TCE) por dia de los tratamientos Control, T3 y T6 al dia
35 de bioensayo (p > 0.05, n = 3).

7.2 Determinacion de la tasa de recambio metabdlica durante el crecimiento compensatorio
de P. vannamei

7.2.1 Equilibrio isotépico de Nitrégeno

Antes del bioensayo, la dieta de acondicionamiento confirié un valor isotépico para 8°N de 8.53
1 0.12 %o en el musculo de los camarones. Al inicio del bioensayo, y una vez suministrada la
nueva dieta con diferentes valores isotépicos, se observé un cambio similar en todos los
tratamientos, dando como resultado un valor promedio 14.31 + 0.26 %.. Para el dia 35 de
bioensayo, todos los tratamientos alcanzaron un equilibrio isotdpico con su dieta experimental.
En la figura 10 se muestran las tendencias de cambio isotépico y el efecto de m y k (tasa de
recambio metabdlica y tasa de crecimiento, respectivamente) sobre los valores isotdpicos en el

tejido de los camarones.
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Figura 10. Cambios isotdpicos en musculo de P. vannamei causados por un cambio de dieta

aplicado a camarones que posteriormente se mantuvieron sin restriccion de alimento (a),

camarones sujetos a una restriccion de alimento de 3 dias (b) y 6 dias (c). Los rombos

representan los valores 615N determinado en diferentes dias. Los cuadrados representan los

valores predichos por una ecuacién de cambio isotépico y muestran la contribucién del

crecimiento y de la tasa de recambio metabdlica al cambio isotépico observado (k + m). Los

tridngulos muestran el cambio isotdpico atribuido solamente al crecimiento (k). Con el fin de

facilitar las comparaciones, las tendencias de cambio se muestran desde los dias 3 y 6, y tales

valores fueron usados para estimar los valores predichos.
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En la Tabla 3 se muestran los parametros k (tasa de crecimiento por dia), m (tasa de recambio
metabdlico por dia) y los valores tso de nitrégeno estimados al final del bioensayo, ademas se
presenta la contribucion de los parametros m y k al cambio isotépico. Los camarones del grupo
control presentaron una mayor tasa de recambio de nitrégeno (0.033 dia™), seguido del
tratamiento T3 (0.18 dia '), mientras que el T6 obtuvo el menor valor (0.008 dia™). Para el
control, el crecimiento tuvo una influencia del 61% sobre el cambio isotdpico en el musculo del
camardn, mientras que la tasa de recambio aportd el 39%. Los tratamientos T3 y T6 presentaron
una contribucién de 76 y 24%, y 88 y 12% por parte del crecimiento y tasa de recambio,

respectivamente.

Tabla 3. Valores de los parametros de crecimiento (k), tasa de recambio metabdlica (m),
contribuciones de m y k al cambid isotdpico y tiempo medio de residencia de nitrégeno (t50) en
P. vannamei sometidos a diferentes regimenes de alimentacién.

Tratamiento k dia™ mdia* Contribuciones de k  Tiempo medio de
y m al cambio residencia del N tsg
isotépico (%) (d)

Control 0.051+0.0013 0.033+£0.0012 61-39 8.3+ 0.11

T3 0.057+0.0014 0.018+ 0.0017 76 -24 9.2+ 0.17

T6 0.061+ 0.0015 0.008+ 0.0015 88-12 10.0+£0.20

Respecto al tiempo medio de residencia (tsg), los resultados mostraron un mayor tiempo de
residencia del nitrégeno en el tejido de los camarones del tratamiento T6, con una duracidn de
10.0 dias, el tratamiento T3 mostré el segundo valor mas alto con 9.2 dias y el control obtuvo el

menor tiempo con 8.3 dias.
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7.3 Determinacion de la actividad digestiva durante el crecimiento compensatorio de P.
vannamei

7.3.1 Actividad de tripsina

En la Figura 11 se observa la actividad especifica de tripsina en los dias 9, 14 y 35 de bioensayo.
Los tratamientos T3 y T6 mostraron una mayor actividad de tripsina durante el dia 9 de
bioensayo respecto al control (p < 0.05), donde el tratamiento T3 mostré el valor promedio mas
alto con 454.1 U mg proteina™, seguido del tratamiento T6 que presenté una actividad
especifica de 431.8 U mg proteina™ y por ultimo el control con una actividad de 376.3 U mg
proteina™. Para el dia 14 y 35, los resultados no mostraron diferencias significativas entre

tratamientos (p > 0.005).
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Figura 11. Actividad especifica de tripsina durante el crecimiento compensatorio de P. vannamei
durante los dias 9, 14 y 35 de ensayo (p < 0.05, n=6). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos de acuerdo al anilisis de Tukey.



37

7.3.2 Actividad de amilasa

Los resultados de la actividad especifica de amilasa se observan en la Figura 12. Los
tratamientos T3 y T6 presentaron diferencias significativas en el dia 9 de bioensayo, siendo el
tratamiento T3 el que mostré una mayor actividad (0.0016 U mg proteina™), el control presenté
el segundo valor mas alto (0.0014 U mg proteina™) y el T6 obtuvo la actividad més baja (0.009 U

mg proteina™). Durante el dia 14 y 35 de bioensayo, los resultados no mostraron diferencias

significativas entre tratamientos.
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Figura 12. Actividad especifica de amilasa durante los dias 9, 14 y 35 del camardn P. vannamei
sometido a diferentes regimenes de alimentaciéon (p < 0.05, n=6). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo al andlisis de Tukey
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7.3.3 Actividad de lipasa

En la Figura 13 se observan los resultados de la actividad de lipasa durante el bioensayo. En el
dia 9 se observaron diferencias significativas del tratamiento T6 y el control, donde el
tratamiento T6 mostrd la actividad mas alta (55.23 U mg proteina™), mientras que el T3 obtuvo
el segundo valor mas alto (49.6 U mg proteina™) y el control registré el valor mas bajo (45.6 U
mg proteina™). Para el dia 14, los tratamientos presentaron una actividad de lipasa similar al no
observar diferencias significativas. En el dia 35 se obtuvo una actividad especifica
significativamente mayor en el tratamiento T6 respecto al T3 y control (p < 0.05), donde el valor
mas alto fue de 47.03 U mg proteina™, mientras que el control tuvo una actividad de 42.85 U mg

proteina™y el T3 presentd el valor promedio mas bajo con 42.40 U mg proteina™.
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Figura 13. Actividad especifica de lipasa durante los dias 9, 14 y 35 de bioensayo en P. vannamei
bajo restriccién alimenticia del 70% (p < 0.05, n=6). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos.
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7.4 Determinacion de los cambios en las comunidades bacterianas del camaréon

7.4.1 Alpha diversidad

De acuerdo con lo observado en los indices de diversidad Shannon y Chao, no se presentaron

diferencias significativas entre tratamientos al dia 35 de bioensayo.

Tabla 4. Alpha diversidad de bacterias en intestino de camarones sometidos a diferentes
regimenes de alimentacién al dia 35 de bioensayo.

indice de Control T3 T6 Valor de p
diversidad
Shannon 5.17 5.22 5.06 0.817
Chao 64806.95 68377.33 61120.20 0.876

En el grafico de componentes principales (Figura 14) se observa la distribucion de los diferentes
géneros de bacterias al dia 14 de bioensayo, donde las comunidades de bacterias se agruparon

de forma diferente entre cada tratamiento, y a su vez, fueron similares a sus respectivas

réplicas.
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Figura 14. Grafico de componentes principales (PCA) donde se muestra el agrupamiento de las
comunidades bacterianas en el intestino de camarén de los diferentes tratamientos

experimentales al dia 14 de bioensayo.
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7.4.2 Cambios en las comunidades bacterianas a nivel de phylum, familia y género

Los resultados de las comunidades bacterianas a nivel de phylum se observan en la Figura 15 en
los diferentes periodos del bioensayo. Proteobacteria fue el phylum dominante (entre 89 y 95%)
en el intestino de camardn de todos los tratamientos y en los 2 tiempos de muestreo, seguido
de Actinobacteria (entre 1.9 y 10 %), mientras que otros phylum, tales como Bacteroidetes y
Firmicutes representaron un menor porcentaje de abundancia relativa (<1%). No se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos respecto a la abundancia bacteriana a nivel de

phylum.
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Figura 15. Abundancia relativa de las comunidades bacterianas (phylum) durante los dias 14 y
35 de bioensayo en camarones sometidos a diferentes regimenes de alimentacion.

Los resultados respecto a las comunidades bacterianas a nivel de familia se muestran en la
Figura 16, donde Rhodobacteraceae abarcé mas del 90% de la abundancia relativa en todos los
tratamientos al dia 14 de bioensayo. Asi mismo, se observd una disminucion significativa de
Vibrionaceae en los tratamientos T3 (0.02%) y T6 (0.11%), bajo crecimiento compensatorio,

respecto al tratamiento control (0.95%). Para el dia 35, Rhodobacteraceae continué como la
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familia bacteriana mas abundante en todos los tratamientos abarcando mas del 86.9% de
abundancia relativa. Durante el tltimo dia de bioensayo, se observaron diferencias significativas
en Vibrionaceae (Control: 0.16%, T3: 0.26% y T6: 0%), ademas de una disminucidn significativa
en Flavobacteriaceae en camarones con los tratamientos con restriccion alimenticia T3 y T6

(0.08 y 0.02% respectivamente) respecto al control (0.2%).
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Figura 16. Abundancia relativa a nivel de familia en el intestino de camarones bajo diferentes
protocolos de alimentacion durante el dia 14 y 35 de bioensayo.

A nivel de género, los resultados mostraron diferencias significativas al dia 14 de bioensayo,
donde hubo una mayor abundancia de Celeribacter, Catenococcus y Epibacterium en el
tratamiento control respecto a los tratamientos en crecimiento compensatorio (T3 yT6) (Figura
17). En el mismo periodo, se observd la presencia de bacterias del género Cohasibacter en el
tratamiento control (0.02%) y T6 (0.28%), pero estas no estuvieron presentes en el tratamiento
T3. Uno de los géneros mas abundantes fue Ruegeria, con una mayor abundancia relativa en los
tratamientos con crecimiento compensatorio (T3 y T6 con 28.6 y 26.2% respectivamente) en

relacion al tratamiento control (16.2%). El género Shimia también fue mas abundante en el
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tratamiento T3 y T6 (11.7 y 3.3% respectivamente) que en los camarones control (2.34%). Sin
embargo, estas diferencias en los géneros Ruegeria y Shimia no fueron estadisticamente

significativas (p > 0.05).

Para el dia 35, los géneros Celeribacter y Ruegeria fueron las bacterias mds abundantes en el
intestino de camarén, ocupando un rango de abundancia relativa entre 17.3-31.1% y 27.2-
39.9% respectivamente, sin mostrar diferencias significativas de ambos generos entre los
diferentes tratamientos. Ademas, se observaron diferencias significativas en la abundancia
relativa del género Shimia entre los tratamientos T3 y T6 (2.1 y 3.5% respectivamente) y el
control (1.2%). Por otro lado, también se obtuvieron diferencias significativas respecto a la
abundancia relativa de Catenococcus, donde se presentdé una mayor abundancia en el

tratamiento T3 (0.34%), seguido del control (0.16%) y el T6 obtuvo una menor abundancia

(0.01%).
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Figura 17. Comunidades bacterianas a nivel de género en intestino de camardn bajo diferentes
regimenes alimenticios durante el dia 14 y 35 de bioensayo.
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8. DISCUSION

8.1 Determinacion del rendimiento productivo de P.vannamei bajo los diferentes
tratamientos de restriccidon de alimento

En el presente trabajo, la restricciéon del 70% del alimento durante 3 y 6 dias, no tuvo un efecto
significativo en el peso final de los camarones. Los resultados del bioensayo mostraron que P.
vannamei puede alcanzar un crecimiento compensatorio completo al dia 35 del ensayo después
de haber sufrido un estrés por restriccion alimenticia. Estos resultados concuerdan con lo
observado en el trabajo de Wu y Dong (2002), donde observaron una compensacion completa
en el camardn chino Fenneropenaeus chinensis sometidos a 6 dias de ayuno y 30 dias de
realimentacion, en el cual los tratamientos no mostraron diferencias significativas con relacién
al peso final. Resultados similares se reportaron en el trabajo de Shao et al. (2020), en el cual no
encontraron diferencias significativas en el camardn P. vannamei alimentado continuamente y
sometido a ciclos de ayuno por 1 y 2 dias, seguido de realimentacién durante 5 y 6 dias
respectivamente durante 6 semanas. Lin et al. (2008) también reportaron la capacidad de P.
vannamei de alcanzar un crecimiento compensatorio completo en la sexta semana del
experimento al restablecer las condiciones de alimentacion en camarones después de un ayuno

de 1 a 3 dias.

Entre el dia 7 y 28 del bioensayo, los camarones con 3 y 6 dias de restriccion del 70% del
alimento obtuvieron una mayor tasa de crecimiento especifico que el control (p < 0.05),
sugiriendo que los organismos presentaron un crecimiento compensatorio que les permitio
alcanzar pesos similares a los individuos alimentado continuamente. Al final del bioensayo,
tanto el peso final y la tasa de crecimiento especifica observados no mostraron diferencias
significativas, y los anteriores resultados concuerdan con lo reportado por Shao et al. (2020)
donde obtuvieron parametros similares de peso final y tasa de crecimiento por dia en
camarones en ayuno respecto al grupo control. Asimismo, en el trabajo realizado por Zhu et al.
(2016) también se observé una tasa de crecimiento por dia similar en el camardén P. vannamei
alimentado continuamente e individuos sometidos a ciclos de ayuno por 1, 2 y 3 dias vy

realimentados por 3, 5 y 9 dias respectivamente. En ese trabajo, el tratamiento control presentd
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una tasa de crecimiento especifica de 4.13% dia'l, mientras que los tratamientos con ayuno

presentaron un valor de 4.04, 3.95 y 4.08% dia™ respectivamente.

Anteriormente se ha reportado que P. vannamei puede obtener un crecimiento compensatorio
completo después de un periodo corto de restriccién alimenticia debido a un incremento
significativo en el consumo de alimento durante la fase de realimentacién (Lin et al., 2008).
Estudios en crustaceos reportan un mayor consumo de alimento durante los periodos de
recuperacion, tal es el caso del trabajo realizado por Stumpf y Greco (2015), donde observaron
hiperfagia en Cherax cuadricarinatus sometidos a ayunos ciclicos, es decir, un mayor consumo
de alimento durante la fase de recuperacion respecto al control. Estos animales alcanzaron un
crecimiento compensatorio al final del experimento, siendo la hiperfagia el principal mecanismo
de los animales durante este crecimiento (Alvarez, 2011). Asimismo, en este trabajo se observé
hiperfagia en camarones bajo diferentes regimenes de alimentacién, durante el inicio del
crecimiento compensatorio, dando como resultado un crecimiento compensatorio a partir de la

primera semana del periodo de recuperacion.

El factor de conversién alimenticia fue estadisticamente igual en los tratamientos con
restriccion de alimento y el control, lo cual concuerda con lo reportado por Wu y Dong (2002),
donde obtuvieron un factor de conversidon alimenticia similar en camarones con y sin restriccion
de alimento. En el presente estudio, los camarones bajo condiciones de restriccién alimenticia
mejoraron la eficiencia de utilizacién de la dieta al consumir menores cantidades de alimento y
obtener un peso similar a los individuos del tratamiento control al final del bioensayo, aunque
estas diferencias respecto al FCA no fueron significativas. Caso contrario a lo reportado por Zhu
et al. (2016), donde se obtuvo un mayor consumo de alimento y un valor significativamente
mayor del factor de conversiéon alimenticia en camarones bajo condiciones de ayuno respecto al
control, en el cual los animales mostraron una mejora en la capacidad de digestién y absorcién

de alimento durante la realimentaciéon después de haber sufrido estrés por ayuno.

Los periodos de restriccidn alimenticia pueden tener un efecto positivo sobre el ahorro de
alimento. De acuerdo con Fées et al. (2016), es posible ahorrar hasta un 25% del alimento a
través del crecimiento compensatorio. En el trabajo de Tamadoni et al. (2020) se obtuvo un

ahorro de alimento de hasta el 23.8% en el crecimiento compensatorio del pez Acanthopagrus
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latus, los cuales fueron sometidos a periodos de ayuno de 2, 4 y 8 dias, seguido de
realimentacidn durante 8, 16 y 32 dias respectivamente, durante 80 dias. Cota-Quintero (2021)
obtuvo un ahorro de hasta el 14.67% del alimento en el camardn P. vannamei sometidos a una
restriccion del 50% de alimento durante 7, 14 y 21 dias, seguido de un periodo de
realimentacion a saciedad hasta el dia 42. Sin embargo, en el presente trabajo se obtuvo un
ahorro de hasta el 8% del alimento durante 35 dias de bioensayo, atribuido a un menor periodo

de restriccion alimenticia.

Respecto a la tasa de supervivencia, la restriccion del 70% de alimento durante 3 y 6 dias no
tuvo un efecto significativo sobre este parametro. En el trabajo realizado por Wu y Dong (2002)
obtuvieron un 100% de supervivencia durante el crecimiento compensatorio del camardn F.
chinensis sometido a 3 dias de ayuno seguido de realimentacidn a saciedad. Resultados
similares se encontraron en el trabajo de Zhu et al. (2016), donde se obtuvo una tasa de
supervivencia del 100% en el camardn P. vannamei bajo diferentes regimenes de alimentacion,
los cuales consistieron en 1, 2 y 3 dias de ayuno, seguido de realimentacién por 3, 5y 9 dias,
respectivamente. Por lo que la correcta implementacion de protocolos de restriccién alimenticia
parcial o total, pueden contribuir al crecimiento compensatorio del camarén, sin comprometer

la tasa de supervivencia de estos.

8.2 Determinacion de la tasa de recambio metabdlico durante el crecimiento compensatorio
de P. vannamei

Durante el periodo de acondicionamiento, los animales alcanzaron un equilibrio isotépico con Ia
dieta, presentando un valor de 8°N= 8.53 + 0.12 %o. Al iniciar el bioensayo y aplicar una nueva
dieta, los camarones presentaron una rapida influencia de las caracteristicas de la dieta sobre el
tejido muscular en los diferentes regimenes de restriccion alimenticia, ademas, se observé una
tendencia similar de cambio isotépico en los tres tratamientos. Al final del bioensayo, el tejido
del camardn presenté un valor promedio de §"°N=14.31 + 0.26 %o, acercandose al equilibrio
isotdpico, por lo tanto, se asume que los nutrientes asimilables de la dieta fueron transferidos al
tejido muscular, el cual a su vez es sintetizado a partir de estos nutrientes. El equilibrio isotépico

en el tejido animal puede atribuirse al efecto del crecimiento y a la tasa de recambio metabdlico
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(Gamboa-Delgado et al., 2010). Para ello, el modelo descrito por Hesslein et al. (1993) permite
diferenciar el efecto del crecimiento y tasa de recambio metabdlica sobre los valores isotépicos

en el tejido animal.

Bojorquez y Soto (2015) reportaron que la restriccion alimenticia puede influir a que P.
vannamei no alcance un equilibrio isotépico con su dieta, adicionalmente observaron que el
enriquecimiento de 8N bajo condiciones de ayuno se debié a la reutilizacién del tejido
existente para cubrir las necesidades metabdlicas del camardn, caso contrario a lo observado en
el presente trabajo, donde la restriccion parcial de alimento no impidié que los camarones
lograran un equilibrio isotépico con su nueva dieta. Los camarones sometidos a restriccion
alimenticia alcanzaron un equilibrio isotépico mayormente por efecto del crecimiento tisular
(T3: 76% y T6: 88%), mientras que la tasa de recambio metabdlica tuvo un menor efecto (T3:
24% y T6: 12%), estas diferencias pueden atribuirse a causa del crecimiento compensatorio. En
el trabajo realizado por Gamboa-Delgado et al. (2020) se obtuvieron resultados similares, donde
se observd un cambio isotdpico por efecto de la adicidn de tejido del 50-90%, mientras que la
tasa de recambio metabdlica obtuvo una contribucién del 10-50% bajo el efecto de dietas con
diversos tipos de proteinas, demostrando la capacidad de P. vannamei de lograr un equilibrio

isotopico primariamente a través del crecimiento.

Respecto a la tasa de recambio metabdlica (m), se observaron valores mas bajos en los
tratamientos con restriccién alimenticia (0.018 y 0.08) respecto al control (0.033), a su vez,
estos animales presentaron una tasa de crecimiento (k) mds alta al control. Los camarones con
restriccion alimenticia T3 y T6 mostraron un tiempo medio de residencia (tso) ligeramente
mayor (9.2 y 10 dias, respectivamente) respecto al control (8.2 dias). Estas diferencias pueden
atribuirse al aumento del pardmetro k y al descenso de la tasa de recambio metabdlico (m)
presentada por los camarones con restriccion alimenticia, los cuales tienen un efecto directo
sobre el tiempo medio de residencia de los nutrientes en el tejido. Los valores tso tienden a
aumentar conforme los animales crecen vy los resultados obtenidos en el presente trabajo son
similares a otros trabajos realizados con juveniles de la misma especie de camarén (Gamboa-

Delgado et al., 2011, 2020).
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8.3 Determinacion de la actividad digestiva durante el crecimiento compensatorio de P.
vannamei

8.3.1 Actividad de tripsina

La tripsina desempefia un papel importante en la asimilacién de nutrientes en el
hepatopancreas del camarén (Muhlia et al., 2002; Shao et al., 2017). En el presente trabajo se
observé una mayor actividad de tripsina en los tratamientos T3 y T6 durante el dia 9. Por su
parte, Calvo et al. (2013) también reportaron un incremento en la actividad de tripsina en
langosta australiana Cherax cuadricarinatus al dia 90 durante el periodo de realimentacion
después de un periodo de ayuno de 50 dias respecto al control. Rocha et al. (2020) reportaron
resultados similares en el camardn P. vannamei sometidos a ciclos de ayuno por 1 y 2 dias,
seguidos de un dia de alimentacidn, respectivamente, seguido de un periodo de realimentacion
por 28 dias, y observaron un aumento en la actividad de tripsina durante la realimentacién,
sugiriendo que una mayor actividad de esta enzima mejora la eficiencia del uso de proteinas.
Resultados similares se observaron en el trabajo realizado por Zhang et al. (2010) en el camarén
chino F. chinensis sometidos a 4, 8 y 12 dias de ayuno, reportando un aumento de proteasa

durante la fase de realimentacién respecto al periodo de ayuno.

En la presente investigacion se observé un crecimiento compensatorio a partir del dia 7 de
bioensayo, en este sentido, los camarones presentaron una tasa de crecimiento especifico y
actividad especifica mas alta al control. Tamadoni et al. (2020) reportaron una mayor actividad
de proteasa respecto al control durante el crecimiento compensatorio completo del pez
Acanthopagrus latus sometidos a ciclos de ayuno de 4 y 8 dias, seguido de realimentacién por
16 y 32 dias, respectivamente durante 80 dias. Lo anterior concuerda con lo reportado por
Peixoto et al. (2018), quienes encontraron una mayor actividad de tripsina en juveniles de P.
vannamei que presentaron un mayor crecimiento, sugiriendo que esta enzima puede tener

influir para que los camarones puedan alcanzar un crecimiento compensatorio completo.

Para el dia 14 y 35, la actividad de tripsina en los tratamientos con restriccion del 70% de
alimento fue similar al control, estos resultados concuerdan con lo reportado por Garcia et al.
(2021), quienes observaron una actividad de tripsina estable durante los periodos de

alimentacion. Ademas, en otras especies también se ha observado un patréon similar en la
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actividad de tripsina durante los periodos de restablecimiento después de un periodo de
restriccion alimenticia, tal es el caso de pez ciprinido Megalobrama Pellegrini, que presentd una
actividad especifica similar entre el valor obtenido antes del periodo de ayuno y después de la

realimentacién (Zheng et al., 2015).

8.3.2 Actividad de amilasa

La amilasa es una enzima que facilita la digestidon de los carbohidratos, los cuales representan
una fuente de energia econémica para el camardn (Rosas et al. 2002). Sanchez-Paz et al. (2006)
reportaron que P. vannamei utiliza principalmente glucosa, como fuente de energia durante los
periodos de ayuno, seguido de acilglicéridos. En el presente trabajo, la actividad de amilasa fue
mas alta en el tratamiento T3, mientras que el tratamiento T6 mostré un valor
significativamente menor durante el dia 9 (periodo de crecimiento compensatorio), por lo que
los organismos del T3 reflejaron una mayor movilizacidon de carbohidratos, mientras que la baja
actividad del tratamiento T6 puede atribuirse a la utilizaciéon de otros nutrientes como lipidos,
durante el inicio del periodo de realimentacién. El incremento en la actividad amilasa durante la
fase de recuperacion puede ayudar a la obtencidon de energia necesaria para cubrir las
necesidades crecientes por el crecimiento acelerado. Para los dias 14 y 35, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control, por lo que la realimentaciéon puede
tener un efecto positivo en la regulacidn de la actividad de amilasa a sus niveles normales.
Rocha et al. (2019) observaron una disminucién en la actividad de esta enzima en P. vannamei
durante el ayuno, sin embargo, los autores no encontraron diferencias significativas en
camarones con ayuno respecto al control durante la fase de realimentacion. En el trabajo
realizado por Shao et al. (2020) se encontraron resultados similares al final de fase de
realimentaciéon del camardn P. vannamei, donde no se encontraron diferencias significativas en
la actividad de amilasa entre organismos con ayuno y el control. Durante el crecimiento
compensatorio se obtuvo un valor mas elevado en la actividad de amilasa en el tratamiento T3,
por lo que un valor mas alto de la actividad enzimatica puede estar asociado con una

recuperacién rapida en animales con restriccidn alimenticia (Tamadoni et al., 2020).
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8.3.3 Actividad de lipasa

En peces, los lipidos representan una fuente de energia no proteica y estos se encuentran
relacionados al incremento de masa muscular (Oujifard et al., 2012). Por otro lado, durante los
periodos de restriccion alimenticia los crustdceos pueden movilizar estas reservas energéticas
contenidas en el hepatopdancreas (Zhang et al., 2010). En el presente trabajo durante el dia 9 de
bioensayo, los tratamientos T3 y T6 presentaron una mayor actividad de lipasa, siendo el T6 el
Unico que presenté diferencias significativas respecto al control, lo cual pudiera estar
relacionado a un periodo mas prolongado de restriccion alimenticia y al hecho de que estos
organismos solo se habian alimentado a saciedad por 3 dias hasta ese punto. En el trabajo
realizado por Calvo et al. (2013) se observd una reduccién en las reservas lipidicas en Cherax
cuadricarinatus sometidos a un periodo de ayuno de 40 dias. Estos organismos también
presentaron una actividad de lipasa significativamente menor al tratamiento control. Las
reservas de energia lipidicas han sido consideradas como las responsables de inducir un
crecimiento compensatorio (Maciel et al., 2018). En el presente trabajo, a partir del dia 7 los
organismos de los tratamientos T3 y T6 presentaron un crecimiento compensatorio, donde la
actividad de lipasa fue mayor al control. Esto coincide con el trabajo de Gamboa-Delgado et al.
(2003) quienes reportaron que la ganancia de peso en P. vannamei conlleva un incremento en la
actividad lipolitica del camardn, similar a lo reportado por Peixoxo et al. (2020), donde se
observé que el camardn blanco puede alcanzar un mayor peso final debido a la influencia de

una alta actividad de lipasa.

Para el dia 14, los resultados no mostraron diferencias significativas entre tratamientos durante
la fase de recuperacidn, esto también se observd en otras especies, tales como C.
cuadricarinatus (Sacristan et al., 2016) y M. aponicas (Zheng et al., 2015), donde el periodo de
recuperaciéon influyd en nivelar la actividad de lipasa en animales sometidos a periodos de
ayuno respecto a aquellos mantenidos en un grupo control. Los camarones del tratamiento T3 y
el control no presentaron diferencias significativas al dia 35 del bioensayo, sin embargo, el
tratamiento T6 obtuvo un aumento significativo de la actividad de lipasa respecto al control. Es
posible que los camarones pertenecientes a este tratamiento se encontraran en un periodo
posterior a la intermuda, donde los organismos no pueden comer, provocando una movilizacién

de lipidos, los cuales pueden ser utilizados durante los periodos de ayuno como la principal
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fuente de energia (Birnnbaum, 2003; Rivera et al.,, 2010), por lo que se observé una mayor
actividad en estos organismos. En contraparte Zhang et al. (2010) obtuvieron una menor
actividad de lipasa en el camardn F. chinensis durante el periodo de realimentacién respecto a la

actividad observada durante la fase de ayuno.

8.4 Determinacion de los cambios en las comunidades bacterianas durante el crecimiento
compensatorio de P. vannamei

La abundancia relativa de las bacterias en el intestino de camarones peneidos se encuentra
generalmente dominada por las Proteobacterias (Holt et al, 2020). En el presente trabajo, las
Proteobacterias representaron el phylum mds abundante en todos los tratamientos, seguido de
Actinobacterium, estas Ultimas han sido identificadas en camarones sanos (Wu et al., 2016),
ayudando en la homeostasis (Binda et al, 2018). Otros phylum tales como Bacteroidetes,

Firmicutes y Planctomycetes estuvieron presentes en menores porcentajes.

Durante los dias 14 y 35 de bioensayo, no se observaron diferencias significativas a nivel de
phylum entre los diferentes tratamientos, por lo que la restricciéon alimenticia no tuvo un efecto
significativo sobre la biota bacteriana del camardén blanco. Esto puede deberse a que los
periodos de restriccidn alimenticia fueron cortos, ademads que los periodos de prohibicién de
alimento fueron parciales, por lo que estos resultados no coinciden con lo observado en otras
especies bajo condiciones de ayuno, tales como Cherax cuadricarinatus (Foysal et al., 2020);
Lates calcarifer (Xia et al., 2014); Oreochromis niloticus (Sakyi et al., 2020), para las cuales se
reportaron diferencias significativas en la biota bacteriana a nivel de phylum y en algunos casos,
la pérdida de diversidad bacteriana. Esto ultimo no se observé en este trabajo, ya que no se
encontraron diferencias significativas de acuerdo con los indices de diversidad de Shannon y
Chao. Las Alphaproteobacterias representaron la clase de Proteobacterias mas abundante en el
intestino de camardn, estas bacterias han sido observadas tanto en el intestino, como estémago
de camarones sanos, mientras que esta abundancia se ve disminuida en camarones enfermos

(Chen et al., 2017).
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Respecto a las comunidades bacterianas a nivel de familia, Rhodobacteraceae fueron las
bacterias mas abundantes en todos los tratamientos en los dias 14 y 35. Los taxones de esta
familia han sido identificados previamente en el intestino de P. vannamei juveniles y adultos
(Huang et al., 2016; Yao et al., 2018), con una alta abundancia en el tracto intestinal de
camarones sanos (Xiong et al, 2017b; Yao et al, 2018). Adicionalmente, estas bacterias
representan una fuente importante de probidticos para el camardn, que incluso se utilizan de
forma comercial (Balcazar et al., 2006). Durante el periodo de crecimiento compensatorio (dia
14), se encontraron diferencias significativas en la familia Vibrionaceae, donde se observé una
mayor abundancia en el tratamiento control (0.95%) respecto al tratamiento T3 (0.02%) y T6
(0.11%). Entre estas bacterias, algunas especies y cepas del género Vibrio son patdégenos
causantes de vibriosis (de Souza Valente & Wan, 2021), por lo que la reduccién de la abundancia
de Vibrio podria mantener un sistema de cultivo mds saludable (Omont et al, 2020). De la
misma manera, se observd una reduccidn significativa en la abundancia relativa de la familia
Flavobacteriaceae en camarones con restriccion alimenticia respecto al control. Anteriormente,
algunas de las bacterias pertenecientes a esta familia han sido identificadas como causantes de

enfermedades en peces, provocando pérdidas en cultivos acuicolas (Loch et al., 2015).

Por otra parte, a nivel de género se observd una disminucidn significativa de Catenococcus,
Epibacterium y Celeribacter en los tratamientos con restriccién alimenticia respecto al control
durante el dia 14. En el caso del género Catenococcus, se sabe que esta relacionado a proceso
de oxidacion de compuestos de azufre (Sorokin et al., 1996) y ha sido reportado como
abundante en Penaeus indicus (Patil et al., 2021), sin embargo, se desconoce su funcién en el
camaron. Por otro lado, Epibacterium es un género abundante en la superficie de las macroalgas
(Breider et al., 2019), el cual no se conoce su posible efecto sobre el camaroén. Celeribacter por
su parte tiene activad beta-glucosidasa (Gao et al., 2019), la cual podria ayudar a la digestion de

carbohidratos presentes en la dieta del camarén.

Por otro lado, el género Cohaesibacter sélo se identificd en el tratamiento T6, el cual se ha visto
que tiene un alto potencial en la biorremediacién de sistemas acuicolas (Qu et al., 2011).
Interesantemente, los tratamientos T3 y T6, presentaron un aumento del 12.4 y 10% de
abundancia respectivamente en el género Ruegeria, y el género Shimia obtuvo un

enriguecimiento del 9.3 y 1% respectivamente. Estos ultimos dos géneros han sido descritos
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como bacterias benéficas, las cuales participan en el metabolismo de proteinas (Achbergerova
et al., 2014; Duan et al., 2019; Yamaguchi et al., 2016). En el pez Totoaba macdonaldi el género
Shimia puede desempefiar funciones para la salud intestinal, absorcién de nutrientes vy
favorecen al crecimiento, mientras que las bacterias del género Ruegeria han sido utilizadas

como probiodticos (Barreto-Curriel et al., 2017).

Los cambios en las comunidades bacterianas al dia 14 del bioensayo, coincide con el tiempo de
ocurrencia del crecimiento compensatorio, sugiriendo que el cambio en las abundancias de
estas bacterias pudo haber contribuido al crecimiento acelerado observado en el presente
trabajo, debido a que la microbiota presente en el intestino puede desempenar funciones de
absorcion de nutrientes y regulacion de procesos metabdlicos (Cornejo et al., 2017). Lo anterior
puede justificarse mediante el grafico PCA observado anteriormente, donde las comunidades
bacterianas se agrupan de manera diferente entre los tratamientos con restriccién alimenticia y
control durante el dia 14, a causa de que los camarones con restriccidon alimenticia estaban en

diferentes etapas del crecimiento compensatorio.
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9. CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo indican que los camarones de los tratamientos con 3y 6 dias
de restriccién (T3 y T6) fueron capaces de obtener un crecimiento compensatorio completo,
después de un periodo de estrés por efecto de la restriccién alimenticia. Al final del
experimento, se obtuvo un ahorro de alimento hasta del 8% mediante la aplicacion de

protocolos de restriccién del 70% de alimento.

La tasa de recambio metabdlica determinada mediante los valores 8N, fue menor en los
camarones de los tratamientos T3 y T6 respecto al control. Indicando una mayor utilizacién del
nitrégeno dietario/proteinas para el crecimiento tisular de los camarones y al mismo tiempo,
una menor contribucidon de estas proteinas para la obtencidon de energia y/o recambio de
moléculas degradadas. El aumento del pardmetro k y el descenso de m, influyeron directamente
en que los camarones del T3 y T6 tuvieran tiempos medios de residencia del nitrégeno (ts)

menores al grupo control.

La actividad de tripsina y lipasa fue mayor durante el inicio de la fase de realimentacién, las
cuales coinciden con la etapa de proceso de crecimiento acelerado (crecimiento
compensatorio), remarcando la importancia de la actividad enzimatica digestiva en la ganancia
de peso de los camarones. Al dia 35 de bioensayo no se encontraron diferencias significativas en
la actividad digestiva, lo que sugiere un estado de normalizacién del metabolismo del camardn

después del periodo de compensacion.

De acuerdo a los resultados de metagendmica, se observd que durante el crecimiento
compensatorio (dia 14), las comunidades bacterianas resultaron diferentes respecto a ciertos
géneros entre los tratamientos T3, T6 y control, tales como Celeribacter, Cohasibacter,
Catenococcus y Epibacterium. Aemas, se observd un enriquecimiento en los géneros Ruegeria y
Shimia. Estas diferencias en la estructura de las comunidades bacterianas pudieron haber
contribuido al metabolismo de nutrientes para el crecimiento acelerado de los camarones. Para
el dia 35, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos respecto a la
abundancia relativa de bacterias, sugiriendo que todos los tratamientos se encuentran en el

mismo estado fisiolégico en términos de tasa de crecimiento.
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11. ANEXOS

Comandos utilizados para el analisis de metagenémica en MOTHUR

Establecimiento del directorio de trabajo

set.dir(input=/home/apena/giovanni/Secuencias_nuevas)

Creacidn de contigs

make.contigs(file=stability.files, processors=8)

Eliminacién de contigs

summary.seqs(fasta=stability.trim.contigs.fasta)

Eliminacion de secuencias repetidas

unique.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.fasta)

Creacion de tabla de conteo

count.segs(name=stability.trim.contigs.good.names, group=stability.contigs.good.groups)

Alineamiento

align.seqgs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.fasta, reference=silva.bacteria.fasta

Eliminacion de secuencias alineadas

summary.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.align,
count=stability.trim.contigs.good.count_table)
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screen.segs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.align,
count=stability.trim.contigs.good.count_table,
summary=stability.trim.contigs.good.unique.summary, start=6388, end=25316, maxhomop=8)

Filtrado

filter.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.align, vertical=T, trump=.,)

Eliminacion de secuencias alineadas repetidas

unique.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.fasta,
count=stability.trim.contigs.good.good.count_table)

Precluster

pre.cluster(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.fasta,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.count_table, diffs=2)

Deteccidn y eliminacion de quimeras

chimera.vsearch(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fasta,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.count_table,
dereplicate=t)

remove.segs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fasta,
accnos=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.vsearch.accnos)

Clasificacion de las secuencias

classify.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.fasta,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.vsearch.pick.cou
nt_table, reference=trainset18 062020.rdp.fasta, taxonomy=trainset18 062020.rdp.tax,
cutoff=80)
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Eliminacion de secuencias no deseadas

remove.lineage(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.fasta,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.vsearch.pick.cou
nt_table,
taxonomy=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.rdp.wang.taxon
omy, taxon=Chloroplast-Mitochondria-unknown-Archaea-Eukaryota)

Creacion de OTUs

dist.seqgs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.fasta,
cutoff=0.03)

Cluster

cluster(column=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.dist,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.vsearch.pick.pick
.count_table)

Conteo de secuencias

make.shared(list=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.opti_
mcc.list,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.vsearch.pick.pick
.count_table, label=0.03)

Clasificacion OTUs

classify.otu(list=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.opti_m
cc.list,
count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.denovo.vsearch.pick.pick
.count_table,
taxonomy=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.rdp.wang.pick.ta
xonomy, label=0.03)
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dist.segs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.pick.fas
ta, output=It, processors=4)

Alfa diversidad
count.groups(shared=stability.opti_mcc.shared)
sub.sample(shared=stability.opti_mcc.shared, size=8896

summary.single(shared=stability.opti_mcc.shared, calc=nseqs-coverage-sobs-npshannon-chao,
subsample=8896)

Beta diversidad
dist.shared(shared=stability.opti_mcc.shared, calc=thetayc-jclass, subsample=8896)

pcoa(phylip=stability.opti_mcc.thetayc.0.03.It.ave.dist)



