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Resumen

El camardn blanco, Penaeus vannamei, es la especie mas cultivada a nivel mundial, sin embargo,
durante su cultivo algunas condiciones como disponibilidad de alimento, temperatura y alta
densidad, pueden llegar a ser estresantes y alterar su tasa de crecimiento. Se ha observado que
cuando las condiciones éptimas de cultivo son restablecidas después del periodo de estrés, los
camarones pueden experimentar un crecimiento acelerado conocido como crecimiento
compensatorio (CC). Aunque este mecanismo ha sido reportado en camarones, el conocimiento
sobre la plasticidad fisiolégica que ocurre durante este proceso es limitado. El objetivo de este
estudio fue evaluar a nivel fisiolégico y gendmico el efecto del ayuno, temperatura y densidad de
cultivo sobre la capacidad de respuesta de crecimiento compensatorio de P. vannamei. Para ello,
se realizaron tres bioensayos independientes en los que se evalud el efecto de cada estresor con
diferentes grados de severidad y duracion con relacién a una condicién control. Se realizaron
biometrias semanales durante los periodos de estrés y después de que las condiciones dptimas
se restablecieron. Se obtuvieron muestras de musculo, hemolinfa y hepatopdncreas para
determinar el flujo de combustibles y reservas energéticas, indicadores de estrés oxidativo y
actividad enzimatica digestiva. Asi mismo, se emplearon técnicas moleculares para identificar el
nivel de metilacion global del ADN y la expresién de genes asociados al crecimiento
compensatorio. Los resultados demuestran que P. vannamei es capaz de compensar por
completo su crecimiento después de ser expuesto a periodos cortos de ayuno a diferentes
temperaturas, hipotermia y densidad de cultivo elevada. A nivel digestivo se observd un
incremento en la actividad de enzimas proteoliticas durante el estrés por alta densidad de cultivo
y por efecto de la hipertermia e hipotermia prolongada; mientras que la actividad lipasa se
incrementd durante el CC inducido por la densidad de cultivo y el estrés térmico de corta
duracidn. La actividad de las enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa, fue alterada por efecto del estrés térmico prolongado y la alta densidad. La
movilizacidon de las reservas energéticas entre los tejidos evaluados fue dependiente de Ia
duracién y tipo de estresor, sin embargo, durante el estrés inducido por alta densidad de cultivo,
se observé mayor contenido de ATP en el musculo del camardn asociado a una mayor utilizaciéon
de triglicéridos presentes en la hemolinfa. Se identificaron 862 genes expresados
diferencialmente por efecto del ayuno, 544 por la hipotermia y 1138 por la densidad de cultivo.
Esta ultima condicién también disminuyd significativamente la metilacién global del ADN, dando
paso a investigaciones mas profundas sobre los cambios epigenéticos asociados a las variaciones
ambientales en el camardn blanco. La capacidad de respuesta de crecimiento compensatorio a
nivel fisioldgico y gendmico en el camardn blanco Penaeus vannamei, es dependiente de la
duracion del periodo de estrés y tipo de estresor, sin embargo, presenta una amplia plasticidad
fisioldgica que resalta la posibilidad de implementar la induccidn del crecimiento compensatorio
como estrategia para lograr mejoras en el cultivo de esta especie.
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Summary

The white shrimp, Penaeus vannamei, is the most widely farmed species worldwide. However,
during its cultivation, certain conditions such as food availability, temperature, and high density
can become stressful and disrupt its growth rate. It has been observed that when optimal
cultivation conditions are restored after a stress period, shrimp can experience accelerated
growth known as compensatory growth (CG). Although this mechanism has been reported in
shrimp, knowledge about the physiological plasticity occurring during this process is limited. The
objective of this study was to evaluate, at physiological and genomic levels, the effects of fasting,
temperature, and culture density on the compensatory growth response of P. vannamei. Three
independent bioassays were conducted to assess the impact of each stressor at different levels
of severity and duration in comparison to a control condition. Weekly biometrics were performed
during stress periods and after optimal conditions were restored. Samples of muscle, hemolymph,
and hepatopancreas were collected to determine fuel flow and energy reserves, indicators of
oxidative stress, and digestive enzyme activity. Molecular techniques were also used to identify
the level of global DNA methylation, and the expression of genes associated with compensatory
growth. The results demonstrate that P. vannamei can fully compensate for its growth after being
exposed to short periods of fasting at different temperatures, hypothermia, and high culture
density. At the digestive level, an increase in proteolytic enzyme activity was observed during
stress from high culture density and prolonged hyperthermia and hypothermia, while lipase
activity increased during CG induced by culture density and short-term thermal stress. The activity
of antioxidant enzymes, superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase, was altered
by prolonged thermal stress and high density. The mobilization of energy reserves among the
evaluated tissues was dependent on the duration and type of stressor; however, during stress
induced by high culture density, a higher ATP content was observed in the shrimp muscle,
associated with increased utilization of triglycerides present in the hemolymph. A total of 862
differentially expressed genes were identified due to fasting, 544 due to hypothermia, and 1138
due to culture density. The latter condition also significantly decreased global DNA methylation,
highlighting the need for further research on epigenetic changes associated with environmental
variations in white shrimp. The compensatory growth response at physiological and genomic
levels in the white shrimp Penaeus vannamei is dependent on the duration of the stress period
and the type of stressor; however, it exhibits broad physiological plasticity that highlights the
potential to implement the induction of compensatory growth as a strategy for improving the
cultivation of this species.

Keywords: Penaeus vannamei, stress, compensatory growth, physiological plasticity, gene
expression.
ORCID: 0000-0002-0280-1210.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura juega un papel primordial en el aporte de proteina de origen animal para consumo
humano (Reynaud, 2008). Desde la década de los 80’s, esta actividad se ha incrementado
anualmente, superando progresivamente la producciéon de la pesca de captura (FAO, 2020).
Ademas, esta actividad aporta diversos beneficios entre los que destaca la generacién de empleos
(Tidwell y Allan, 2001), la reducciéon del impacto en las poblaciones silvestres (Haroun et al., 2011),
la generacion de divisas para paises en desarrollo, el disefio de nuevas tecnologias apropiadas
para los sistemas de cultivo, y el avance en el conocimiento de la fisiologia de organismos

acuaticos (Martinez-Cérdova et al., 2009).

Entre los productos provenientes de este sector, el camardn es uno de los mas demandados ante
el agotamiento de sus poblaciones silvestres (Carcamo-Aréchiga et al., 2016). En el 2018, la FAO
estimé la produccidn acuicola mundial en 114.5 millones de toneladas, en donde el cultivo de
crustaceos representd el 8.2%, dominado por el cultivo de camardn blanco del Pacifico, Penaeus
vannamei, con un 52.9%, lo que representd cerca de 69,300 millones de délares (FAO, 2020). En
el 2022, P. vannamei ocupd el primer lugar dentro de las 10 especies mas cultivadas, con una
produccién de 6.8 millones de toneladas (FAO, 2024), en parte por su capacidad de adaptacién a

diversas condiciones de cultivo.

Con lafinalidad de mejorar la rentabilidad del cultivo de P. vannamei, se ha estudiado la induccion
del crecimiento compensatorio a través de estresores temporales como la restriccidn alimenticia,
cambios de la densidad poblacional y la variacidon de temperatura. Sin embargo, existe muy poca
informacidn sobre los costos y ajustes metabdlicos y gendmicos que se generan en los camarones

durante este proceso.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades y cultivo de Penaeus vannamei

El camardén blanco del Pacifico Penaeus vannamei (también llamado Litopenaeus vannamei), es
un crustdceo perteneciente a la familia Penaeidae. Es nativo de la costa oriental del Océano
Pacifico; se distribuye desde Sonora, México, particularmente en el Golfo de California, hasta
Tumbes, Peru, en aguas cuya temperatura es normalmente superior a 20°C durante todo el afio
(Treece y Yates, 1993). Los principales paises en donde se desarrolla su cultivo son: Tailandia,
China, Malasia, Ecuador, Venezuela, Brasil y México (FAO, 2016). La acuicultura de camarén en
México se encuentra sostenida por esta especie y cerca del 97% de su cultivo se desarrolla en el
Golfo de California, en los estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa y Nayarit

(Comisién Nacional de Acuacultura y Pesca, 2023).

Habita en ambientes marinos con fondos lodosos a una profundidad maxima de 70 m, aunque es
mas comun encontrarlo dentro de los primeros 25 m de profundidad (Treece y Yates, 1993). Los
adultos se reproducen y desovan en aguas oceanicas en donde las larvas planctdnicas
permanecen alrededor de 2 semanas y posteriormente migran a sistemas estuarinos donde
adquieren un habito bentdnico. Una vez que los juveniles alcanzan una talla entre 4 y 10 cm,
migran hacia aguas oceanicas donde completan su madurez para comenzar de nuevo el ciclo. De
esta manera, las larvas y juveniles se adaptan a ambientes altamente variables (Wyban et al.,

1995).

El cultivo de esta especie se desarrolla cerca de la linea de costa, en zonas con abastecimiento de
agua como esteros, lagunas costeras y bahias (Instituto Nacional de Pesca, 2018). En un sistema
convencional de cultivo larvario, después del desove, los nauplios se colocan en tanques de
concreto o recubiertos con membranas plasticas donde se crian por lo general hasta post-larva

(PL) 10 a 12 y posteriormente se transfieren a tanques de flujo rapido hasta PL30 (FAO, 2009).

El sistema de cultivo en estanques, esta definido por la densidad de siembra de postlarvas (PL12-
PL15) y la tecnificacion utilizada en la produccion: 1) Sistema extensivo: se siembran entre 4y 10
PL/m? con una tasa de recambio de agua entre 5y 10%; 2) Sistema semi-intensivo: con una

densidad de siembra entre 10 y 30 PL/m? y un flujo de agua entre 10 y 20%; 3) Sistema intensivo:
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presenta una densidad de siembra entre 60 y 300 PL/m? con un recambio de agua >20% y 4)
Sistema hiper-intensivo: la densidad de siembra se encuentra entre 300 y 450 PL/m? con un

recambio de agua >20% (Instituto Nacional de Pesca, 2018).

La alimentacion de los nauplios consiste en microalga y Artemia y se complementa con alimento
comercial seco o liquido (FAO, 2009); mientras que las postlarvas son alimentadas con pellets que
varian en su contenido de proteina. La racion de alimento es calculada con base en estimaciones
de la poblacidén, biomasa y con la ayuda de tablas de alimentacidn, haciendo ajustes semanales

de acuerdo con la tasa de crecimiento observada (Rojas, et al., 2005).

Respecto a los parametros fisicoquimicos, P. vannamei tolera un amplio rango de salinidades que
van desde 2 hasta 40 unidades practicas de salinidad (ups), con un éptimo de 35 ups, asi como un
rango de temperatura que oscila entre 23 y 30°C, siendo su crecimiento éptimo a los 28°C
(Martinez-Cérdova, 1999). No obstante, durante su cultivo pueden presentarse variaciones que
resultan estresantes para los camarones afectando su crecimiento. Cuando esto sucede vy las
condiciones de cultivo son restablecidas, los organismos pueden llegar a presentar crecimiento

acelerado conocido como crecimiento compensatorio.

2.2 Respuesta fisioldgica en camardn asociada a estresores ambientales

En los sistemas de cultivo se pretende mantener el control de las condiciones ambientales para
el optimo crecimiento del camardn. Sin embargo, suelen presentarse condiciones adversas,
conocidas como estresores, que provocan una respuesta de estrés. Esta respuesta, en principio,
permitiria mantener la homeostasis, pero frecuentemente tiene consecuencias negativas sobre
procesos fundamentales como capacidad de respuesta inmune, crecimiento, capacidad
reproductiva y supervivencia de los organismos (Chrousos y Gold, 1992; Abad-Rosales et al., 2001;
Mugnier et al., 2008; Valverde-Moya y Alfaro-Montoya, 2015; Zhu et al., 2016). Entre estos
estresores podemos mencionar privaciones o disminucion de alimento, bajas temperaturas, altas
densidades de cultivo, disminucidn en la concentracién de oxigeno disuelto, entre otras (Marques

y Lombardi, 2011).
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Dependiendo de la intensidad del estresor, la respuesta en los organismos puede presentar dos
niveles: 1) aquella que se presenta con un fin compensatorio que le permite al organismo
recuperar total o parcialmente su estado de homeostasis a través del proceso conocido como
crecimiento compensatorio y 2) la que resulta en la inhibicion del crecimiento causada por
agentes estresantes crénicos severos, generando un punto de no retorno al estado de

homeostasis de los organismos (Wendelaar-Bonga, 1997).

Todos los organismos poseen mecanismos para mantener la homeostasis y sobrevivir a cualquier
condicién adversa, respondiendo a los cambios ambientales a través de ajustes metabdlicos
(Pigliucci, 1996) que tienen la finalidad de producir la energia necesaria para restablecer la
condicidn de equilibrio. Por lo tanto, es comuin que durante la respuesta compensatoria de estrés,
exista un aumento en la utilizacién del adenosin trifosfato (ATP) celular que tiene que
compensarse aumentando la produccidn del mismo para poder mantener el balance energético
celular (Moal et al., 1989; Morris et al., 2005). Para ello, los organismos utilizan su capacidad de
adaptacidn para persistir en el medio ambiente a través de ajustes moleculares y metabdlicos,
gue les proporciona la plasticidad fisioldgica para hacer frente a los diversos estresores que

experimentan en el medio donde se desarrollan (Re et al., 2012).

En este sentido, se han propuesto diversos indicadores metabdlicos de la respuesta a estrés en
los organismos. Los mas comunes son los niveles de glucosa y lactato en hemolinfa (Mugnier et
al., 2008), al igual que el colesterol, debido a que estad implicado en la respuesta a estrés en
crustaceos, ya que se ha observado que su contenido tiende a disminuir cuando los organismos
son expuestos a un estrés térmico (Pascual et al., 2003). Diversos estudios han reportado que la
glucosa puede ser almacenada en forma de glucégeno en los principales tejidos de reserva,
hepatopancreas, musculo y branquias, para ser utilizada en respuesta a diversos estresores
(Oliveira et al., 2003; Buckup et al., 2008). La glucosa es el principal monosacarido presente en la
hemolinfa de crustaceos y sus niveles estables, reportados entre 10—20 mg dL (Sanchez et al.,
2001; Pascual et al., 2003; Aguilar, 2009), son esenciales para el buen funcionamiento de los
organismos. No obstante, la concentracidn de éste y otros metabolitos se puede alterar después
de periodos de estrés, por lo que se han utilizado como indicadores para evaluar el estado

metabdlico de los organismos.



5

Pascual et al. (2003), observaron una disminucién en los niveles de glucosa, lactato y colesterol
en Litopenaeus setiferus al quinto dia de ser expuestos a altas temperaturas (33°C), sin embargo,
a partir del dia 6 se observé un incremento variable en estos metabolitos sugiriendo que los
organismos pudieron haber activado su mecanismo de compensacion para mantener la
homeostasis. En otros estudios con camarones peneidos se ha reportado que la concentracion de
glucosa en hemolinfa no varia con 4 semanas en alta densidad (Hall y Van Ham, 1998) o 7 dias en

condiciones de cautiverio (Sanchez et al., 2001).

Jia et al. (2018), reportaron variaciones metabdlicas en Penaeus vannamei bajo estrés térmico
agudo durante 48 h. Adicionalmente observaron un incremento en la actividad de las enzimas
lactato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa, relacionadas con el metabolismo anaerobio,
durante las primeras horas de exposicidn; sin embargo, entre las 24-48 h después de iniciado el
estrés, la concentracidn de estas enzimas regresd a su nivel basal, indicando la recuperacion de
la respiracion aerobia. Asi mismo, los camarones peneidos metabolizan la glucosa a lactato a
través del metabolismo anaerobio como respuesta frente a diversos estresores como exposicién
al amonio (Racotta y Herndndez-Herrera et al., 2002), manipulacién fisica (Racotta y Palacios,

1998; Mercier et al., 2006), hipoxia (Pérez-Rostro et al., 2004), entre otros.

Un tipo particular de estrés a nivel celular es denominado estrés oxidativo que ocurre en
respuesta a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Cambios ambientales en la
salinidad, temperatura y oxigeno disuelto, ademas de factores como la radiacién ultravioleta y la
densidad de cultivo, alteran la tasa respiratoria y metabdlica de los organismos, y en consecuencia
la producciéon de ERO (Ahuejote-Sandoval, 2004; Fanjul-Moles y Gonsebatt, 2012; Martinez-Canto
et al.,, 2013; Gao et al., 2017). Las ERO son moléculas derivadas del oxigeno que reaccionan
facilmente con otras moléculas y tienen una vida media corta (Martinez-Cayuela, 1998; Alessio y
Hagerman, 2006); incluyen radicales libres que contienen electrones no apareados, como el
radical superdxido (O27) y, moléculas como el peréxido de hidrégeno (H20,). Dichas ERO producen
dafio oxidativo a biomoléculas tales como proteinas, ADN, ARN vy lipidos poliinsaturados de
membrana (Halliwell, 2009; Yoshida et al., 2012). Para contrarrestar el dafio y mantener asi la
homeostasis, existen defensas antioxidantes, que son enzimas que neutralizan las especies

reactivas de oxigeno (ERO) tal como superdxido dismutasa (SOD), enzimas encargadas de
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inactivar peréxidos como la catalasa (CAT), glutatidon peroxidasa (GPx) y peroxiredoxinas, ademas
de enzimas detoxificantes como la glutation S-transferasa (GST) (Blokhina et al., 2003; Valko et

al., 2007).

La respuesta del sistema antioxidante puede variar dependiendo de las condiciones que generan
el estrés. Se ha observado que durante periodos de hipoxia se incrementa la producciéon de ERO
y en consecuencia la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en musculo y
hepatopancreas del camardn blanco, P. vannamei sugiriendo un mecanismo de adaptacion del
camaron para tolerar tal condicion y evitar el dafio oxidativo (Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin,
2011). Por el contrario, el estrés crénico por el hacinamiento asociado con una alta densidad
genera un desbalance entre la produccidon de ERO y el mecanismo de proteccidén antioxidante
(Andrade et al., 2015), lo cual se refleja en la reducciéon o inhibicidn de la capacidad antioxidante
y la sobreproducciéon de malondialdehido, producto final de la peroxidacién lipidica (Gawel et al.,
2004) indicando dafio oxidativo, tal como se ha observado en el esturidn chino Acipenser sinensis

(Bietal., 2023) y el camarén P. vannamei (Gao et al., 2017).

Por otro lado, el hepatopdncreas o glandula digestiva generalmente es considerada como un
organo de almacenamiento en los crustaceos decdpodos (Allen, 1971), observando que el nivel
de enzimas digestivas en este drgano se altera ante factores externos e internos, por lo que su
estudio es de particular interés debido a su papel en la movilizacién de reservas ante estresores
(Comoglio et al., 2004). Cabe senalar que la actividad de enzimas digestivas promueve la
absorcién de los nutrientes requeridos ante distintas situaciones, por lo tanto, su actividad influye
en la tasa de crecimiento y la eficiencia de conversion alimenticia al incrementar la absorcién de
nutrientes (Rosas et al., 2002). En el afio 2016, Zhu et al., observaron que ciclos de ayuno
intermitente mejoraron la digestion y absorcion en P. vannamei durante la etapa de
realimentacién. Zhang et al. (2010), observaron que la actividad proteasa disminuyd en
Fenneropenaeus chinensis debido a la restriccion alimenticia, obteniendo una respuesta opuesta
en las actividades lipasa y amilasa. Resultados similares fueron observados en P. vannamei
cuando los organismos fueron sometidos a 120 h de ayuno (Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio,

2002). Por otro lado, Rocha et al. (2019), observaron que P. vannamei puede responder a
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periodos de ayuno utilizando sus reservas hepatopancredticas como fuente de energia al reducir

la actividad enzimatica digestiva.

Por otra parte, se ha reportado que las proteinas funcionan principalmente como moléculas
estructurales y catalizadores bioldgicos. Los camarones peneidos, estan adaptados para utilizarlas
como fuente de energia a partir de la hidrdlisis o de los aminoacidos que obtienen de la dieta
(Rosas et al., 2002). Ante un periodo de estrés los niveles de proteina pueden disminuir (Chen et
al., 1994; Sanchez et al., 2001), sin embargo, pueden restablecerse al sexto dia frente a un estrés
térmico, al igual que los niveles de triglicéridos (Pascual et al., 2003). Aunque los lipidos no son la
principal fuente de energia en crustdceos, se ha reportado que pueden movilizarse en condiciones
de ayuno. Sanchez-Paz et al. (2007), observaron una disminucion de acilglicéridos y lipidos totales
en hemolinfa de P. vannamei después de 48 h de ayuno, cuando los niveles de glucosa
disminuyeron a su minimo nivel. Asi mismo, se ha observado una disminucién de triglicéridos
frente a estrés térmico (Sdnchez et al., 2001) y por manipulacién prolongada (Mercier et al.,
2006). De hecho, en los camarones los triglicéridos son proveedores indispensables de energia

almacenada (Bray et al., 1990).

2.3 Estrés temporal y crecimiento compensatorio

El crecimiento compensatorio (CC) es una respuesta fisioldgica que se presenta en los organismos
después de un periodo de estrés temporal con condiciones sub-éptimas para el crecimiento de
los organismos, y se refleja en un crecimiento acelerado cuando las condiciones favorables son

restablecidas (Ali et al., 2003; Fées et al., 2016).

La compensacion del crecimiento puede manifestarse en diferentes formas una vez que las
condiciones 6ptimas se restablecen: 1) compensacion completa, cuando los organismos que
estuvieron estresados temporalmente, alcanzan eventualmente el mismo peso que los
organismos no estresados; 2) compensacion parcial, cuando los organismos temporalmente
estresados en un periodo previo muestran tasas de crecimiento relativamente mas altas y pueden
presentar mejores tasas de conversion alimenticia que la de los organismos no estresados, sin

alcanzar el mismo peso que éstos; y 3) sobrecompensacién, cuando los organismos que han
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pasado por un estrés temporal alcanzan mayor peso que los organismos no estresados. Por el
contrario, cuando el estrés es severo y/o prolongado, se genera un punto de no retorno (PNR) en
el que los organismos son incapaces de compensar su crecimiento (Wendelaar-Bonga, 1997; Ali

et al., 2003) (Fig. 1).

sobrecompensacion

compensacion completa

compensacion parcial

Peso

sin compensacion / punto de no retorno

estrés recuperacion

Tiempo

Figura 1. Tipos de crecimiento compensatorio (lineas verdes) comparados con el peso de
organismos no estresados (linea negra). Modificado de Ali et al., 2003.

Porlo general, el CC es mas evidente entre los 10 y 30 dias después de que las condiciones dptimas
son restablecidas y se caracteriza por una mayor eficiencia en la utilizacion del alimento y por lo
tanto conversiones alimenticias mas bajas, lo que se refleja en una tasa de crecimiento mas
elevada (Dobson y Holmes, 1984; Valverde-Moya y Alfaro-Montoya, 2015). Por esta razon, en
diversos estudios sobre CC, la tasa de crecimiento especifico es usada como un indicador de

crecimiento acelerado (Wu y Dong, 2002).

Se ha analizado la induccion del CC como una estrategia para optimizar la produccion en los
sistemas de cultivo convencionales, ademds de contribuir a la demanda mundial de generar una

produccién acuicola que sea sustentable. Para inducir este proceso se requieren dos fases: una
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de estrés cuando el crecimiento es reprimido, seguida de otra fase en la que desaparecen los

estresores y las condiciones son restablecidas (Valverde-Moya y Alfaro-Montoya, 2015).

La mayoria de los estudios realizados sobre CC han sido desarrollados con ganado y aves (Luna-
Pinto y Cronjé, 2000; Suarez-Garcia et al., 2004; Cui et al., 2018). Sin embargo, los estudios sobre
crecimiento compensatorio en organismos acuaticos se han intensificado desde 1970 debido a
las implicaciones que tiene en la acuicultura (Fdes et al., 2016); su estudio se ha enfocado en
peces (Hayward et al., 2000; Jiwyam, 2010; Ali et al., 2016), aunque también existen reportes en

moluscos (Auster and Stewart, 1984) y en camaroén tal como se expone a continuacion.

2.3.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento compensatorio

Se ha sugerido que el CC inducido por variacion de temperatura podria ser una estrategia
aplicable en regiones con clima subtropical o templado donde la producciéon de camarones esta

limitada por las bajas temperaturas durante largos periodos de tiempo.

Hostins et al. (2015), indujeron CC en postlarvas del camardn rosa, Farfantepenaeus brasiliensis,
durante 30 dias y encontraron que los organismos expuestos a bajas temperaturas (21°C) durante
la etapa de pre-cria, compensaron por completo su crecimiento una semana después de que la
temperatura dptima para su crecimiento (30°C) fue restablecida. Por el contrario, Prates et al.
(2020), observaron que juveniles de P. vannamei expuestos a 20 y 24°C durante 35 dias,
mostraron altas tasas de crecimiento semanal una vez que se recuperd la temperatura dptima
para su crecimiento (28°C), sin embargo, no presentaron el mismo peso final que los organismos
control mantenidos a 28°C, lo cual sugiere que los organismos presentaron un CC parcial. En este
sentido, se ha mencionado que la temperatura éptima de crecimiento para camarones penaeidos
es especie-especifica (Kumlu y Eroldogan, 2000) y que P. vannamei es altamente sensible a
pequefios cambios térmicos entre 23 y 27°C (Abdelrahman et al., 2019). Asi mismo, se ha
reportado que una temperatura por debajo de 23°C afecta negativamente el crecimiento de esta
especie (Wyban et al., 1995), lo que podria explicar el CC parcial observado por Prates et al.

(2020).
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2.3.2 Efecto de la restriccidn alimenticia en el crecimiento compensatorio

Dentro de las estrategias para inducir el CC en camardn, la restriccidn alimenticia ha sido la mds
estudiada debido al interés por reducir los altos costos de produccidn invertidos en alimento, de
modo que se han evaluado diversos regimenes de restriccion alimenticia total (ayuno) y parcial

en camarones.

Wu y Dong (2002), evaluaron el CC por el efecto combinado de la restriccion alimenticia total a
diferentes temperaturas (18, 22, 26 y 28°C) en el camardn chino, Fenneropenaeus chinensis; los
organismos fueron mantenidos sin alimentacién por 6 dias y posteriormente fueron alimentados
a saciedad por 30 dias. Al final del experimento, los camarones mantenidos a 18, 22 y 26°C
alcanzaron el mismo peso que aquellos alimentados a saciedad durante todo el experimento, lo

cual sugiere un CC completo.

En el 2010, Zhang et al., observaron que juveniles de F. chinensis en periodos de ayuno de 4y 8
dias seguidos de una realimentacion a saciedad durante 20 y 16 dias, respectivamente,
incrementaron significativamente la ingesta de alimentos y la eficiencia de conversién
alimenticia, lo que resultd en una tasa de crecimiento especifico significativamente mayor que en

los camarones sin restriccién alimenticia, sugiriendo un CC completo.

Zhu et al. (2016), evaluaron ciclos de ayuno intermitente en juveniles de P. vannamei, los cuales
consistieron en 1 dia de ayuno y 3 de alimentacién durante 36 dias; los autores reportaron que la
eficiencia de conversidn alimenticia y el indice de eficiencia proteica, fueron significativamente
mayores en los grupos tratados con respecto al control, mientras que no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos respecto al peso final, lo que sugiere que los
organismos tratados compensaron su crecimiento completamente. Resultados similares
encontraron Rocha et al. (2019), quienes de igual manera evaluaron ciclos de ayuno/alimentacién
por 30 dias, seguidos de 28 dias de realimentacién continua, como estrategia para inducir el
crecimiento compensatorio en P. vannamei en un sistema biofloc. Los autores reportaron que
durante los ciclos de restriccién alimenticia los organismos del grupo control mostraron mayor
crecimiento que los organismos tratados; sin embargo, al finalizar el experimento no se

observaron diferencias significativas en la biomasa final obtenida en ambos grupos debido a que
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la supervivencia fue mayor en los organismos tratados, asi como la tasa de conversion alimenticia
y la tasa de crecimiento especifico. Por lo tanto, sugieren que los organismos sometidos a ciclos
continuos de 1 dia de ayuno/1 dia de alimentacion, pueden compensar solo de manera parcial su
crecimiento al reducir la cantidad de alimento suministrado hasta un 50%, sin comprometer la

biomasa final obtenida.

Por otra parte, se han analizado ciclos de privacion alimenticia a largo plazo sobre el CC en P.
vannamei. Yildrim y Aktas (2018), evaluaron ciclos de ayuno/alimentacién seguida de una etapa
de alimentacién a saciedad en postlarvas de P. vannamei, durante 15 semanas. Las primeras 8
semanas evaluaron cinco regimenes alimenticios: 1:1, 2:2, 4:4, 7:7 (dias de ayuno:alimentacién)
y un grupo control alimentado a saciedad; posteriormente todos los grupos fueron alimentados
a saciedad por 7 semanas. Los resultados mostraron que P. vannamei es capaz de adaptarse a
ciclos de largo plazo de ayuno:alimentacion, porque ninguno de los regimenes evaluados afecté
la supervivencia de los camarones. Durante las 7 semanas de alimentacién a saciedad, los
organismos con alimentacién ciclica mostraron una tasa de crecimiento especifica mayor que la
del grupo control; sin embargo, ésta disminuydé conforme aumentd la duracién de los ciclos de
ayuno:alimentacién. Se presenté crecimiento compensatorio en todos los regimenes de
alimentacion evaluados, pero con ninguno de ellos se obtuvo el mismo peso que los organismos

alimentados continuamente durante las 15 semanas, por lo que el CC fue parcial.

De igual manera, Prates et al. (2020), evaluaron una fase de restriccion alimenticia del 60%
durante 35 dias y posteriormente una fase de alimentacién a saciedad por 30 dias en juveniles de
P. vannamei. Durante la fase de restriccion, los camarones tratados mostraron un crecimiento
significativamente menor que el grupo control alimentado a saciedad; sin embargo, durante la
fase de realimentacién al 100%, no se encontraron diferencias significativas en el peso final de los

organismos de ambos grupos, lo que indicé una compensacion completa del crecimiento.

De acuerdo con estos estudios, la estrategia de restriccién alimenticia total o parcial, permite una
reduccion en la cantidad de alimento sin afectar de manera significativa el peso final de los
organismos cultivados. A su vez, esta reduccién disminuye la cantidad de alimento lixiviado, en
consecuencia, las concentraciones de componentes como nitrogeno y fésforo en los efluentes

también se reducen (Zhu et al., 2016; Rocha et al., 2019).
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2.3.3 Efecto de la densidad de cultivo en el crecimiento compensatorio

Otros estresores, como la densidad de cultivo, han sido evaluados en cultivos comerciales.
Valverde-Moya y Alfaro-Montoya (2015), compararon dos estrategias para engorda de P.
vannameij en un cultivo comercial, partiendo de una pre-cria de postlarvas (3.3 mg/PL) a alta
densidad (85 m?). La primer estrategia Pre-cria:Pre-engorda:Engorda (PC:PE:E), consistid en
transferir a los organismos de pre-cria, a un estanque de pre-engorda en densidad media (23.3
m?) y posteriormente a un estanque de engorda en densidad baja (8.6 org/m?); la segunda
estrategia Pre-cria:Engorda (PC:E) consistio en trasferir directamente los organismos de pre-cria
en densidad alta a estanques de engorda en densidad baja (9.4 org/m?). Los autores reportaron
un CC parcial, respecto a una tasa tedrica minima de 1 g por semana, cuando se da un cambio
radical en la densidad de siembra de alta a baja. Ademas, la biomasa final obtenida con la
estrategia PC:E fue aproximadamente el doble respecto a la PC:PE:E debido a que pudieron

realizarse 3 ciclos de cultivo durante el periodo de produccién en lugar de 2 con esta ultima.

Fées et al. (2016), analizaron el confinamiento de P. vannamei en una situacion de alta densidad
poblacional (2000 org/m?) en una pre-engorda a corto (18 dias) y largo plazo (144 dias), sobre su
crecimiento en los estanques de engorda a una densidad de 20 org/m?, donde permanecieron
por 101 dias. Sus resultados mostraron que cuando los organismos son transferidos a un entorno
menos estresante con una densidad poblacional mas baja, el crecimiento y supervivencia de los
organismos mantenidos a largo plazo en densidad alta, son similares a los observados en
organismos cultivados bajo practicas de manejo convencionales en estanques de engorda, por lo

gue siguieren que se presentd un CC completo.

El mantenimiento de organismos en pre-cria o pre-engorda en densidad alta aumenta la
productividad de los cultivos cuando los organismos son transferidos a la fase de engorda donde
se reducen las densidades de cultivo. Esta estrategia genera diversas ventajas como mayor
control de enfermedades que se reflejan en una alta supervivencia y la reduccion de la
susceptibilidad de los organismos a nuevas condiciones de cultivo; ademds de inducir el
crecimiento compensatorio parcial o completo de los organismos (Valverde-Moya y Alfaro-

Montoya, 2015; Fées et al., 2016). Por otro lado, implica menor uso de espacio durante el periodo
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de confinamiento, y en consecuencia, hay reduccion en los costos de produccion (Wasielesky et

al., 2013).

2.4 Expresion diferencial de genes asociados con alteraciones ambientales

Estudios recientes han analizado la expresion diferencial de genes frente a diversos estresores.
He et al. (2015), observaron que durante el crecimiento compensatorio de carpas sometidas a
inanicion/realimentacién hubo una expresién diferencial de genes (ED), la mayoria de éstos
involucrados en procesos metabdlicos o codificando enzimas y proteinas con actividad catalitica.
Poblete-Abuter (2010), sefalé que, en el lenguado chileno, Paralichthys adspersus, la expresidon
de los transcritos igf-l, igf-Ir, ghr, mck y miostatina presentan una respuesta diferencial bajo
condiciones de restriccion nutricional y realimentacién, formando parte de la respuesta

enddcrina implicada en el crecimiento compensatorio de este pez.

En estudios durante la fase de inanicidn en P. vannamei, Lin et al. (2012), encontraron que la
expresion de integrina 8 disminuyd significativamente después de 0.5-5 dias de inanicion,
mientras que la expresion de proteina de union a B glucano (LGBP), peroxinectina (PX),
profenoloxidasa (proPO 1), proPO Il, enzima activadora de profenoloxidasa (ppA) y a2
macroglobulina (a2-M) se incrementaron a partir de 0.5-1 dias. Por su parte, Ulaje-Fernandez
(2015), observé modificaciones a nivel de expresién de genes relacionados con el crecimiento y
obtencién de energia en P. vannamei bajo exposicidn cronica a variaciones de hipertermia e
hipoxia; ambas condiciones indujeron una subexpresién de genes involucrados en la sintesis de
proteinas y en la ruta de la glucdlisis, no obstante, la hipertermia indujo una sobre-expresiéon de
genes relacionados con el metabolismo de aminoacidos, y la hipoxia de aquellos relacionados en

los procesos de organizacién de membranas.

Shao et al. (2020), evaluaron el efecto de ciclos de inanicién/realimentacién en P. vannamei y
observaron que el nivel de expresién de tripsina fue mayor en los tratamientos comparados con
el control, por lo que concluyen que el crecimiento compensatorio puede atribuirse a la eficiencia

alimenticia que se presenta después de la inanicion.
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2.5 Cambios epigenéticos causados por estresores ambientales

Se ha reportado que los mecanismos epigenéticos que afectan la expresion de los genes se
desencadenan por estimulos ambientales, de modo que pueden mediar la plasticidad metabdlica
en los organismos. Los procesos epigenéticos estan asociados a otros mecanismos de regulacion
genética como los factores de transcripcién (Duncan et al., 2014) que pueden activar, reducir o
reprimir por completo la expresidén de algunos genes (Bossdorf et al., 2008). De esta manera, los
mecanismos epigenéticos participan en la respuesta dindmica del genoma frente a cambios

ambientales (Duncan et al., 2014).

La metilacién del ADN implica la adicidn de un grupo metilo (CHs) a una secuencia de ADN, siendo
el mecanismo mas estudiado hasta ahora (Moghadam et al.,, 2015). Se han encontrado
asociaciones entre la metilacion de ADN vy diversos pardmetros, como el crecimiento (Navarro-
Martin et al., 2011; Covelo-Soto et al., 2015; Venney et al., 2016; Gavery y Roberts, 2017; Jiang et
al., 2020;). Por ejemplo, en porcinos, se reportd que la suplementaciéon alimenticia con un
donador de metilos para hembras en gestacion mejord la tasa de crecimiento de la descendencia
(Jin et al., 2018). En el pez Paralichthys olivaceus, la expresion de genes relacionados con el
crecimiento se asocié negativamente con la metilacion del ADN (Huang et al., 2018). Por otro
lado, Navarro-Martin et al. (2011), demostraron que el aumento de la temperatura durante el
desarrollo temprano de la lubina, Dicentrarchus labrax, aumenta la metilacidon del promotor de
la aromatasa gonadal, enzima que convierte andrdégenos en estrogenos, inhibiendo asi la

expresion de dicho gen y con ello se indujo la masculinizacién de las hembras.

Se conoce que la temperatura y alimentacion influyen en la metilacién del ADN contribuyendo al
silenciamiento o expresién de genes, sin embargo, en camardn se desconocen los estresores que

modifican su epigenética.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de camardn en nuestro pais representa un papel preponderante en la acuicultura, lo
gue ha permitido la generacidon de empleos y una gran derrama econdmica, que ha llevado a

posicionar a México como el séptimo productor de camardn a nivel mundial.

Para continuar con la expansiéon de la actividad acuicola y transitar a sistemas sostenibles de
produccidén, se requiere el desarrollo de nuevas estrategias de cultivo que permitan mejores

rendimientos con el menor dafo posible al ambiente.

Por esta razén, la estimulacidn del crecimiento compensatorio por estresores temporales resulta
en una estrategia que, en un futuro, podria ser implementada en el cultivo de camarén y con ello
optimizar su produccién. Sin embargo, se requiere conocer los costos y ajustes metabdlicos que
ocurren en los organismos por este fendmeno ante distintos estresores y de esta manera
proporcionar el conocimiento de las condiciones que estimulan el crecimiento del camardn sin

comprometer la viabilidad del cultivo.

En el presente estudio se evalud el efecto de estresores temporales como la restriccién
alimenticia total (ayuno), temperatura y densidad de cultivo en la respuesta de crecimiento

compensatorio del camardn blanco del Pacifico, Penaeus vannamei.
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4. HIPOTESIS

Dado que la variacion de las condiciones ambientales puede afectar el crecimiento del camardn,
se espera que la capacidad de respuesta de crecimiento compensatorio del camardén blanco,
Penaeus vannamei, sea dependiente de la severidad, duracion y tipo de estresor. A su vez, esta
respuesta dependerd de los ajustes fisioldgicos que se presenten a nivel de enzimas digestivas,
antioxidantes y movilizacién de compuestos metabdlicos, y que se asocian con la metilacidn
global de ADN y expresién de genes a nivel transcripcional. En conjunto, estos cambios se veran

reflejados en el peso del camardn alcanzado al final del periodo de recuperacion.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de distintas condiciones de estrés temporal sobre la capacidad de respuesta
de crecimiento compensatorio del camardn blanco Penaeus vannamei, dilucidando los cambios

fisioldgicos y gendmicos que intervienen durante este proceso.

5.2 Objetivos particulares

e Determinar el crecimiento compensatorio en camardn Penaeus vannamei bajo tres
diferentes condiciones de estrés temporal: ayuno/temperatura, variacion térmica y
densidad de cultivo.

e Evaluar los indicadores de estrés oxidativo, la actividad enzimdtica digestiva, la
composicidon bioquimica en tejidos de reserva, el estado bioenergético y la metilacién
global del ADN en camardn Penaeus vannamei durante el crecimiento compensatorio.

e |dentificar genes asociados al crecimiento compensatorio en camarén Penaeus vannamei.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Origen de los organismos experimentales

Para el bioensayo 1 (ayuno/temperatura) y el bioensayo 2 (variacidn térmica), las postlarvas (PL)
fueron proporcionadas por la empresa Larvas Gran Mar, S.A. de C.V. en La Paz, Baja California Sur,
Meéxico. Para el bioensayo 3 (densidad de cultivo), los organismos fueron proporcionados por la

empresa Blue Genetics, en la misma localidad mencionada anteriormente.

Las PL fueron transportadas en bolsas con oxigeno dentro de una hielera al laboratorio de
nutricion acuicola del CIBNOR, en La Paz, B.C.S., donde fueron aclimatadas en tanques de 700 Ly
mantenidas con aireacidén continua, control de temperatura (28°C) y alimentacién a saciedad
durante 3 semanas. Posteriormente, los organismos fueron transferidos a unidades
experimentales en las que se llevd a cabo la induccidén del crecimiento compensatorio por los

factores controlados de estrés temporal.

6.2 Determinacion del crecimiento compensatorio en camarén Penaeus vannamei inducido por
estresores temporales

Los tratamientos evaluados y la induccién del crecimiento compensatorio se detallan en cada

Caso.

6.2.1 Bioensayo 1: Estrés temporal inducido por ayuno y temperatura

Con la finalidad de conocer el efecto combinado de dos estresores sobre el crecimiento
compensatorio del camardn blanco, se llevé a cabo un bioensayo con duracién de 5 semanas en
el que se evalud el efecto de periodos de ayuno a diferentes temperaturas. Se colocaron 12
organismos con peso inicial de 0.75 + 0.05 g en acuarios de 50 L (240 org/m?3). Se evaluaron
periodos de ayuno de 3, 7 y 14 dias. Simultdneamente, cada periodo fue analizado bajo tres
temperaturas: 22°C (baja=B), 26°C (media=M) y 30°C (alta=A). En todos los tratamientos la etapa
de estrés estuvo seguida de un periodo de recuperacién en el que la alimentacion se restablecio

a saciedad por el tiempo restante de las 5 semanas experimentales, partiendo del 10% de la
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biomasa en cada acuario e incrementando o disminuyendo 1% la racién diaria con base en la
ausencia o presencia de restos de alimento al dia siguiente. Ademads, en los tratamientos a 22 y
26°C la temperatura fue restablecida gradualmente subiendo a 28°C durante las primeras 12 h 'y
posteriormente 1°C cada 2 h hasta alcanzar 30°C en cada tratamiento. El grupo control se
mantuvo con alimentacion a saciedad y a 30°C durante el experimento. Todos los tratamientos
fueron evaluados por triplicado; en el grupo control se colocaron tres réplicas por cada periodo

de estrés evaluado (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental del bioensayo de ayuno y variacién de temperatura en camarén

T t , . .
. empera ur'f] Ayuno Recuperacién Organismos Numero de
Tratamiento durante estrés ) , . 1
0) (dias) (dias) por acuario réplicas
A3 3 32 12 3
A7 30 7 28 12 3
Al4 14 21 12 3
M3 3 32 12 3
M7 26 7 28 12 3
M14 14 21 12 3
B3 3 32 12 3
B7 22 7 28 12 3
B14 14 21 12 3
Control 30 0 35 12 9

6.2.2 Bioensayo 2: Variacion térmica como estresor temporal

Se evaluo el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de P. vannamei con un peso inicial de
0.50 £ 0.05 g por un periodo de 7 semanas. Los camarones fueron transferidas a 16 unidades
experimentales de 100 L en grupos de 24 organismos (240 org/m?3). Se evalud el efecto de la
hipotermia (22°C) e hipertermia (32°C) en el camarén por periodos de 7 y 14 dias en ambos casos.
En el grupo control la temperatura se mantuvo a 28°C durante el periodo experimental. Después
de estos periodos, la temperatura fue restablecida a 28°C en cada tratamiento bajo estrés térmico
y mantenida hasta el final del experimento. Los tratamientos con variacion térmica se evaluaron

por triplicado mientras que el grupo control fue evaluado por cuadruplicado. La alimentacion se
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mantuvo a saciedad en todos los tratamientos partiendo del 10 % de la biomasa en cada acuario,
ajustando la racion diaria en 1% de acuerdo con la presencia o ausencia de restos de alimento al

dia siguiente (Tabla 2).

Tabla 2. Diseiio experimental del bioensayo de estrés térmico temporal en camarén.

Temperatura L . . .
. , Estrés Recuperacion Organismos  Numero
Tratamiento durante estrés , , . L
0) (dias) (dias) por acuario de réplicas
TB7 22 7 42 24 3
TA7 32 7 42 24 3
TB14 22 14 35 24 3
TA14 32 14 35 24 3
Control 28 0 49 24 4

6.2.3 Bioensayo 3: Alta densidad de cultivo como inductor de crecimiento compensatorio

El efecto de la densidad de cultivo en camardn fue evaluado por 7 semanas. Camarones con peso
inicial de 0.80 £ 0.013 g fueron transferidos a unidades experimentales de 100 L en grupos de 110
organismos y mantenidos en esta condicion por periodos de 14 y 21 dias. Al finalizar cada periodo,
los organismos fueron transferidos a nuevas unidades experimentales con la misma capacidad,
reduciendo la densidad a 22 organismos. Los tratamientos fueron contrastados con organismos
control mantenidos a una densidad inicial de 22 organismos por unidad experimental. Los
tratamientos se evaluaron por cuadruplicado, mientras que para el grupo control se colocaron 8
réplicas (Tabla 3). En todos los tratamientos se mantuvieron condiciones controladas de
temperatura (28°C) y alimentacién a saciedad partiendo del 10% de la biomasa en cada acuario,
subiendo o bajando 1 % la racion diaria respecto a la biomasa, de acuerdo con la presencia o

ausencia de restos de alimento al dia siguiente.

Tabla 3. Disefio experimental del bioensayo de alta densidad de cultivo en camarén.

. ., Organismos Numero Organismos Numero
Estrées Recuperacion

Tratamiento , , durante de durante de
(dias) (dias) , e ., L

fase estrés  réplicas recuperacién réplicas
D14 14 35 110 1 22 4
D21 21 28 110 1 22 4

Control 0 49 22 8 22 8
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6.2.4 Control de parametros fisicoquimicos

En los 3 bioensayos realizados se hicieron recambios diarios parciales de agua por succién
mecanica con manguera para retirar las heces, mudas y el alimento no consumido. En los
bioensayos 1y 2, el recambio de agua fue del 10%, mientras que para el bioensayo 3 fue del 60%
durante la fase de alta densidad. El agua marina empleada para el mantenimiento de organismos
y las unidades experimentales fue filtrada a 1 um y pasada a través de luz UV. La temperatura se
mantuvo segun cada requerimiento usando calentadores de vidrio sumergibles (Eheim, 200w,
Deizisau, Alemania). El monitoreo de temperatura y oxigeno disuelto se llevé a cabo usando un
multipardmetro (YSI 556 mps, Yellow Springs, EUA) y se midieron los niveles de amonio usando

un kit comercial (APl Marine, saltwater master test kit, Oldsmar, FL, EUA).

6.2.5 Parametros zootécnicos

Se realizaron biometrias semanales para estimar la ganancia en peso (GP), tasa de crecimiento
especifico (TCE), alimento consumido (AC), factor de conversion alimenticia (FCA) y supervivencia

(S) mediante las siguientes férmulas:

GP (%): (Peso final — peso inicial) /peso inicial x 100 (1)

TCE (% dia): [(In peso final — In peso inicial) /dias] x 100 (2)

AC (g/org): Alimento consumido por camarén (3)

FCA: Alimento consumido/ganancia en peso (g) (4)

S (%): Numero final de camarones/nimero inicial de camarones x 100 (5)

6.2.6 Obtencion de muestras

La obtencién de muestras bioldgicas se llevd a cabo en tres periodos: al final del estrés, durante
el periodo de crecimiento compensatorio y al final del periodo experimental. Muestras de
hemolinfa, hepatopancreas y musculo fueron obtenidas en cada fase para la realizacion de los

analisis experimentales (Fig. 2).
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Actividades enzimaticas
Analisis transcriptomico

Composicién bioquimica
Composicién bioquimica

Composicién bioquimica
Estado bioenergético

Figura 2. Representacion grafica de la obtencién de muestras para el analisis fisioldgico y
transcriptodmico de cada bioensayo. Hp hepatopdncreas; Mus musculo (segmentos | al VI); Sv seno
ventral (obtencidon de hemolinfa). Imagen tomada y modificada de
https://es.slideshare.net/karlislcn/anatoma-y-fisiologa-de-los-camarones

Para el andlisis fisiolégico en hemolinfa, se utilizaron jeringas para insulina (27 G x 37 mm) con 20
pl de anticoagulante (oxalato de amonio 1.2% y oxalato de potasio 0.8%), extrayendo del seno
ventral de 3 camarones ~100 pl de hemolinfa. Posteriormente, las muestras extraidas se
centrifugaron (3400 rpm, 4°C, 10 min) para obtener el plasma, el cual fue recuperado en tubos
eppendorf y almacenado a -40°C hasta su analisis. Los hepatopancreas y muestras de musculo
obtenidos fueron colocados en tubos eppendorf e inmediatamente almacenados a -20°C hasta

SuU uso.

Para el analisis del estado bioenergético fueron capturados 10 camarones con ayuda de una red,
evitando mas de 1 coletazo. Inmediatamente después de la captura, fueron transferidos a

nitrégeno liquido y mantenidos a -80°C hasta su uso.

Para el andlisis transcriptémico (expresion de genes), muestras de musculo y hepatopdncreas

fueron colocadas, por separado, en tubos con RNAlater (1:10 p:v) y mantenidos a -80°C hasta su


https://es.slideshare.net/karlislcn/anatoma-y-fisiologa-de-los-camarones
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uso (Figura 2). Para el analisis de metilacidon, muestras de musculo fueron colocadas en tubos con

etanol al 90% y almacenadas a -20°C hasta su uso.

6.3 Respuesta fisioldgica de P. vannamei inducida por estresores temporales

6.3.1 Determinacion de actividad de enzimas antioxidantes

La actividad de las enzimas antioxidantes se evalué utilizando un lector de microplacas usando

kits colorimétricos (Cayman, USA) y fue expresada como U/mg de proteina.

6.3.1.1 Obtencion de extractos

Se pesaron individualmente 4 hepatopancreas por tratamiento y fueron transferidos a tubos
eppendorf con 500 ul de buffer Tris-HCI + CaCl; (50 mM, 10mM, pH 8). Posteriormente fueron
homogeneizados en FastPrep-24 (MP Biomedicals, Santa Anna, CA, EUA) por 3 ciclos de 30sa 4.0

m/s. El extracto fue recuperado y transferido a tubos nuevos en alicuotas de ~50 pl.

Simultaneamente se realizé una curva de calibraciéon usando una solucién estandar de albumina
(1 mg/mL, Sigma) y se cuantificaron las proteinas solubles en los extractos enzimaticos mediante

el método de Bradford (1976).

6.3.1.2 Superoxido Dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se evalio midiendo la dismutacién de radicales superdxido generados por
la xantina oxidasa e hipoxantina. Para este analisis se empled el kit Cayman No. 706002 de la
siguiente manera: se agregaron 200 ul de solucién detectora y 10 ul del extracto diluido en cada
pozo. La reaccion se inicid agregando 20 ul de xantina oxidasa. Se incubd la placa 30 min a
temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 440 nm. Simultdaneamente se corridé una curva

estandary, la actividad SOD fue calculada con la siguiente formula:

U absorbancia linealizada—intercepto de 0.23 ml . .
SOD (—) = [( P y) X - ml] X dilucién extracto (6)

ml valor de la pendiente
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6.3.1.3 Catalasa (CAT)

Para el analisis de la actividad catalasa se empled el kit Cayman No. 707002, cuyo método se basa
en la reaccién de la enzima con metanol en presencia de una concentracién éptima de perdxido
de hidrégeno (H20;). Se agregaron 100 pl de buffer, 30 ul de metanol y 20 ul del extracto en cada
pozo. La reaccion inicio al agregar 20 ul de H,0; diluido. Posteriormente, la placa se mantuvo en
agitacion orbital suave (50 rpm) durante 20 min a temperatura ambiente y después se agregaron
30 pl de hidréxido de potasio para detener la reaccion. La placa se mantuvo en a 50 rpm durante
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 10 ul de peryodato de potasio
manteniendo en agitacidon suave 5 min y se leyd la absorbancia a 540 nm. Simultdneamente se

corrié una curva estandar con formaldehido.

Para determinar la actividad catalasa, se calculé la concentraciéon de formaldehido en las

muestras utilizando las siguientes férmulas:

Formaldehido (uM) = [ (7)

absorbancia de muestra — intercepto de y] 0.17 ml

valor de la pendiente 0.02 ml

uM de formaldehido

20 min

CAT (nmol/min/ml) =

X dilucion del extracto (8)

6.3.1.4 Glutation Peroxidasa (GPx)

Para el analisis de glutatidon peroxidasa se empled el kit de Cayman No. 703102, el cual mide la
actividad de la enzima de manera indirecta mediante una reaccién acoplada con la glutatién
reductasa. Se agregaron 50 pl de buffer, 50 ul de la mezcla co-sustrato, 50 pl de NADPH y 20 pl
del extracto en cada pozo. La reaccion inicio al agregar 20 ul de hidroperdxido de cumeno e
inmediatamente se leyd la absorbancia de las muestras a 340 nm cada minuto en un lapso de 5
min. Ademas de las muestras, se incluyd un control positivo y un blanco en el que el extracto se
sustituyd con 20 pl de buffer. Se determiné el cambio de absorbancia del blanco (AA) y este valor
se restd a las absorbancias de cada muestra. Para el calculo de la actividad GPx se usaron las

siguientes férmulas:



25

|Ag40(Tiempo 2) — Agyo(Tiempo 1)|

AAzyo/min = (9)

Tiempo 2 (min) — Tiempo 1 (min)

AA340/min 0.19 mL
0.00373 uM—1 0.02 mL

GPx (nmol/min/mL) = X dilucién del extracto (10)

6.3.2 Determinacion de actividad enzimatica digestiva

La obtencion de extractos enzimaticos se realizdé de acuerdo con lo descrito en la seccion 7.2.1.1.
Todas las determinaciones fueron adecuadas a microplaca y la actividad enzimatica expresada

como U/ug proteina™.

6.3.2.1 Amilasa

La actividad amilasa se midié de acuerdo con el método descrito por Vega-Villasante et al. (1993),

usando almidoén (1% en Tris-HCI 50 mM, pH 8) como sustrato. Se midio la absorbancia a 550 nm.

6.3.2.2 Lipasas

Para la determinacion de la actividad lipasa se siguid el método descrito por Nolasco-Soria et al.

(2018), usando B-naftil caprilato (19.2 mM) como sustrato. Se midio la absorbancia a 540 nm.

6.3.2.3 Tripsina y quimotripsina

Para evaluar la actividad tripsina se siguié el método descrito por Erlanger et al. (1961) usando
BAPNA como sustrato, mientras que para la actividad quimotripsina se siguié el método descrito
por Del Mar et al. (1979) usando SAPNA como sustrato. La mezcla de reaccién incluyé Tris-HClI,
CaCly y la muestra de interés. La actividad enzimatica fue medida a través de una cinética a 405

nm durante 15 min.

6.3.3 Determinacién de metabolitos en tejidos de reserva

Se analizé la composicion bioquimica en muestras de hemolinfa, hepatopancreas y musculo.

Proteinas, lactato, glucosa y triglicéridos fueron determinados en hemolinfa; proteinas, lactato y



26

glucégeno fueron determinados en musculo; proteinas, glucosa, glucdgeno, lipidos totales,

triglicéridos y colesterol fueron medidos en hepatopdancreas.

La cuantificacién de proteinas se llevd a cabo usando el método del 4cido bicinconinico (BCA),
descrito por Smith et al. (1985). El contenido de glucégeno fue analizado mediante el método de
antrona (Van Handel, 1965) y el contenido de lipidos con el método de sulfofosfovainillina (Barnes
y Blackstock, 1973). Kits comerciales fueron usados para la determinacién de glucosa (GOD-PAP,
Randox, UK), lactato (PAP, Randox, UK), triglicéridos (GPO-PAP, Randox, UK) y colesterol (CHOD-
PAP, Merck). La determinacidon de estos compuestos fue adaptada a microplaca (Racotta y

Palacios, 1998; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Ulaje et al., 2019).

6.3.3.1 Obtencion de extractos

Para la obtencion de extractos, las muestras de musculo y hepatopancreas fueron previamente
liofilizadas. Posteriormente, 20 mg del tejido liofilizado se colocaron en tubos nuevos con 1 mL
de agua destilada. Las muestras de hemolinfa se diluyeron 1:30 para la determinacion de

compuestos.

En cada caso se analizé simultdaneamente una curva estandar.

6.3.3.2 Proteinas

Para la determinacidn de proteinas en las muestras de musculo y hepatopdncreas, se tomaron 25
ul del extracto hidratado y se mezclaron con 500 pl de NaOH 0.1 N. Las muestras se digirieron
durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se recuperaron 25 ul en una microplaca y
se agregaron 200 pul de beta naftil caprilato (BCA). Las muestras se incubaron a 60°C por 15 min y
se leyd la absorbancia a 562 nm. En el caso de la hemolinfa, se colocaron 20 pl por muestra y no

se llevo a cabo la digestion del tejido.
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6.3.3.3 Lipidos totales

Se tomaron 25 pl de extracto y se mezclaron con 250 ul de acido sulfurico (H2S0a4) concentrado.
Las muestras se colocaron en bano maria durante 10 min a 90°C y después fueron enfriadas sobre
hielo. Se recuperaron 20 pl en una microplaca y se agregaron 200 pl de vainillina. La microplaca

se mantuvo en incubacién durante 40 min y posteriormente se leyé la absorbancia a 540 nm.

6.3.3.4 Triglicéridos, colesterol, glucosa y lactato

En cada caso, 20 ul de extracto fueron colocados en una microplaca y mezclados con 200 pl de
solucion reactiva. Para glucosa la absorbancia se midié a 490 nm, mientras que el resto los

compuestos se leyd a una absorbancia de 540 nm.

6.3.3.5 Glucégeno

Una alicuota de 100 pl del extracto fue mezclada con TCA (4cido tricloroacético) al 20% y se
centrifugdé a 3600 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente, 25 ul del sobrenadante fueron
transferidos a un tubo con 500 pl de etanol frio. Se centrifugd nuevamente bajo las condiciones
descritas previamente y el alcohol fue descartado. El botdn fue resuspendido en 25 pl de agua
destilada y mezclado con 250 ul de antrona. Las muestras se calentaron a 85°C por 10 min e
inmediatamente después enfriadas en bafio de hielo. Finalmente, 200 ul de las muestras tratadas

fueron colocados en una microplaca y se leyd la absorbancia a 620 nm.

6.3.4 Estado bioenergético

Para verificar el estado bioenergético de los camarones, se determind la carga energética
adenilica (CEA) y la concentracion de arginin fosfato (ArgP) en las muestras del primer y segundo
segmento abdominal del musculo, a través de cromatografia liquida de alta resolucion de fase
reversa (HPLC, por sus siglas en inglés; modelo 1260 Infinity II, Agilent Technologies, Santa Clara,

CA).
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6.3.4.1 Obtencion de extractos

Los extractos de musculo se realizaron siguiendo el método de Moal et al. (1989), con
modificaciones descritas por Giannatassio et al. (2003) y Robles-Romo et al. (2014). Las muestras
de tejido fueron pulverizadas en un molino mezclador (MMA400, Retsch, Alemania) bajo
condiciones criogénicas. El pulverizado (100 + 40 mg) se homogenizé con 1.5 mL de acido
tricloroacético frio (TCA, 0.5 M) en un polytron (PT6100D, KINEMATICA, Suiza) a 3000 rpm
durante 30 s en bafio con hielo. El homogenado se centrifugd (3000 g por 10 min a 4°C) y el
sobrenadante (500 pl) fue neutralizado con 1.3 mL de trioctilamina:diclorometano (T:D, 1:5, v/v)
frio. Las muestras se agitaron en vortex (1 min) y se centrifugaron (2000 g durante 5 min a 4°C)
para recuperar el extracto neutro (pH 7, 250 pl). Los extractos se filtraron por una membrana de
nylon (0.2 um, Agilent Technologies) y se almacenaron en viales dmbar con inserto (Agilent

Technologies) en alicuotas de 100 pl a -80°C.

6.3.4.2 Determinacion de la carga energética adenilica

El extracto fue analizado en el HPLC usando una columna C18 hyperclone ODS (150 x 4.6 mm, 3
um tamano de particula; Phenomenex, Torrance, CA) y cartucho de seguridad C18 (40 x 3 mm;
Phenomenex, Torrance, CA). Los nucledtidos fueron separados con un flujo de columna (fosfato
monobasico de sodio 0.15 M, tetrabutilamonio 3 mM, con un gradiente de 3—-10% metanol; pH
6.0; filtrada por una membrana de 0.45 pm) de 0.8—-0.9 ml/min durante 26 min a 25°C. La sefial
de los nucledtidos adenilicos fue detectada a 254 nm. La identificacion de hipoxantina (HPX),
xantina (XAN), acido urico (AU), inosina monofosfato (IMP), inosina (INO), nicotinamida difosfato
(NAD), guanosin monofosfato (GDP), adenosin monofosfato (AMP), adenosin (ADN), guanosin
trifosfato (GTP), adenosin difosfato (ADP) y adenosin trifosfato (ATP) se realizd con estandares
comerciales (Sigma-Aldrich Merck). Todas las soluciones fueron preparadas con solventes grado
HPLC (Fermont, Mexico). La carga energética adenilica (CEA) fue calculada de acuerdo con

Atkinson (1968), mediante la férmula:

[ATP+ (0.5 X ADP)]
ATP+ADP+ADP

CEA= (11)
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6.3.4.3 Cuantificacion de arginin fosfato (ArgP)

Los extractos obtenidos para el analisis de CEA, se incorporaron en una columna SphereClone
(NH20 5 um, 250 x 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA) y un cartucho de seguridad C18 (40 x 3
mm; Phenomenex, Torrance, CA). El flujo de columna (fosfato de potasio 0.5 M:acetonitrilo
(72:28, v/v), pH 2.6, filtrada por una membrana de 0.45 um) se mantuvo en 0.8 ml/min, durante
20 min a 26°C. La identificacion de ArgP se realizé6 con un estdndar comercial (Santa Cruz

Biotechnologies, Dallas, TX) a una concentracién conocida.

El cdlculo de la concentracién de los compuestos (nucledtidos y ArgP) en las muestras se

determiné a través de la siguiente ecuacion:
Concentracion del compuesto (%Ol) = [(A1 x std/A2) x FD/W]/1000 (12)

Donde:
Al, representa el area del compuesto en la muestra; std, representa la concentracién del volumen
inyectado de estandar comercial (nmol); A2, es el area del compuesto en el estdndar; FD, es el

factor de dilucién de la muestra; W, representa el peso del tejido pulverizado (g).

6.3.5 Metilacion global del ADN

6.3.5.1 Extraccion de ADN
A partir de muestras de musculo, se realizd la extraccién de ADN usando el método de sales.

Aproximadamente 0.1 g de tejido fueron colocados en tubos eppendorf con 400 pl de buffer de
lisis y 2 ul de proteinasa K (10 pg/mL). Después de macerar el tejido con ayuda de un pistilo, las
muestras fueron colocadas en bafio maria a 60°C durante 1 h. Se adicionaron 200 pl de NaCl 5M
y los tubos se colocaron en hielo por 10 min. Finalmente, se retird el NaCl por centrifugacion
(12,000 rpm, 10 min, 4°C) y se realizaron dos lavados con etanol al 70%, descartando el
sobrenadante entre cada lavado. La muestra se dejé secando a temperatura ambiente hasta

evaporar los restos de etanol y posteriormente el ADN fue resuspendido en 50 pl de agua milliQ
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y cuantificado con el espectrofotémetro Qubit 3.0; su calidad fue verificada en geles de agarosa

1% (90 v, 30 min).

6.3.5.2 Cuantificacion de la metilacion global del ADN

La cantidad de ADN metilado se midid a través de la técnica de ELISA indirecta (Fig. 3) usando el
kit MethylFlash™ global DNA methylation (5-mC) ELISA easy (colorimetric, EpigenTek, No. P-
1030), siguiendo las instrucciones del fabricante. Simultdneamente se corridé una curva de
calibracion, y el porcentaje de metilacion en las muestras se compard con el porcentaje de

metilacion en el grupo control usando los valores de una regresién logaritmica:

Absorbancia muestra—intercepto de Y

valor de la pendiente ] =100 ng X 100% (13)

[

Metilacion (%) = e

Anticuerpo secundario

Anticuerpo primario

ADN monocatenario

Superficie del pozo

Figura 3. Diagrama de la técnica de ELISA indirecta donde el ADN metilado es adsorbido en Ia
superficie del pozo donde es reconocido por un anticuerpo primario; este ultimo a su vez es
reconocido por un anticuerpo secundario marcado, capaz de generar un producto detectable por
espectrofotometria.

6.3.6 Analisis estadisticos

Para los parametros zootécnicos y los resultados fisioldgicos, se verificd la normalidad vy
homocedasticidad de los datos, posteriormente se realizé un ANOVA de 2 vias con el programa
Statistica 8 para medir el porcentaje de metilacidn global del ADN, asi como el efecto simultaneo

de dos estresores (bioensayo 1). Se realiz6 ANOVA de 1 via para los tratamientos en los que sélo
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fue evaluado un estresor (bioensayos 2 y 3). Para determinar las diferencias entre tratamientos

se aplicd la prueba post hoc de Tukey (95% de confianza).

6.4 Identificacidon de genes asociados al crecimiento compensatorio del camarén blanco

Para el bioensayo 1 (ayuno/temperatura) el andlisis de expresion de genes se realizd a partir de
muestras de musculo, mientras que para los bioensayos 2 (variacion de temperatura) y 3

(densidad de cultivo) se realizé a partir de hepatopdancreas.

6.4.1 Extraccion de ARN

La extraccidon de ARN se llevd a cabo por triplicado. Para cada réplica se hizo un pool con dos
muestras de tejido, analizando asi un total de 6 individuos por tratamiento. Aproximadamente 2
mg de tejido se colocaron en un tubo eppendorf con 500 pl de TRIzol™. Se realizé un macerado
mecanico con pistilo para desintegrar el tejido y se agregaron 100 ul de cloroformo frio. Se
centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min a 4°Cy la fase acuosa obtenida fue transferida a otro tubo
eppendorf donde se mezclé vigorosamente con 250 ul de isopropanol frio. La muestra se incubd
5 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C. Se decanté el
sobrenadante y el botdn precipitado fue lavado dos veces con etanol al 70% centrifugando la
muestra (12000 rpm, 5 min, 4°C) entre un lavado y otro. El sobrenadante fue descartado y la
muestra se dejo secar a temperatura ambiente hasta evaporar los residuos de etanol. El ARN
extraido fue resuspendido en 50 pl de agua MilliQ estéril y se verificd su integridad por
electroforesis en geles de agarosa 1% (90 v, 30 min). La cuantificacion del ARN se realizé con el
espectrofotdémetro Qubit 3.0 y las muestras se enviaron en RNAstable a la empresa Novogen en
donde evaluaron el valor de integridad de ARN (RIN) mediante Bioanalyzer. Se prepararon 3
bibliotecas por tratamiento, dando un total de 12 bibliotecas para el bioensayo de
ayuno/temperatura (bioensayo 1), 6 bibliotecas para el bioensayo de variacion térmica
(bioensayo 2) y 6 bibliotecas para el bioensayo de densidad de cultivo (bioensayo 3). Las
bibliotecas RNA-Seq fueron secuenciadas en la plataforma NovaSeg6000, lllumina obteniendo

lecturas pareadas (paired-end) de 2 x 150 pb.
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6.4.2 Analisis bioinformatico

La calidad de las secuencias se visualizd con el programa FastQCy se determinaron los pardmetros
a utilizar para tener secuencias con un valor de calidad Q > 30 a través del programa
Trimmomatic-0.32, eliminando adaptadores y lecturas de mala calidad utilizando las opciones

ILLUMINACLIP TruSeq3-PE.fa:2:30:10 HEADCROP:13 SLIDINGWINDOW:4:28 MINLEN:30.

Todas las bibliotecas fueron mapeadas al genoma de referencia de Penaeus vannamei
GCA_003789085.1_ASM378908v1 utilizando el programa HISAT-v2.1.0 y fueron ensambladas con
el programa StringTie-v1.3.4 utilizando el servidor del laboratorio de Gendmica y Bioinformatica

de CIBNOR (Fig. 4).

De cada tratamiento se cuantificaron los transcritos por biblioteca para obtener los FPKM
(Fragments per Kilobase Million) utilizando StringTie-v1.3.4 y la matriz generada fue analizada en
R para obtener la expresidn diferencial con el paquete Ballgown. Se realizaron las comparaciones
entre los tratamientos y su respectivo control. Los ID de los genes expresados diferencialmente
fueron extraidos y se usaron para obtener la anotacion del genoma de referencia. La ontologia
de estos genes fue obtenida de la base de datos de UniProt y se graficaron de acuerdo con su
clasificacién ontoldgica. El enriquecimiento de genes fue evaluado usando la herramienta String
(versién 11.5) para el bioensayo 1, y la herramienta web DAVID (Huang et al., 2009; Sherman et
al., 2022) para los bioensayos 2 y 3 (Fig. 4). Los genes enriquecidos fueron visualizados usando la

plataforma REVIGO (Supek et al., 2011).

6.4.3 Ontologia de genes durante el CC inducido por distintos estresores

Se realizd un analisis comparativo mediante un diagrama de Venn, entre los genes expresados
diferencialmente durante el crecimiento compensatorio inducido por el ayuno, hipotermia y alta

densidad de cultivo, con la finalidad de detectar su relacion ontolégica asociada a este proceso.
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[ Secuenciacion RNA-Seq I]— Analisis de calidad Fastqc
: Limpieza de secuencias Trimmomatic
Genoma de referencia Mapeo/Alineamiento Hisat
: Ensamble de transcritos StringTie
: Cuantificacion gffcompare
: Tablas de cuantificacion StringTie -eB
: Expresion diferencial Ballgown
: Anotacion funcional Uniprot
: Enriquecimiento String/DAVID

Figura 4. Diagrama de procesamiento de secuencias gendmicas y analisis bioinformatico.

6.4.4 Validacion de genes expresados diferencialmente mediante qPCR

Del listado de genes expresados diferencialmente (ED) en el bioensayo 1, se seleccionaron 4 de
manera aleatoria para validar los resultados del transcriptoma mediante la técnica de RT-qPCR.

Se disefiaron primers especificos para los genes seleccionados (Tabla 4) verificando que no
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formaran dimeros ni estructuras secundarias. Seis muestras de cada tratamiento, junto con su
respectivo control, fueron usados para la extraccion de ARN con TRIzol™ vy la sintesis de ADNc
con el kit M-MLV Transcriptasa reversa (Promega). Para la mezcla de reaccidon se agregd buffer
1X, dNTPs 0.15 mM, 0.3 U de GoTaqg polimerasa (Promega) y compuesto fluorescente EvaGreen
(Biotium, Fremont, CA). La concentracion de primers y MgCl, usada para cada gen se sefiala en la
Tabla 4, junto con la eficiencia de amplificacién. La amplificaciéon se llevé a cabo en un
termociclador CFX96 C1000 Touch™ (Bio-Rad) bajo las siguientes condiciones: 95°C por 3 min, 40
ciclos a 95°C por 30 sy 60°C por 30 s. Simultaneamente, se evaluaron los genes de referencia ARN
ribosomal 18s (18S), proteina ribosomal L8 (RPL8) y factor de elongacién 1-alfa (EFla). La
estabilidad de los primers fue «calculada con la herramienta web RefFinder

(https://blooge.cn/RefFinder). La expresion relativa de cada gen de interés fue calculada usando

el método 27""Ct (Livak y Schmittgen, 2001) y las diferencias entre los tratamientos fue calculada

de acuerdo con lo descrito previamente en la seccion 6.2.6.

Tabla 4. Secuencias, eficiencia de amplificacion y concentracidn de primers para la validacion de
genes expresados diferencialmente.

Concentracion por reaccién

Gen Secuencia (5'3") Eficiencia (%) Primer (mM) MgCl (mM)

AGL TCTCGTCTCTTCCCCTCTGA 99.7 0.15 3
AACCTTCATCGCACATCTCC

GPX4 AGGTGAATGGGGATGATGC 92.5 1.53 3
CTGGGTTTCCTTCTTTGTCG

Nadk TGAGGTATGTGGCAGGGTTA 90.2 1.33 3
GCAAGAATGATGGGATGACA

Ddb1 TCGCATCATCCTCTTCTCCT 101.5 1.66 2.5
TCACGCTCATTTGTCCATTC

EFla GGTTCCCAGCAAGCCTATGT 91.7 0.13 1.8

TCCTTGATCACACCCACAGC



https://blooge.cn/RefFinder
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7. RESULTADOS

Los parametros de calidad de agua se mantuvieron dentro de los rangos de tolerancia para el
camaron; la temperatura se mantuvo controlada en un rango de = 0.5°C respecto a la
temperatura requerida en cada bioensayo y el oxigeno a 5.5 + 0.7 mg/L. Los niveles de amonio se

mantuvieron por debajo de 2 mg/L a través de los recambios parciales de agua.

7.1 Bioensayo 1: Efecto del estrés temporal en P. vannamei inducido por ayuno y
temperatura

7.1.1 Rendimiento productivo y supervivencia

La cinética de crecimiento demuestra una reduccién significativa del peso del camarén (p<0.05)
durante la etapa de estrés en todos los tratamientos en comparacién con el grupo control, asi
como variacién en los tiempos de recuperacion asociados a los dias de ayuno (Anexo A). De este
modo, el peso final de los organismos estuvo influenciado por la duracién del periodo de ayuno,
independientemente de la temperatura de los tratamientos. EI mayor peso promedio fue

observado en los tratamientos con el menor periodo de ayuno (Fig. 5).
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Figura 5. Peso promedio final del camardn blanco Penaeus vannamei sometido a distintos
periodos de ayuno y temperatura. Valores significativos (p<0.05) se indican con letras diferentes.
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Se observé una ganancia en peso (GP) significativamente menor (p<0.001) conforme el ayuno se
prolongaba a 7 y 14 dias. De este modo, en los grupos expuestos a 7 dias de ayuno se observé
una reduccidn del 26 % y del 71 % en los grupos de ayuno prolongado, respecto a la GP del grupo
control, independientemente de la temperatura que influyé marginalmente (p<0.05) con valores
menores conforme al aumento de la temperatura. No se observaron diferencias significativas
entre el ayuno de 3 dias y el grupo control (Tabla 5). Respecto a la tasa de crecimiento especifico
total (TCE), se observo el mismo efecto del ayuno (p<0.001) aunque dependié de la temperatura,
tal como lo indica la interaccién significativa (p<0.05), con un efecto mas pronunciado a

temperaturas mas altas (Tabla 5).

El consumo de alimento (CA) también fue mayor (p<0.001) a menor duracion del ayuno, aunque
también se observo un efecto significativo por la interaccidn (p<0.001). Asi, a 26°C y 3 dias de
ayuno, el CA fue menor que a 22 y 30°C, mientras que, con 14 dia de ayuno, el menor consumo
fue a 30°C (Tabla 5). El factor de conversién alimenticia (FCA) fue mayor conforme se prolongaba

el ayuno (p<0.001), sin influencia significativa de la temperatura (Tabla 5).



Tabla 5. Parametros zootécnicos observados en Penaeus vannamei expuesto a periodos de ayuno y temperatura.
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Ayuno (dias)

Anova de 2 vias

(valor p)
3 7 14 3 7 14 3 7 14
30°C 30°C 26°C 22°C Ayuno T® Int

Parametro Control A3 A7 Al4 M3 M7 M14 B3 B7 B14
GP (%) 403 + 396+ 285+ 93+ 396 t 291+ 120+ 393+ 313+ 132+ <0.001 0.044 0.178

12¢ 9c 16° 52 9¢ 28b 122 11°¢ 27° 16°
TCE 4,62 + 458+ 385+ 188+ 4,57+ 3.89+ 225+ 456+ 4.05+ 240+ <0.001 0.005 0.024
(% dia?) 0.07¢ 0.054 0.12¢ 0.08® 0.05¢ 0.21¢ 0.16® 0.07¢ 0.19¢ 0.19°
CA (g/org) 4,23 + 422+ 299+ 123+ 3.88+ 3.12+ 153+ 4.04+ 320+ 171+ <0.001 0.003 <0.001

0.12¢ 0.08¢ 0.01¢ 0.07° 0.13¢ 0.13¢ 0.11° 0.13d® 0.06° 0.04°
FCA 1.39+ 140+ 138+ 174+ 130+ 141+ 169+ 136+ 135+ 1.72+ <0.001 0.723 0.784

0.042 0.02® 0.072 0.16° 0.05° 0.10®®* 0.11b¢ 0.05® 0.13@ 0.17¢

Valor promedio + desviacion estandar. GP= ganancia en peso, TCE= tasa de crecimiento especifico, CA= consumo de alimento, FCA= factor de conversién alimenticia. En las claves de los
tratamientos, la letra indica la temperatura: A= alta (30°C), M= media (26°C) y B= baja (22°C). T°= temperatura. Int= interaccidn. Los superindices indican diferencias significativas (p<0.05).
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En los tratamientos sometidos a 14 dias de ayuno, la supervivencia fue inversamente proporcional
al incremento de temperatura, siendo el tratamiento sometido a 30°C (A14) en el que se observd
un porcentaje de supervivencia significativamente menor (p<0.05) que el tratamiento sometido
a 22°C (B14) y los tratamientos con 3 dias de ayuno. No se encontraron diferencias significativas

entre el resto de los tratamientos (Fig. 6).
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Figura 6. Porcentaje de supervivencia de Penaeus vannamei obtenido en tratamientos con
diferentes periodos de ayuno y temperatura. Valores significativos (p<0.05) se indican con letras
diferentes por efecto de la interaccidén. Efecto del ayuno p=0.008. Efecto de la temperatura
p=0.017.

Debido a que el efecto del ayuno fue mas marcado que el de la temperatura, se analizd la tasa de
crecimiento (TCE) de los organismos sometidos a diferentes dias de ayuno a 30°C. Durante la
primera semana de recuperacidn con alimentacion a saciedad, los organismos expuestos a 3 dias
de ayuno mostraron una tasa de crecimiento significativamente mayor (p<0.05) que la del grupo
control, a diferencia de los organismos expuestos a 14 dias de ayuno en donde la TCE fue
significativamente menor (p<0.05), aun cuando la alimentacidon fue restablecida. No se
observaron diferencias significativas en la TCE de los camarones expuestos a 7 dias de ayuno y el

grupo control a los 7 dias de recuperacion con alimentacion a saciedad (Fig. 7).
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Figura 7. Tasa de crecimiento especifico del camardn blanco Penaeus vannamei a los 7 dias de
recuperacién con alimentacién a saciedad después de 3, 7 y 14 dias de ayuno a 30°C. Valores
significativos (p<0.05) se indican con letras diferentes.

Por otra parte, como se muestra en la Fig. 5, los organismos del tratamiento A3 compensaron
completamente su crecimiento al final del experimento mientras que los organismos del
tratamiento Al4 no pudieron compensar su crecimiento durante el periodo experimental
evaluado. Por estas razones, se selecciond el tratamiento A3 para evaluar la expresion diferencial
de genes asociada al crecimiento compensatorio inducido por restriccidon alimenticia total, asi
como el tratamiento A14 para evaluar la expresion diferencial de genes asociada a un punto de
no retorno, con respecto a la capacidad de compensacién del camardn. Cada tratamiento fue
comparado con el grupo control obtenido en cada periodo y fueron denominados como CA3 y

CA14, respectivamente.

7.1.2 Expresion de genes durante el crecimiento compensatorio y punto de no retorno del
camaron P. vannamei

7.1.2.1 Extraccion de ARN
La concentracidon del ARN extraido en muestras de los tratamientos seleccionados (A3, A14, CA3,

CA14) fue mayor a 200 ng/ul (Tabla 6) y su calidad dentro de los parametros requeridos para la

construccion y secuenciacion de bibliotecas gendmicas.
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Tabla 6. Concentracion de ARN en muestras de tratamientos sometidos a restriccion alimenticia
total y grupos control.

Muestra Clave de la biblioteca ng/ul 260/280 260/230
A3-a A3a 1759.4 2.11 1.75
A3-b A3b 1201.2 2.10 1.70
A3-c A3c 334.9 2.11 1.75

Al4-a Alda 1547.6 2.13 1.78
Al4-b Al4b 1506.1 2.10 1.72
Al4-c Al4c 283.6 2.12 1.56
Control A3-a CA3a 993.5 2.10 1.96
Control A3-b CA3b 856.4 2.09 1.78
Control A3-c CA3c 786.6 2.08 1.82
Control Al4-a CAl4a 1801.2 2.10 1.75
Control Al14-b CAl14b 983.2 2.13 1.04
Control Al4-c CAl4c 561.4 2.09 1.93

7.1.2.2 Analisis bioinformatico

A partir de las secuencias genédmicas obtenidas se realizé el andlisis de calidad y se encontré que
la mayoria de las muestras mostraron un valor Phred Q>30, sin embargo, presentaron algunas
inconsistencias en el contenido de bases iniciales. En estos casos y cuando las secuencias
mostraron un valor Phred menor, se usé el programa Trimommatic para remover las bases de

baja calidad y eliminar adaptadores.

Al verificar el andlisis de alineamiento al genoma de referencia de P. vannamei se observd un
porcentaje de alineamiento superior al 90% en todas las muestras, excepto para la muestra CAl4c

(Tabla 7).
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Tabla 7. Numero de lecturas de las bibliotecas gendmicas secuenciadas a partir de muestras de
musculo del bioensayo (1) de ayuno/temperatura y porcentaje de alineamiento al genoma de
referencia de camaron blanco Penaeus vannamei.

Muestra Numero de lecturas Alineamiento (%)
A3a 39'849,123 92.10
A3b 42'444,008 92.91
A3c 25’210,495 91.68

Al4a 42°049,445 95.36
Al4b 49’228,933 95.04
Al4c 22'274,003 91.64
CA3a 26'348,136 90.89
CA3b 19’436,958 90.77
CA3c 24’112,485 90.68
CAl4a 40'240,964 93.95
CAl4b 38'561,749 95.42
CAl4c 22’439,701 89.23

A través del ensamble de transcritos con la herramienta StringTie, se observd un porcentaje de
expresion del 12.7% de nuevos exones, los cuales podrian aportar informacidon adicional al

genoma anotado (Tabla 8).

Tabla 8. Estadisticas del ensamble de transcritos de las bibliotecas del bioensayo (1) de
ayuno/temperatura.

Exones faltantes: 0/151856 (0.0%)
Nuevos exones: 23183 /183171 (12.7%)
Intrones faltantes: 0/126329 (0.0%)
Nuevos intrones: 10823 / 142356 (7.6%)
Loci faltantes: 0/ 25527 (0.0%)

Nuevos loci: 7197 / 32512 (22.1%)
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7.1.2.3 Andlisis de expresidon y ontologia de genes

Al comparar los tratamientos A3 y A14 con su respectivo control, se observé mayor expresion
diferencial de genes en el tratamiento A3 (862) respecto al tratamiento A14 (449) (Tabla 9). Esta
diferencia en la expresién de genes se asocia con la respuesta de crecimiento compensatorio
observada en los pardmetros zootécnicos descritos previamente, donde el tratamiento A3
alcanzd un crecimiento compensatorio total y el tratamiento A14 no fue capaz de compensar su

crecimiento llegando al punto de no retorno.

Se determiné el nimero de genes exclusivos sobre-expresados y subexpresados en cada muestra

con base en el valor fold change (fc < 1 = subexpresién; fc > 1 sobre-expresion) (Tabla 9).

Tabla 9. Numero de genes expresados diferencialmente con respecto al control.

Genes Tratamiento A3 Tratamiento A14
Genes expresados diferencialmente (ED) 862 449
Genes unicos 580 337
Genes anotados 423 226
Genes exclusivos sobre-expresados 239 104
Genes exclusivos subexpresados 184 122

La relacion entre los genes expresados diferencialmente entre ambos tratamientos se analizé en
un diagrama de Venn (Fig. 8), obteniendo 72 genes compartidos, mientras que 508 se expresaron

Unicamente en el tratamiento A3 (exclusivos) y 265 sélo en el tratamiento A14 (exclusivos).



43

Crecimiento Punto de no
compensatorio retorno
>
y N
/ ‘\\ N
A
/,
508 | 72 | 265
\ |
\ /
\ /
y
S 4
\\\ 7 >
> -

Figura 8. Diagrama de Venn que compara genes expresados diferencialmente durante el
crecimiento compensatorio y el punto de no retorno. En el centro se presentan los genes
compartidos y a los extremos los genes expresados exclusivamente en cada condicién.

De acuerdo con la clasificacion ontoldgica durante el CC, en la categoria de componentes celular,
el término con mayor numero de genes fue la entidad anatémica celular (GO:0110165) donde se
incluyen aquellos genes relacionados con el desarrollo y contraccidon del musculo. En la categoria
de procesos bioldgicos (BP), los términos con mayor numero de genes fueron los relacionados
con procesos celulares (GO:0009987), metabdlicos (GO:0008152) entre los que se incluyen los
genes relacionados con el catabolismo de glucégeno y obtencion de energia, de desarrollo
(G0O:0032502) y respuesta a estimulos (GO:0050896). Mientras que para la categoria de funcion
molecular (MF), los términos con mayor nimero de genes fueron los relacionados con procesos

de unidén (G0O:0005488), actividad catalitica (GO:0003824) y estructura molecular (GO:0005198)
(Fig. 9).

La ontologia de los genes expresados diferencialmente durante el punto de no retorno muestra
que en la categoria de procesos bioldgicos los términos mas representados fueron los
involucrados con procesos celulares (GO:0009987) y metabdlicos (GO:0008152) que incluye
genes que participan en el metabolismo de carbohidratos (GO:0005975) y biosintesis de acidos
grasos (G0:0006633), asi como aquellos involucrados en el metabolismo de glucégeno
(GO:0005977) y catabolismo de proteinas (GO:0030163). Se obtuvieron genes relacionados con

la peroxidacion de lipidos, dentro del término ontolégico de respuesta a estrés oxidativo
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(G0O:0006979), asi como aquellos relacionados con la metilacion de histonas, dentro del término
de respuesta a estimulos (GO:0050896). Mientras que dentro del término ontoldgico desarrollo,

(G0O:0032502) se encontraron genes relacionados con el desarrollo de la cuticula (Fig. 9).
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Figura 9. Ontologia de genes expresados diferencialmente durante el crecimiento compensatorio (naranja) y punto de no retorno (verde)

de Penaeus vannamei expuesto a 3 y 14 dias de ayuno, respectivamente. BP: Proceso bioldgico; CC: Componente celular; MF: Funcién
molecular.
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El andlisis de enriquecimiento demostré que durante el CC los términos bioldgicos mas
representados en la categoria de procesos bioldgicos (GO:0008150) fueron los involucrados con
procesos metabdlicos (GO:0008152) y celulares (GO:0009987). Asi mismo, se observé una alta
interaccion entre los procesos relacionados con biosintesis (GO:0044249), procesos del ciclo

celular (GO:0000281) y organizacion de la estructura de actomiosina (GO:0031032) (Fig. 10).

Durante el punto de no retorno del camardén expuesto a 14 dias de ayuno, los términos
ontolégicos mayormente representados también fueron aquellos relacionados con procesos
metabdlicos (GO:0008152) y celulares (GO:0009987). Se observé una mayor interaccién entre los

términos relacionados con procesos biosintéticos (GO:0009058) (Fig. 11).
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Figura 10. Procesos bioldgicos enriquecidos durante el crecimiento compensatorio de Penaeus vannamei inducido por ayuno temporal. El
tamafio de la burbuja indica la frecuencia del término ontoldgico. El color representa la significancia del enriquecimiento; un color mas claro
indica un alto nivel de significancia. El grosor de las lineas indica el grado de similitud entre los términos ontoldgicos.
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Figura 11. Procesos bioldgicos enriquecidos durante el punto de no retorno de Penaeus vannamei inducido por ayuno prolongado. El
tamario de la burbuja indica la frecuencia del término ontoldgico. El color representa la significancia del enriquecimiento; un color mas

claro indica un alto nivel de significancia. El grosor de las lineas indica el grado de similitud entre los términos ontolégicos.
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7.1.2.4 Validacion de genes ED

De acuerdo con los resultados obtenidos con RefFinder, el gen de referencia mas estable fue el
EFla (Anexo B) por lo que la expresion relativa de los genes expresados diferencialmente fue
calculada con base en este gen. El cdlculo de la expresion relativa mediante gPCR comprobd los
resultados obtenidos en el andlisis del transcriptoma y se observo la sobre-expresidn significativa
de los genes amilo-1,6 glucosidasa (AGL) (p<0.05) y glutation peroxidasa (GPX4) (p<0.05) respecto
al grupo control. Por otro lado, la expresion de los genes NAD quinasa (nadk) (p<0.01) y proteina
de unién al dafio del ADN (Ddb1) (p<0.05) fue menor que la de los organismos alimentados

continuamente (Fig. 12).
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Figura 12. Nivel de expresion relativa de genes expresados diferencialmente en Penaeus vannamei expuesto a periodos de ayuno a 30°C. A)
expresion del gen AGL durante el crecimiento compensatorio (A3) y de los genes B) GPX4, C) nadk y D) Ddb1 durante el punto de no retorno
(A14). Las letras sobre las barras indican diferencias significativas (p<0.05).
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7.2 Bioensayo 2: Efecto del estrés temporal en P. vannamei inducido por temperatura
7.2.1 Rendimiento productivo y supervivencia
El mayor peso fue alcanzado con el tratamiento TA14, siendo significativo respecto al tratamiento

TB14, que mostré el peso mas bajo sin ser estadisticamente diferente de los tratamientos

expuestos a estrés térmico por 7 dias. Sin embargo, TA14 fue igual respecto al control (Tabla 10).

Tabla 10. Rendimiento productivo y supervivencia de Penaeus vannamei al cabo de 49 dias
posterior a la exposicién temporal a condiciones de estrés por hipotermia (B=22°C) e hipertermia
(A=32°C) durante 7 y 14 dias.

Estrés (dias)

Parémetro Control 7 7 14 14
(28°C) (22°c/28°C)  (32°C/28°C) (22°C/28°C)  (32°C/28°C)
Control TB7 TA7 TB14 TA14
PF 6.43+0.48° 541+0.49%® 627+0.80® 5.09+044°  6.68+0.27°
GP (%) 1245+45°  1001+100° 1156+139%° 961+ 77° 1229 +29°

TCE (% dia') 530+0.07° 4.89+0.19° 5.16+0.22%° 4.82+0.15°  5.28+0.04°
CA(g/org)  12.3+0.70° 9.7 +0.04° 14+0.99°  8.7%0.52° 13.8 + 0.63%
FCA 2.1+0.05° 2+0.19° 2.4+0.1° 1.9 +0.14° 2.2+0.11%

S (%) 81+11 78 +10 81+5 81+13 86 + 13

Promedio + desviacidn estandar. PF= peso final, GP= ganancia en peso, CA= consumo de alimento, FCA= factor de conversion
alimenticia, S= supervivencia. TB7= 22°C por 7 dias, TA7= 32°C por 7 dias, TB14= 22°C por 14 dias, TA14= 32°C por 14 dias. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05).

Respecto a la tasa de crecimiento especifico total de los camarones expuestos a estrés térmico,
el valor mas alto se presentd en los camarones del tratamiento TA14, pero no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) comparado con el grupo control y el tratamiento TA7 (Tabla
10). No obstante, los organismos expuestos a hipertermia mostraron una mayor tasa de
crecimiento que la del grupo control durante los primeros 7 dias de estrés (TA7) (Fig. 13A), sin
embargo, esta aceleracion se normalizé a los 14 dias (TB14) y no se encontraron diferencias con
el grupo control (Fig. 13B); mientras que en los tratamientos evaluados a baja temperatura se

observo un crecimiento disminuido durante los periodos de estrés térmico (Fig. 13 A, B).
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Figura 13. Tasa de crecimiento especifico (% dia) de Penaeus vannamei durante exposicion a
estrés térmico durante A) 7 dias y B) 14 dias. TB7=22°C por 7 dias; TA7= 32°C por 7 dias; TB14=
22°C por 14 dias; TA14= 32°C por 14 dias. Las letras sobre las barras indican diferencias

significativas (p<0.05).

Adicionalmente, los andlisis demuestran que en los tratamientos expuestos a hipotermia, TB7 y
TB14, los organismos presentaron crecimiento compensatorio asociado a una mayor TCE cuando
la temperatura fue restablecida a 28°C, siendo mads evidente los primeros 14 dias posteriores al
estrés para el tratamiento TB7 (Fig. 14A) y a partir del dia 21 para el tratamiento expuesto a 14
dias de baja temperatura (TB14) (Fig. 14B). Con base en este pardmetro y el peso final alcanzado
(Tabla 10) podemos establecer que los camarones expuestos a periodos de baja temperatura
presentaron crecimiento compensatorio completo para el tratamiento TB7 y parcial para el

tratamiento TB14.
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Figura 14. Tasa de crecimiento especifico (% dia™) de Penaeus vannamei entre A) los dias 7 al 21
y B) los dias 21 al 49 del periodo de recuperacién a 28°C posterior al estrés térmico: TB7= 22°C
por 7 dias; TA7=32°C por 7 dias; TB14= 22°C por 14 dias; TA14= 32°C por 14 dias. Las letras sobre
las barras indican diferencias significativas (p<0.05).

El grupo control presentd la mayor ganancia en peso (GP), seguido por el tratamiento TA14,
mientras que el tratamiento TB14 presento el porcentaje de GP mas bajo. El consumo de alimento
por organismo fue mayor en el tratamiento TA7 siendo significativo (p<0.05) respecto al resto de
los tratamientos excepto para el consumo observado en los organismos expuestos a hipertermia
prolongada (TA14); los valores mas bajos se observaron en los tratamientos expuestos a periodos
de hipotermia, TB7 y TB14. Inclusive, de acuerdo con el factor de conversién alimenticia, la
hipotermia indujo un mejor aprovechamiento de los nutrientes durante la etapa de recuperacién
comparado con los periodos de hipertermia. Los periodos de estrés térmico evaluados no

afectaron la supervivencia de los organismos (Tabla 10).
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7.2.2 Respuesta fisioldgica en P. vannamei expuesto a estrés térmico temporal

Para este bioensayo se evalud la respuesta fisioldgica de todos los tratamientos y el grupo control
durante la fase de recuperacién a 28°C. Excepto el analisis de metilacién de ADN que fue evaluado
en las etapas de estrés y final, dnicamente en el tratamiento seleccionado para la expresion de

genes, TB14.

7.2.2.1 Actividad antioxidante

De acuerdo con los resultados obtenidos después de 7 dias de estrés térmico y 14 dias de
recuperacioén, la actividad antioxidante no fue diferente en los tratamientos TB7 y TA7 respecto
al grupo control (Figs. 15, 16 y 17). Sin embargo, la actividad superéxido dismutasa disminuyd
significativamente durante el CC por efecto de la hipotermia prolongada (Fig. 15). Por el contrario,
la actividad catalasa se incrementd significativamente (p<0.05) en los camarones expuestos a
32°C por 14 dias (Fig. 16) y la actividad GPx también fue mayor por la exposicién al estrés térmico

durante 14 dias (Fig. 17).
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Figura 15. Actividad superdxido dismutasa en Penaeus vannamei al dia 14 de recuperacién a 28°C,
después de periodos temporales de estrés térmico: TB7= 22°C por 7 dias; TA7= 32°C por 7 dias;
TB14= 22°C por 14 dias; TA14= 32°C por 14 dias. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos del mismo periodo de estrés.
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Figura 16. Actividad catalasa en Penaeus vannamei al dia 14 de recuperacion a 28°C, después de
periodos temporales de estrés térmico: TB7= 22°C por 7 dias; TA7= 32°C por 7 dias; TB14= 22°C
por 14 dias; TA1l4= 32°C por 14 dias. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos del mismo periodo de estrés.
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Figura 17. Actividad glutatién peroxidasa en Penaeus vannamei al dia 14 de recuperacion a 28°C,
después de periodos temporales de estrés térmico: TB7= 22°C por 7 dias; TA7= 32°C por 7 dias;
TB14= 22°C por 14 dias; TA1l4= 32°C por 14 dias. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos del mismo periodo de estrés.
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7.2.2.2 Actividad enzimatica digestiva

Los organismos expuestos a hipotermia por 7 dias (TB7) presentaron una actividad lipasa
significativamente mayor (p<0.05) que el grupo control a los 14 dias de recuperacion a 28°C,
mientras que los camarones expuestos a hipertermia por el mismo periodo (TA7) mostraron

mayor actividad lipasa y quimotripsina (p<0.05) (Tabla 11).

Un periodo prolongado de estrés térmico redujo significativamente la actividad amilasa, y se
observé que la actividad lipasa disminuyé mas por la hipertermia que por hipotermia. La actividad
de las proteasas también se modificd por el periodo prolongado de estrés (14 dias), siendo la
actividad quimotripsina significativamente mayor para los organismos en crecimiento
compensatorio expuestos a hipotermia (TB14) y la actividad tripsina para los que fueron

expuestos a hipertermia (TA14) (Tabla 11).

Tabla 11. Actividad especifica de enzimas digestivas (U/ug de proteina) en P. vannamei al dia 14
de recuperacion a 28°C, después de periodos temporales de hipotermia a 22°C e hipertermia a
32°C.

Tratamiento

Dias de . .
estras  Actividad Control TB7 TA7
(28°C) (22°C) (32°C)
Tripsina 40+ 2 413 38+2
Quimotripsina 58 + 52 56 + 5° 89 +5°
7 .
Lipasa 5+ 0.2° 7+0.1° 8 +0.4°
Amilasa 0.7 £0.02 0.8+0.1 0.8+0.1
Control TB14 TA14
(28°C) (22°C) (32°C)
Tripsina 30+2° 31+1° 36 +2°
Quimotripsina 41 + 52 68 + 8° 44 + 8°
14 .
Lipasa 10+ 0.1¢ 8 +0.5° 6+0.5°
Amilasa 0.7+0.1° 0.6 +0.12 0.6 + 0.03?

Media + desviacion estandar. TB7= 22°C por 7 dias, TA7= 32°C por 7 dias, TB14= 22°C por 14 dias, TA14= 32°C por 14 dias.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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7.2.2.3 Composicidon bioquimica en tejidos de reserva

Los organismos expuestos a 22°C por 7 dias (TB7), presentaron una mayor concentracién de
glucégeno en musculo (Tabla 12) y hepatopancreas (Tabla 13), asi como un nivel de proteinas y
lipidos en hepatopancreas significativamente mayor (p<0.05) respecto al grupo control. Sin
embargo, se observd una menor concentracion de glucosa en hepatopdncreas. Por otro lado, la
hipotermia prolongada (TB14) indujo una mayor concentracién de triglicéridos en hemolinfa

durante el crecimiento compensatorio (Tabla 14).

En cuanto a los camarones expuestos a hipertermia por 7 dias (TA7), se observé una menor
concentraciéon de glucosa en hepatopancreas, pero un mayor nivel de este compuesto en
hemolinfa, asi como del contenido de lipidos en hepatopancreas durante la fase de recuperacién
a 28°C. Mientras que en los camarones expuestos a hipertermia prolongada (TA14), el nivel de
glucégeno en musculo y hepatopancreas, asi como el de lipidos en hepatopancreas fue
significativamente menor (p<0.05) respecto al observado en los organismos del grupo control.
Por el contrario, el nivel de glucosa en hepatopancreas, asi como el de proteinas y triglicéridos en

hemolinfa fue mayor después de 14 dias a 32°Cy 14 dias a 28°C (Tablas 12, 13 y 14).
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Tabla 12. Concentracién de compuestos metabdlicos en el musculo de Penaeus vannamei a los 49 dias, durante la fase de recuperacion a
28°C, después de haber sido expuesto a periodos con diferentes temperaturas.

7 dias de estrés 14 dias de estrés
Compuesto 28°C 22°C 32°C 28°C 22°C 32°C
Control 7 TB?7 TA7 Control 14 TB14 TA14
Proteinas (mg/g) 616 + 32 604.3+457  657.7+72.8 552.2+68.5 566.4+68.3 581+44.4
Glucégeno (mg/g) 11.3+2.2° 17.5+1.7° 8.95 +0.97° 10.8 +2.6° 12+1.9° 6.8 +1.3
Lactato (mg/g) 2.2+03 1.98 +0.4 1.8+0.2 2.0+0.6 2.2+0.4 2.1+0.8

Valor promedio * desviacion estandar. Los superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos del mismo periodo de estrés (p<0.05).
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Tabla 13. Concentraciéon de compuestos metabdlicos en el hepatopancreas de Penaeus vannamei a los 49 dias, durante la fase de
recuperacién a 28°C, después de haber sido expuesto a periodos con diferentes temperaturas.

7 dias de estrés

14 dias de estrés

Compuesto 28°C 22°C 32°C 28°C 22°C 32°C
Control 7 TB7 TA7 Control 14 TB14 TA14
Proteinas (mg/g) 263.1 + 7.8° 364.4 + 40.8° 329.8 + 41.4%P 297.9+64.3 271.9+35.7 290.8 +52.2
Glucosa (mg/g) 118.2 + 18.2° 64.2 +16.5° 78.3+19.8° 102.1 + 4.6° 97.6 +15.6° 133.8+9.7°
Glucégeno (mg/g) 7.9%3.8° 19.4+2.9° 5.8 1.4° 4.9+0.9° 4.7+0.8 2.3+0.8°
Lipidos (mg/g) 245.1 + 16.8° 294.3+27.5° 448.6 + 16.8¢ 214.4 +14.3° 259.8+40°  132.5+22.3°
Triglicéridos (mg/g) 52.2+1.8 56.6 +4.8 50.9 + 15 60.4 + 11.9 57.7 £10.4 64.9 + 8.4
Colesterol (mg/g) 6.6 +0.8 5.8+1.3 8.1+1.6 57+1.3 45+1.5 59+2.1

Valor promedio + desviacion estdndar. Los superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos del mismo periodo de estrés (p<0.05).
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Tabla 14. Concentracion de compuestos metabdlicos en la hemolinfa de Penaeus vannamei a los 49 dias, durante la fase de recuperacion a

28°C, después de haber sido expuesto a periodos con diferentes temperaturas.

7 dias de estrés

14 dias de estrés

Compuesto 28°C 22°C 32°C 28°C 22°C 32°C
Control TB7 TA7 Control TB14 TA14
Proteinas (mg/mL) 80.4+9.4 74.1+5.7 80.4+8.8 58.7 +6.82 63.2+6.6° 83.2+7.7°
Glucosa (mg/mL) 0.18+0.03° 0.17+0.3® 0.26 +0.04° 0.17 £0.03 0.17 £ 07 0.19 +£0.06
Lactato (mg/mL) 0.11+0.02 0.08+0.01 0.12+0.03 0.08+0.02 0.09+0.03 0.10+0.02
Triglicéridos (mg/mL) 1.20+0.4 1.05+0.1 1.06 £0.22 0.74+0.12° 1.10+02° 1.44+0.15°

Valor promedio * desviacion estandar. Los superindices indican diferencias significativas entre los tratamientos del mismo periodo de estrés (p<0.05)
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7.2.2.4 Metilacion global del ADN

El andlisis demostré que la hipotermia prolongada (TB14) no modificd significativamente la

metilacion global de ADN en el camarén (Fig. 18).
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Figura 18. Porcentaje de metilacion global en Penaeus vannamei durante la fase de estrés
inducido por hipotermia prolongada a 22°C y durante la fase final de recuperacién a 28°C.

7.2.3 Expresion de genes durante el crecimiento compensatorio de P. vannamei inducido por
hipotermia

De acuerdo con los resultados zootécnicos obtenidos y la TCE observada durante el periodo de
recuperaciéon a 28°C, se seleccioné el tratamiento TB14 y su control para el andlisis de expresion

diferencial de genes durante el crecimiento compensatorio inducido por hipotermia prolongada.

7.2.3.1 Analisis bioinformatico

El porcentaje de alineamiento de las secuencias al genoma de P. vannamei fue de

aproximadamente el 85% en todas las muestras (Tabla 15).
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Tabla 15. Numero de lecturas de las bibliotecas gendmicas secuenciadas a partir muestras de
hepatopancreas del bioensayo (2) de variacion térmica y porcentaje de alineamiento al genoma
de referencia de camardn blanco Penaeus vannamei

Condicion Muestra Numero de lecturas  Alineamiento (%)

Tratamiento TB14a 22'995,462 84.72
TB14b 22'536,465 85.80

TB1l4c 20°522,832 85.79

Control CTB14a 20'614,185 85.80
CTB14b 21°074,940 85.87

CTB14c 27’085,555 86.04

El ensamble de transcritos mostré un porcentaje de expresion de nuevos exones del 16% (Tabla

16).

Tabla 16. Estadisticas del ensamble de transcritos de las bibliotecas del bioensayo (2) de variacién
térmica

Exones faltantes: 0/151856 (0.0 %)
Nuevos exones: 31399 /196443 (16 %)
Intrones faltantes: 0/126329 (0.0 %)
Intrones nuevos: 14752 / 149146 (9.9 %)
Loci faltantes: 0/ 25527 (0.0 %)
Nuevos loci: 10875 /36131 (30.1 %)

7.2.3.2 Expresion diferencial de genes

Al comparar la expresion de genes durante el crecimiento compensatorio inducido por
hipotermia respecto a la del grupo control, se encontré un total de 544 genes expresados
diferencialmente. El nimero de genes sobre-expresados y subexpresados fue calculado de

acuerdo con el valor fold change (fc < 1= subexpresion; fc > 1= sobre-expresién) (Tabla 17).
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Tabla 17. Numero de genes expresados diferencialmente durante el crecimiento compensatorio
de P. vannamei expuesto a hipotermia (22°C) durante 14 dias.

Numero de genes: Muestra TB14
Genes expresados diferencialmente (ED) 544
Genes unicos 493
Genes anotados 439
Genes sobre-expresados 152
Genes subexpresados 287

Del total de genes anotados, el 89% fue incluido en la categoria de funciéon molecular, el 86.7%
en la de componentes celulares y el 83.3% dentro de la categoria de procesos biolégicos (Anexo
C). Dentro de la categoria de procesos bioldgicos, se encontrdé la sobre-expresion de genes
relacionados con procesos metabdlicos (GO:0008152), procesos celulares (GO:0009987) y de
respuesta a estimulos (GO:0050896) que involucra algunos genes relacionados la respuesta
inmune. Por el contrario, dentro de la categoria de funcion molecular se subexpresaron genes
relacionados la actividad GPx, asi como aquellos relacionados con la obtencion de energia dentro
del término de procesos metabdlicos (GO:0008152), o con el crecimiento dentro del término de

procesos de desarrollo (GO:0032502), entre otros, en la categoria de procesos bioldgicos.

El analisis de enriquecimiento demostré que los términos mas representados durante el CC
inducido por hipotermia son lo que presentan actividad de unién al ATP (GO:0005524), al ADN
(GO:0003677) y ARN (G0:0003723), actividad transferasa (G0:0016740), asi como aquellos
relacionados con la composicion del nucleo (GO:0005634) y la membrana (G0O:0016020), y con
procesos metabdlicos de lipidos (GO:0006629), donde se incluyen genes que codifican para la
enzima acetil CoA sintetasa y la lipasa inhibidora de la digestién de triglicéridos (PNLIPRP1).
Mientras que los términos menos representados, pero altamente significativos son los
involucrados con actividad factor de elongacién (G0O:0003746), actividad acetil CoA
deshidrogenasa (G0:0003995), asi como los relacionados con la composicion de la membrana
mitocondrial (GO:0005743). Por otra parte, se observé mayor interaccién entre los términos
bioldgicos involucrados en la liberacidn de citocromo c a la mitocondria (GO:0001836) y el indice

de regulacion del corazén (GO:0002027); entre los términos involucrados con actividad GTPasa



64

(GO:0005096) y el intercambio guanil nucledsido (GO:0005085), asi como entre los
constituyentes del complejo proteina-fosfatasa tipos 1 (GO:0000164) y 2A (GO:0000159) (Fig. 19).
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Figura 19. Términos enriquecidos durante el crecimiento compensatorio de Penaeus vannamei inducido por hipotermia. El tamafio de la
burbuja indica la frecuencia del término ontoldgico. El color representa la significancia del enriquecimiento; un color mas claro indica un
alto nivel de significancia. El grosor de las lineas indica el grado de similitud entre los términos ontoldgicos.
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7.3 Bioensayo 3: Efecto del estrés temporal en P. vannamei inducido por alta densidad de
cultivo

7.3.1 Crecimiento y supervivencia de P. vannamei expuesto a alta densidad de cultivo

La cinética de crecimiento obtenida durante las 7 semanas experimentales demostré que los
camarones expuestos a alta densidad de cultivo durante 14 dias alcanzaron un peso similar al de
los organismos del grupo control presentando crecimiento compensatorio completo, mientras
gue los organismos bajo un periodo prolongado de alta densidad (D21) presentaron crecimiento

compensatorio parcial (Fig. 20).
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Figura 20. Cinética de crecimiento de P. vannamei expuesto a periodos de alta densidad de cultivo
(1100 org/m3) durante 14 (D14) y 21 dias (D21) seguidos de un periodo de recuperacion con
densidad éptima (220 org/m3) durante 35 y 28 dias, respectivamente, comparada con la de
organismos cultivados en densidad éptima constante (220 org/m?3). Las letras indican diferencias
significativas (p<0.05).

Esta tendencia también fue observada entre los tratamientos y el grupo control respecto a la
ganancia en peso (GP) y tasa de crecimiento especifico (TCE). El consumo de alimento y el factor
de conversién alimenticia (FCA) no fueron afectados por los periodos de alta densidad de cultivo.
Sin embargo, en el grupo expuesto a esta condicién por 21 dias (D21), la tendencia a consumir

menos alimento y el incremento en el factor de conversion alimenticia. De igual manera, los
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periodos de alta densidad de organismos no afectaron el porcentaje de supervivencia final; sin
embargo, se observd una tendencia a mayor supervivencia en los grupos expuestos a estrés, sin

afectar el porcentaje de biomasa final obtenida respecto al grupo control (Tabla 18).

Tabla 18. Rendimiento productivo y supervivencia de Penaeus vannamei a 49 dias de cultivo
después de la exposicién a periodos temporales de alta densidad de cultivo (1100 org/m3) durante
14 y 21 dias de cultivo.

Tratamiento

Parametro Control D14 D21
GP (%) 956.4 + 49° 957.8 + 52° 831.8 + 19°
TCE (% dia')  4.8+0.10° 4.8 +0.10° 4.6 +0.042
CA(g/org)  13.1+0.72 13.2+0.12 12.5+0.08
FCA 1.7+0.10 1.7 +0.13 1.8+ 0.04
S (%) 90 +4 94 +5 95 +3
Biomasa (g) 90+8 97 +9 89+5

Peso promedio * desviacidén estdndar. GP= ganancia en peso, TCE= tasa de crecimiento especifico, CA= consumo de alimento,
FCA= factor de conversion alimenticia, S= supervivencia. D14= 14 dias en alta densidad y 35 dias de recuperacién con densidad
O6ptima, D21= 21 dias en alta densidad y 28 dias de recuperacién con densidad 6ptima. Los superindices indican diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05).

7.3.2 Respuesta fisioldgica en P. vannamei inducida por la alta densidad de cultivo

Para este bioensayo se evalud la respuesta fisiolégica del camardn expuesto a 14 dias de alta
densidad (D14) considerando las tres etapas experimentales: estrés, crecimiento compensatorio

y final del periodo experimental.

7.3.2.1 Actividad antioxidante por efecto de la alta densidad

La actividad superdxido dismutasa (SOD) durante la fase de estrés fue significativamente mayor
(p<0.05) en los organismos mantenidos durante 14 dias en alta densidad (D14), sin embargo, en
las fases de crecimiento compensatorio y final, no se observaron diferencias respecto al grupo

control (Fig. 21).

La actividad catalasa (CAT) también fue significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento D14

durante la fase de estrés, pero disminuyd significativamente durante el crecimiento
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compensatorio (p<0.05). Al final del bioensayo no se detectaron diferencias en la actividad de

esta enzima entre ambos grupos (Fig. 22).

La actividad GPx no fue alterada significativamente en ninguna de las fases evaluadas (Fig. 23).

Actividad SOD (U/mg de
proteina)
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Figura 21. Actividad superodxido dismutasa en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido
por alta densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacion con
densidad éptima. D14= 14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacion
con densidad o6ptima, CC= crecimiento compensatorio. Las letras sobre las barras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cada fase.
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Figura 22. Actividad catalasa en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido por alta
densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacién con densidad
Optima. D14= 14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacion con
densidad éptima, CC= crecimiento compensatorio. Las letras sobre las barras indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cada fase.
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Figura 23. Actividad glutatiéon peroxidasa en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido
por alta densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacion con
densidad éptima. D14= 14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacion
con densidad 6ptima, CC= crecimiento compensatorio.
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7.3.2.2 Actividad enzimatica digestiva en el camardn blanco expuesto a alta densidad

Durante la fase de estrés por alta densidad, el camardn incrementd significativamente la actividad
de las proteasas, tripsina y quimotripsina (Figs. 24 y 25). Mientras que en la fase de crecimiento
compensatorio la actividad quimotripsina y lipasa fueron las de mayor actividad en D14 (Figs. 25
y 26). En la etapa final del periodo experimental, no se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en la actividad de las enzimas digestivas respecto al grupo control. La actividad amilasa

no se vio afectada por la alta densidad de cultivo ni por el cambio a densidad 6ptima (Fig. 27).
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Figura 24. Actividad tripsina en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido por alta
densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacién con densidad
Optima. D14= 14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacion con
densidad éptima, CC= crecimiento compensatorio. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cada fase.
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Figura 25. Actividad quimotripsina en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido por alta
densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacién con densidad
Optima. D14= 14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacion con
densidad éptima, CC= crecimiento compensatorio. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cada fase.
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Figura 26. Actividad lipasa en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido por alta densidad
de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacién con densidad dptima. D14=
14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacion con densidad éptima,
CC= crecimiento compensatorio. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cada fase.
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Figura 27. Actividad amilasa en Penaeus vannamei a los 14 dias de estrés inducido por alta
densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperaciéon con densidad
Optima. D14= 14 dias con alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacién con
densidad éptima, CC= crecimiento compensatorio.

7.3.2.3 Compuestos metabdlicos en tejidos de reserva

En el musculo del camardn se observé una reduccion de glucégeno y un incremento de lactato en

la etapa final, después de 35 dias en densidad 6ptima (Tabla 19).

En hepatopancreas se encontré mayor concentracién de proteinas durante la fase de estrés. Al
dia 7 de la etapa de recuperacion, es decir, durante el crecimiento compensatorio se observé una
mayor concentracién de triglicéridos y una baja concentracidon en el contenido de proteinas,
colesterol y glucégeno. Un bajo nivel de glucdégeno también fue observado en la etapa final (Tabla

20).

En la hemolinfa el contenido de proteinas, lactato y triglicéridos se redujo significativamente
(p<0.05) durante la fase de estrés. Por el contrario, durante el crecimiento compensatorio el nivel
de triglicéridos fue mayor que en el grupo control, asi como el nivel de glucosa en la etapa final

del bioensayo (Tabla 21).
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Tabla 19. Concentracion de compuestos metabdlicos en el musculo de Penaeus vannamei durante y después de la exposicion a alta densidad
de cultivo (1100 org/m?3), comparados con un grupo control mantenido en densidad de cultivo dptima (220 org/m3).

Estrés Crecimiento compensatorio Final
Compuesto
Control D14 Control D14 Control D14
Proteinas (mg/g) 555.8+38.2 559.5+39.7 547.6 + 27 576.3+17.6 570.2+34.8 565.6 + 25.4
Glucégeno (mg/g) 10.48 £ 3.52 13.5+2.9 8.7+3.22 9.8+24 12.1+2.21P 6.5 +2.272
Lactato (mg/g) 2.1+0.5 1.9+0.3 1.6+0.3 1.6 £0.09 1.8 +0.52 2.5+0.2°

Valores promedio * desviacion estandar. D14= 14 dias en alta densidad y 35 dias de recuperacion con densidad 6ptima. Los superindices indican diferencias significativas
entre los tratamientos en cada fase (p<0.05).
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Tabla 20. Concentracion de compuestos metabdlicos en el hepatopdncreas de Penaeus vannamei durante y después de la exposicion a alta
densidad de cultivo (1100 org/m?3), comparados con un grupo control mantenido en densidad de cultivo dptima (220 org/m3).

Estrés Crecimiento compensatorio Final
Compuesto
Control D14 Control D14 Control D14
Proteinas (mg/g) 325.9+22.4% 499.6+71.7°  4259£59.2°  339.6+24° 322.7+48  329.2%33.9
Glucosa (mg/g) 125.7+14 118.5+2.8 144.1 + 8.08 122.8 +25.2 131.5+11.5 118.2+11.04
Glucégeno (mg/g) 43+14 44+14 8.7+1.8" 49+1.1° 13.3+34°  65%09°
Lipidos (mg/g) 205.9+45.1 154.9 + 53.98 83.4+7.8 91.7+4.3 101.6+11.7 108.9+21.2
Triglicéridos (mg/g) 80.9+13.2 75.4+2.8 66.8 + 4.492 90.1 + 4.45° 87.4+49 76 +11.2
Colesterol (mg/g) 95+1.8 11.2+1.7 17 + 5P 8.1+0.6° 7.2+0.8 8.1+1.2

Valores promedio * desviacion estdndar. D14= 14 dias en alta densidad y 35 dias de recuperacién con densidad 6ptima. Los superindices indican diferencias significativas
entre los tratamientos en cada fase (p<0.05).
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Tabla 21. Concentracion de compuestos metabdlicos en la hemolinfa de Penaeus vannamei durante y después de la exposicion a alta
densidad de cultivo (1100 org/m?3), comparados con un grupo control mantenido en densidad de cultivo dptima (220 org/m3).

Estrés Crecimiento compensatorio Final
Compuesto
Control D14 Control D14 Control D14
Proteinas (mg/mL) 67.6 +7° 51.8 + 22 63.2+2.9 56.7 + 8.6 89.3+9.1 81.9+4.8
Glucosa (mg/mL) 0.09 £0.02 0.07+£0.01 0.06 £0.01 0.07 £0.02 0.12+0.01° 0.16 +0.03P
Lactato (mg/mL) 0.06 +0.01° 0.04 +0.012 0.04 £0.01 0.05+0.01 0.07 £0.02 0.08 £0.01
Triglicéridos (mg/mL)  0.5+0.06°  0.32 +0.03? 0.44+0.03° 0.59+0.15° 1+£0.18 0.89+0.23

Valores promedio + desviacion estandar. D14= 14 dias en alta densidad y 35 dias con densidad éptima. Los superindices indican diferencias significativas entre los

tratamientos en cada fase (p<0.05).



76

7.3.2.4 Estado bioenergético del camardn por efecto de la alta densidad

En la fase de estrés por densidad elevada se observé una menor concentracién de acido Urico y
adenosin monofosfato (AMP) en el musculo del camardn, sin embargo, se incrementd la
concentracién de hipoxantina, xantina y adenosin trifosfato (ATP) comparado con los niveles
encontrados en el grupo control. Asi mismo, durante el CC ademas de la alta concentracién de
ATP, el nivel de acido urico y adenosin se incrementd significativamente (p<0.05). En cambio, en
la etapa final se observd una reduccidn significativa en la concentracion de xantina y adenosin
difosfato (ADP) (p<0.05) a diferencia del nivel de adenosin, el cual se mantuvo por encima del

observado en el grupo control (Tabla 22).

El contenido energético celular, medido a través de la carga energética adenilica (CEA), fue mayor
en el tratamiento D14 durante la fase de estrés y crecimiento compensatorio respecto al grupo
control, sin embargo, al dia 35 de recuperacion a densidad de cultivo 6ptima, la CEA entre ambos

grupos no presentoé diferencias significativas (Fig. 28).

Por otra parte, la concentracidn de arginin fosfato fue mayor sélo cuando el camardn se mantuvo
en densidad elevada presentando por el contrario una disminucion significativa respecto al grupo

control al finalizar el periodo experimental (Fig. 29).
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Tabla 22. Concentracidn de nucledtidos adenilicos en el musculo del camardn blanco P. vannamei durante un periodo de estrés inducido
por alta densidad de cultivo (1100 org/m3), crecimiento compensatorio y fase de recuperacion a densidad de cultivo dptima (220 org/m?3).

Estrés Crecimiento compensatorio Final
Nucledtido Control D14 Control D14 Control D14
(rmol/g) (umol/g) (umol/g) (rmol/g) (umol/g)  (umol/g)
Hipoxantina 0.02 0.04 0.03 0.05+ 0.02 0.02
0.0082 0.0011° 0.013 0.009 0.006 .007
Xantina 0.02 £ 0.04 £ 0.03 + 0.02 + 0.04 £ 0.2+
0.006° 0.011° 0.006 0.010 0.014° 0.003°
Acido urico 0.016 + 0.006 + 0.007 + 0.019 + 0.004 + 0.005 +
0.006° 0.003? 0.0052 0.008° 0.003 0.002
Inosina monofosfato (IMP) 0.025 0.022 0.021 + 0.019+ 0.035+ 0.025
0.012 0.009 0.007 0.006 0.010 0.012
Inosina 3.14E-03+ 3.33E-03 + 2.49E-03 + 2.62E-03 + 4.46E-03 + 4.86E-03 +
1.43E-03 2.16E-03 1.83E-03 7.97E-03 2.29E-03 2.58E-03
Nicotinamida difosfato 0.182 + 0.189 + 0.203 + 0.205 + 0.264 + 0.265 +
0.025 0.03 0.026 0.029 0.027 0.024
Guanosin difosfato (GDP) 0.025 + 0.020 0.030 0.029 0.026 0.023
0.004 0.005 0.007 0.008 0.005 0.004
Adenosin monofosfato (AMP) 211+ 1.11+ 2.06 + 1.67 £ 1.48 + 1.21+
0.41° 0.36° 0.56 0.52 0.43 0.33
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Adenosin 9.55E-04 + 1.01E-03 5.46E-04 + 1.09E-03 6.37E-04 + 1.18E-03 %
3.52E-04 5.09E-04 2.45E-04° 4.50E-04° 3.02E-04° 3.25E-04°
Guanosin trifosfato (GTP) 0.045 + 0.059 + 0.053 0.066 + 0.065 + 0.067
0.012 0.010 0.010 0.017 0.019 0.016
Adenosin difosfato (ADP) 2.21+ 1.82 + 2.21+ 2.39+ 3+ 2.48 +
0.4 0.5 0.4 0.5 0.4° 0.3°
Adenosin trifosfato (ATP) 1.01 + 2.76 + 1.47 + 2.49 + 337+ 3.47 +
0.4 0.9° 0.4 0.7° 0.8 0.9

Valor promedio * desviacién estandar. D14= 14 dias en alta densidad y 35 dias con densidad éptima. Los superindices indican diferencias significativas entre los
tratamientos en cada fase (p<0.05).



79

1.0 -

0.8 . b
< 0.6 - . ] I
04 - T I

0.2

0.0

Estrés CcC Final
Fase
Control D14

Figura 28. Carga energética adenilica observada en P. vannamei al dia 14 de estrés inducido por
alta densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacién con densidad
Optima. D14= 14 dias en alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacién con
densidad éptima, CC= crecimiento compensatorio. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas entre los tratamientos en cada fase (p<0.05).

ArgP (umol/g)

Estrés CC Final
Fase

Control D14

Figura 29. Concentracion de arginin fosfato en P. vannamei al dia 14 de estrés inducido por alta
densidad de cultivo y a los dias 7 (CC) y 35 (final) del periodo de recuperacién con densidad
Optima. D14= 14 dias en alta densidad de cultivo, seguido de 35 dias de recuperacién con
densidad éptima, CC= crecimiento compensatorio. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas entre los tratamientos en cada fase (p<0.05).
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7.3.2.5 Metilacion global del ADN

El porcentaje de metilacién de ADN en los organismos expuestos a densidad alta por 14 dias se
redujo significativamente (p<0.05) durante la fase de estrés. Esta tendencia se mantuvo al final

de la etapa de recuperacion con densidad de cultivo éptima (Fig. 30).
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Figura 30. Porcentaje de metilacion global del ADN en Penaeus vannamei durante la fase de estrés
inducida por alta densidad de cultivo (1100 org/m3) y durante la fase final de recuperacién con
densidad de cultivo éptima (220 org/m3). Las letras sobre las barras indican diferencias
significativas entre los tratamientos en cada fase (p<0.05).

7.3.3 Expresion de genes en P. vannamei por efecto de la alta densidad de cultivo

7.3.3.1 Analisis bioinformatico

Las secuencias gendmicas presentaron un porcentaje de alineamiento superior al 85% con el

genoma de referencia del camardn blanco P. vannamei (Tabla 23).
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Tabla 23. Numero de lecturas de las bibliotecas gendmicas secuenciadas a partir muestras de
hepatopancreas del bioensayo (3) de densidad de cultivo y porcentaje de alineamiento al genoma
de referencia de camardn blanco Penaeus vannamei.

Condicion Muestra Numero de lecturas  Alineamiento (%)

Tratamiento D14a 26'636,808 85.30
D14b 21'452,600 86.36

Dl4c 21'595,948 85.37

Control CD14a 23'054,453 85.83
CD14b 24’'405,183 85.42

CD14c 22'839,922 85.69

Asi mismo, a través del ensamble de transcritos se detectd un 20.7% de nuevos exones (Tabla 24).

Tabla 24. Estadisticas del ensamble de transcritos de las bibliotecas del bioensayo (3) de alta
densidad de cultivo.

Exones faltantes: 0/151856 (0.0 %)
Nuevos exones: 44386/214538 (20.7 %)
Intrones faltantes: 0/126329 (0.0 %)
Nuevos intrones: 19565/156803 (12.5 %)
Loci faltantes: 0/25527 (0.0 %)
Nuevos loci: 15828/41092 (38.5 %)

7.3.3.2 Expresion diferencial de genes y categorias ontoldgicas

Bajo esta condicidén se encontraron 1138 genes expresados diferencialmente, de los cuales se
determind que 524 fueron sobre-expresados y 375 subexpresados con base en el valor fold

change (fc > 1= genes sobre-expresados; fc < 1= genes subexpresados) (Tabla 25).
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Tabla 25. Numero de genes expresados diferencialmente durante el crecimiento compensatorio
de P. vannamei expuesto a alta densidad de cultivo durante 14 dias.

Numero de genes: Muestra D14
Genes expresados diferencialmente (ED) 1138
Genes unicos 1043
Genes anotados 899
Genes sobre-expresados 524
Genes subexpresados 375

De acuerdo con las categorias ontoldgicas, el 89.9% de los genes expresados diferencialmente se
incluyé en la categoria de funcidon molecular, el 90.5% esta relacionado con los componentes
celulares y el 88.5% se incluyd dentro de los procesos biolégicos (Anexo D). La categoria de
funcién molecular incluyd la sobre-expresion de genes relacionados con actividad catalitica
(GO:0003824) y estructural (GO:0005198); mientras que en la categoria de procesos biolégicos
se sobre-expresaron genes relacionados con procesos metabdlicos (GO:0008152) como la
metilacion, procesos de desarrollo (GO:0032502), localizacién (G0:0051179), procesos celulares
(G0O:0009987) y respuesta a estimulos (GO:0050896). Por otro lado, en la categoria de procesos
bioldgicos se subexpresaron genes relacionados con la regulacidon de la actividad enzimatica
dentro de los procesos metabdlicos (GO:0008152) y de respuesta antioxidante asociados con la

respuesta a estimulos (GO:0050896), entre otros.

El andlisis de enriquecimiento demostré que entre los términos ontoldgicos altamente
significativos se encuentran los involucrados con actividades catalitica, protein quinasa, de union
al ARN y ATP, entre otros. Algunos de los términos enriquecidos menos representados se
relacionan con la actividad superdxido dismutasa, actividad quinasa dependiente del cGMP,
actividad fosfolipasa D, entre otros, mientras que los mas representados estdn involucrados en
protedlisis, transduccidn de seiales intracelulares, beta-oxidacion de dcidos grasos y
componentes celulares. Se observd una mayor interaccion entre los términos bioldgicos
relacionados con protedlisis e iniciacién de la translacién, asi como entre los relacionados con
componentes celulares como la membrana del reticulo endoplasmico, de Golgi y los endosomas

(Fig. 31).
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Figura 31. Términos enriquecidos durante el crecimiento compensatorio de Penaeus vannamei inducido por alta densidad de cultivo. El
tamafio de la burbuja indica la frecuencia del término ontolégico. El color representa la significancia del enriquecimiento; un color mas
claro indica un alto nivel de significancia. El grosor de las lineas indica el grado de similitud entre los términos ontoldgicos.



84

7.4 Genes asociados al crecimiento compensatorio inducido por distintos estresores

Al comparar los genes expresados diferencialmente (ED) durante el crecimiento compensatorio
de P. vannamei inducido por distintos estresores (Fig. 32) se observaron 7 genes asociados con
este mecanismo, es decir, genes involucrados en procesos bioldgicos o funciones moleculares que
son alterados cuando el camardn se encuentra en crecimiento acelerado, no obstante, su nivel

de expresion varia de acuerdo con el tipo de estresor (Tabla 26).

Los términos de los genes compartidos entre 2 condiciones distintas se muestran en el Anexo E.

Ayuno - - _——_Hipotermia

\ N\ 7/ /
S/ 20 \\\\f/f' 20 \

737

Alta densidad de cultivo

Figura 32. Diagrama de Venn que compara los genes expresados diferencialmente durante el
crecimiento compensatorio de P. vannamei inducido por ayuno, hipotermia y alta densidad de
cultivo. En el centro se muestra el numero de genes que coinciden entre las 3 condiciones y en
las intersecciones los genes compartidos entre dos condiciones diferentes.
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Tabla 26. Términos de genes expresados diferencialmente durante el crecimiento compensatorio de P. vannamei inducido por estresores

temporales
Nivel de expresion del gen inducido
por estresores
Categoria Identificador Término Gen (es) Proteina Alta
Ayuno Hipotermia densidad
de cultivo
PB G0:0006915 Apoptosis Mien1 Proteina 1 potenciadorade SO SuU SO
la migracion e invasién
G0:0032259 Metilacién SMYD4 Proteina 4 con dominio SET  SU SU SO
y MYND
G0:0008344 Locomocidén Atpalpha ATPasa de sodio subunidad SuU SuU SO
alfa
G0:0010496 Transporte Inx1 Inexina SuU SuU SuU
intracelular
G0:0045087 Respuestainmune MSRB1 Metionina-R-sulféxido SO SU SU
innata reductasa B1
G0:0040003 Desarrollo de CG15920 Resilina SO SuU SO
cuticula basado en
quitina
G0:0043457 Regulacion de la TAR1 Proteina TAR1 SuU SO SOy SuU
respiracion celular
cC G0:0005737 Citoplasma MSRB1; Metionina-R-sulféxido SOy SuU SuU SOy SuU
SMYD4 reductasa; Proteina 4 con
dominio SET y MYND
G0:0005739 Mitocondria TAR1 Proteina TAR1 SU SO SOy SU
G0:0009898 Membrana Mien1 Proteina 1 potenciadorade SO SuU SO
plasmatica la migracion e invasién



G0:0016323

G0:0062129

FM G0:0070191

G0:0005243

G0:0005524

G0:0008061
G0:0008168

Membrana
plasmatica
basolateral

Matriz extracelular
basada en quitina

Actividad
metionina-R-
sulféxido reductasa
Canal de unién GAP
Union de ATP

Unién de quitina
Actividad
metiltransferasa

Atpalpha;

Inx1

CG15920

MSRB1

Inx1
Atpalpha

CG15920
SMYD4

ATPasa de sodio subunidad
alfa; inexina

Resilina

Metionina-R-sulfoxido
reductasa B1

Inexina

ATPasa de sodio subunidad
alfa

Resilina

Proteina 4 con dominio SET
y MYND

SU

SO

SO

SU

SU

SO
SU

SU

SU

SU

SU

SU

SU
SU
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SOy SuU

SO

SU

SU

SO

SO
SO

PB= procesos bioldgicos, CC= componente celular, FM= funciéon molecular. SO = sobre-expresado, SU=subexpresado.
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8. DISCUSION
8.1 Respuesta de crecimiento compensatorio (CC) en Penaeus vannamei inducido por

estresores temporales

8.1.1 Efecto del ayuno y temperatura

8.1.1.1 Crecimiento y supervivencia

En el medio natural los organismos acuaticos no siempre encuentran alimento disponible, por lo
gue estan adaptados para resistir periodos de ayuno temporal (Steinberg, 2018). En organismos
cultivados, como el camardn, se ha demostrado que estos periodos pueden inducir un
crecimiento acelerado una vez que las condiciones éptimas son restablecidas, no obstante, la

duracion del ayuno también puede influir en esta respuesta.

Lin et al. (2012), reportaron que periodos de ayuno de 7, 14, 21 y 28 dias reducen el peso de
Penaeus vanammei de 3% a mas del 10%. Estas observaciones concuerdan con lo observado en
el presente estudio en donde los organismos sometidos a un periodo de ayuno prolongado de 7
y 14 dias alcanzaron un peso significativamente menor que aquellos restringidos por menor
tiempo (3 dias). Al respecto Comoglio et al. (2004) reportaron que especies tropicales como P.
vannamei dificilmente pueden tolerar la privacién de alimento por mas de 15 dias, mientras que
los camarones de zonas templadas pueden soportar la privacién de alimento hasta por 4

seémanas.

Zhang et al. (2010), evaluaron el crecimiento en Fenneropenaeus chinensis con periodos de 4, 8,
12 y 16 dias de ayuno, y un tiempo de recuperacion con alimentacidn a saciedad hasta el dia 24;
los autores reportaron que la tasa de crecimiento en el tratamiento sometido a 4 dias de ayuno
alcanzd un crecimiento compensatorio completo al no mostrar diferencias significativas respecto
al crecimiento observado en el grupo control, mientras que el resto de los tratamientos alcanzé
un crecimiento compensatorio parcial. En el presente estudio, el periodo mas corto de ayuno a
alta temperatura también permitio a los organismos compensar por completo su crecimiento. Las

mismas observaciones fueron constatadas por Bezerra et al. (2019), quienes reportaron que dos
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dias de ayuno no tienen un efecto negativo sobre el crecimiento final de P. vannamei. En este
sentido, se ha reportado que las especies son capaces de continuar creciendo durante mas tiempo
que aquellos organismos que no estuvieron restringidos (Lin et al., 2008). Sin embargo, los
resultados del presente estudio indican que un periodo de 14 dias con privacién de alimento
influye negativamente en el crecimiento de esta especie ya que los organismos no fueron capaces
de compensar su crecimiento al final del periodo experimental. Resultados similares fueron

observados por Luo et al. (2021) en el cangrejo Procambarus clarkii.

En lo que respecta a la supervivencia, Comoglio et al. (2004) reportaron que P. vannamei fue
capaz de sobrevivir 16 dias sin alimento y después de 9 dias de alimentacidon a saciedad,
observaron una supervivencia del 65%. Por su parte Lin et al. (2012) evaluaron el efecto de 7, 14,
21y 28 dias de ayuno sobre el porcentaje de supervivencia de P. vannamei reportando un 100,
90, 71 y 59%, respectivamente. En el presente estudio la supervivencia no fue afectada por los
periodos de ayuno a temperaturas de 22°Cy 26°C, sin embargo, a 30°C la supervivencia disminuyd
conforme se incrementd el periodo de ayuno. Estos resultados indican que una temperatura por
debajo de la 6ptima podria preservar la tolerancia a la falta de alimento en esta especie y que el
camaron es capaz de adaptarse a periodos con poca o nula disponibilidad de alimento (Steinberg,

2018).

8.1.1.2 Expresion de genes inducida por ayuno

Durante el crecimiento compensatorio (CC) de los camarones expuestos previamente a 3 dias de
ayuno (A3) se sobre-expresaron genes que codifican para las enzimas acetato quinasa y piruvato
deshidrogenasa E1 (PDHE1-A) implicadas en la biosintesis de acetil-CoA (GO:0006085), sugiriendo
un aumento del proceso glucolitico para la produccién de ATP durante el crecimiento acelerado.
Sin embargo, la acetil-CoA también es un precursor importante para la biosintesis de lipidos
(Wynn et al., 2001). Bajo un exceso de glucosa, el citrato es transportado al citosol para regenerar
acetil-CoA y oxaloacetato para la sintesis de acidos grasos y esteroles (Srere, 1959). En el presente
estudio, esto esta respaldado por la sobreexpresidon del transportador de citrato (GO:0098656),

gue proporciona una correlacidn directa entre el metabolismo de los carbohidratos y la
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biosintesis de lipidos (Yang et al., 2021), lo que indica una etapa con alta disponibilidad de
combustibles energéticos (Shi y Tu, 2015) y almacenamiento de lipidos durante el crecimiento
compensatorio. Por otra parte, la sobre-expresion de genes codificantes para la enzima amilo-
1,6-glucosidasa involucrada en el catabolismo del glucégeno (GO:0005980), sugiere que los
organismos en CC utilizan energia almacenada, como el glucégeno, para satisfacer sus
necesidades energéticas después de un corto periodo de estrés, tal como se ha reportado en
camarones en respuesta a cambios ambientales como la salinidad, hipoxia e inanicién (Oliveira et

al., 2001).

No obstante, el glucégeno también es un precursor de la sintesis de quitina (Rosas et al., 1995;
Cuzon et al., 2000), el principal componente del caparazén de los camarones. Por lo tanto, la
sobre-expresion de genes incluidos en el término ontoldgico del proceso de desarrollo, como los
genes que codifican la proteina gustavus involucrada en la formacion del patrén de cuticula
(G0O:0035017) y la pro-resilina involucrada en el desarrollo de la cuticula a base de quitina
(G0:0040003), sugieren su participacion en el proceso de muda que es esencial para su
crecimiento. Esto es consistente con la sobre-expresion de genes que codifican las miosinas de
cadena pesada 1, 2 y 6a, principales componentes del musculo contractil (Zhang et al., 2019), asi
como los que codifican actina 1, actina 2 e integrina beta-PS implicados en la organizacién del
filamento de actina (GO:0007015). Tanto las miosinas como las actinas estan implicadas en el
crecimiento muscular y el desarrollo de los organismos (Venkatesh et al., 1996), tal como se ha
observado después de condiciones de inanicién en la carpa herbivora (He et al.,, 2015). En
conjunto, la sobre-expresién de estos genes soporta el crecimiento éptimo de los camarones al

final del periodo experimental.

La sobre-expresidn de genes que codifican la amida hidrolasa 2-B de acidos grasos, implicada en
el catabolismo de los lipidos (G0O:0016042), la epimerasa del acido sidlico implicada en el
metabolismo de los hidratos de carbono (GO:0005975), la dipeptidasa no especifica citosodlica y
la dipeptidasa A implicadas en la protedlisis (GO:0006508), sugiere que los camarones

previamente estresados por la condicidn de ayuno de corta duracion (A3) utilizan vias metabdlicas
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alternativas para obtener energia de los nutrientes suministrados a través de la dieta durante la

etapa de recuperacion.

Por otro lado, los genes incluidos en el término ontoldgico relacionado con la respuesta a
estimulos, se subexpresaron durante el CC, como la proteina codificada por el gen p53 implicada
en la respuesta celular al estimulo de dafio en el ADN (GO:0006974). En estudios previos se ha
reportado una correlaciéon entre la expresidon del gen p53 y los genes relacionados con la actividad
antioxidante. Por ejemplo, la expresién de p53 inducida por pH de 5.3 en la tilapia Oreochromis
niloticus aumenté la expresidn de las enzimas antioxidantes MnSOD y GPx (Mai et al., 2010). Por
el contrario, el silenciamiento de p53 inducido por inyeccion de ARN de doble cadena en
camarones P. vannamei (Lvp53), también redujo los niveles de expresién de las enzimas
antioxidantes MnSOD y GPx (Qian et al., 2014), lo que es consistente con los resultados del
presente estudio, donde el ayuno de 3 dias indujo la subexpresion simultdnea de p53 y superéxido
dismutasa 1 (G0:0019430). Sin embargo, la tasa de supervivencia final del tratamiento A3 en este
estudio fue similar a la del grupo control, lo que sugiere que, a pesar de la subexpresion de esta
enzima antioxidante, se evitd eficazmente un posible estrés oxidativo durante el crecimiento

compensatorio.

En contraste, durante el punto de no retorno del camardn (PNR), se sobre-expresaron genes que
codifican el péptido metionina sulféoxido reductasa (G0:0034599; MsrA) y fosfolipido
hidroperdxido glutatiéon peroxidasa (GO:0006979; PHGPx) implicados en la respuesta al estrés
oxidativo. La MsrA es una importante enzima antioxidante para reparar proteinas dafiadas por la
oxidacion de la metionina (Levine et al., 2000) que desnaturaliza las proteinas dando lugar a
alteraciones estructurales (Stadtman et al., 2003). Mientras que la PHGPx es la Unica enzima
antioxidante capaz de reducir los perdxidos lipidicos unidos a las membranas celulares (Ursini et
al., 1995). La sobre-expresion de MsrA y PHGPx indica la capacidad de respuesta del sistema
antioxidante del camarén para hacer frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS), sin
embargo, también sugiere dafo en proteinas y células en respuesta al periodo prolongado de
ayuno, respaldado por la mortalidad observada en el tratamiento expuesto a 14 dias de ayuno

(A14).
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Durante esta condicién, también se sobre-expresaron genes que codifican la proteina SmydA-8
involucrada en la metilacion de histonas (G0O:0034968), implicada en la activacion o supresiéon de
la transcripcidén (Zhang y Reinberg, 2001). En larvas de Solea senegalensis, la baja temperatura
(15°C) induce mayores niveles de metilacién del promotor del myog, respeto a lo observado a 18
y 21°C, y se correlaciona con la disminucién en la expresion de myog y el crecimiento muscular
(Campos et al., 2013). Por lo tanto, la sobre-expresion de estos genes en el presente estudio pone
de manifiesto la importancia de una futura evaluacién epigenética durante los cambios

ambientales para conocer las regulaciones transcriptdmicas asociadas a la metilacién del ADN.

Por otro lado, los camarones asociados con el PNR subexpresaron genes codificantes para la
enzima fosforilasa b-quinasa involucrada en el metabolismo del glucégeno (G0O:0005977), la
proteina pro-resilina relacionada con el desarrollo de la cuticula a base de quitina (GO: 0040003)
y las proteinas de cuticula (CP1158, AMP4, AM1159, AM1239 y PCP27) implicadas en la
constitucién estructural de las cuticulas (GO:0042302). Esto sugiere que 14 dias de ayuno
afectaron la homeostasis energética y el proceso de muda durante la etapa de recuperacién de
los camarones, enfatizando la reducida capacidad de crecimiento observada, incluso cuando se

restablecieron las condiciones favorables.

Ademas, el periodo prolongado de ayuno continuo también resultd en la subexpresion de los
genes que codifican las subunidades reguladoras del proteasoma 26S implicada en el catabolismo
proteico dependiente de ubiquitina (G0O:0043161), la aminoacilasa 1A implicada en el
catabolismo proteico (GO:0030163) vy la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa implicada en el
metabolismo de la glucosa (GO:0006006), indicando que los metabolismos de las proteinas y la
glucosa se vieron afectados principalmente por el ayuno prolongado. Esta condicién también
indujo la subexpresion de la enzima NAD quinasa involucrada en el metabolismo de la
nicotinamida adenina dinucélotido (NAD; GO:0019674), que actua como cofactor en multiples
reacciones redox relacionadas con la produccién de energia, la glucdlisis, el ciclo del acido
tricarboxilico, la oxidacion de acidos grasos, la fosforilacion oxidativa y la biosintesis de serina

(Poljsak, 2016; Yaku et al., 2018), sugiriendo afectacidon de los procesos metabdlicos por el
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periodo prolongado de ayuno. La subexpresién de estos genes se asocid con la incapacidad de P.

vannamei para compensar el crecimiento después de un periodo de ayuno prolongado.

8.1.2 Efecto del estrés térmico

8.1.2.1 Crecimiento y supervivencia

La temperatura es uno de los factores mds importantes que controlan el crecimiento del camarén,
ademas de tener un efecto sobre el metabolismo en todos los estadios de su ciclo de vida (Ponce-

Palafox et al.1997; Zhang et al., 1998; Veldzquez et al., 2012).

En el presente estudio, los organismos sometidos a alta temperatura (32°C) durante 14 dias
presentaron mayor peso respecto al resto de los tratamientos (22 y 28°C), debido a que la
temperatura optima para el crecimiento acelerado de Penaeus vannamei con tallas por debajo
de 5 g puede ser superior a 30°C (Wyban et al., 1995) y hasta 32°C (Jiang et al., 2000; Yan et al,
2007; Ponce-Palafox et al., 2019). Por lo tanto, las altas temperaturas aceleran el crecimiento del

camaron y con ello se acorta el periodo de cultivo.

Los organismos mantenidos a 22°C presentaron una reduccion en su crecimiento y actividad. Esto
se debe a que el camardn es poiquilotermo, por lo que las temperaturas bajas disminuyen su
metabolismo y aumentan sus necesidades energéticas para enfrentar el estrés, lo cual conlleva a
una disminucidn de las reservas utilizadas para el crecimiento (Ren et al., 2021). Lo anterior
explica su permanencia mayormente en el fondo del acuario y un menor consumo de alimento
gue los camarones expuestos a 32°C y el control. Este comportamiento se ha observado en
camarones de la misma especie expuestos a 20°C que se mantuvieron relativamente inactivos y
exhibieron menor consumo de alimento comparado con los organismos hiperactivos a 35°C
(Ponce-Palafox et al., 1997). En este estudio, incluso el consumo de alimento fue mayor en los
organismos mantenidos a 32°C que los del grupo control, manteniéndose constante a lo largo del
periodo experimental. En consecuencia, el consumo de alimento en este grupo fue superior al

12% respecto al grupo sin estrés.
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Una vez que la temperatura fue restablecida en los tratamientos de temperatura baja, se observé
mayor consumo de alimento asociado a un crecimiento acelerado, que les permitié compensar
parcialmente su crecimiento. No obstante, a nivel global el periodo a baja temperatura permitio
un ahorro de alimento hasta del 29%, ligeramente superior al 27.4% reportado con ciclos de
ayuno/realimentacidn durante 9 semanas en la misma especie (Castro y Ordinola-Zapata, 2021).
Entre los dias 21 y 49 la tasa de crecimiento en los tratamientos sometidos previamente a baja
temperatura durante 14 dias fue significativamente mayor respecto al resto de los tratamientos,
en concordancia con lo observado en otros estudios donde el crecimiento compensatorio ocurre
entre los 10 y 30 dias después del restablecimiento de las condiciones de cultivo adecuadas (Wu

etal., 2001; Ali et al., 2003; Wasielesky et al., 2013).

La temperatura elevada puede ser adecuada para el crecimiento de organismos acuaticos, sin
embargo, puede tener un efecto inverso en la supervivencia. En Penaeus semisulcatus el
porcentaje de supervivencia es mayor a bajas temperaturas (22°C y 26°C) respecto a
temperaturas altas (30°C y 34°C) (Kumlu et al., 2000). Por el contrario, en el presente estudio se
observé una tendencia no significativa de menor supervivencia a baja temperatura respecto al
grupo control y los tratamientos de alta temperatura. Estas observaciones sugieren que el efecto
de latemperatura en la supervivencia puede estar asociado a la tolerancia térmica de las especies.
Por ejemplo, para F. chinensis la temperatura dptima para su crecimiento y supervivencia es de
26°C, en comparacion con una temperatura dptima de 28°C recomendada para P. vannamej

(Martinez-Cérdova, 1999).

Puesto que el estrés térmico temporal permite una recuperacién parcial del crecimiento sin influir
significativamente en la supervivencia, esta estrategia podria ser empleada en regiones donde la
produccién de camardn estd limitada por las bajas temperaturas (Prates et al., 2020).

8.1.2.2 Respuesta fisioldgica asociada al estrés térmico

A nivel fisioldgico, se observo que el estrés térmico induce diferentes respuestas en P. vannamei.

En lo que respecta al sistema antioxidante, |la actividad de las enzimas se normalizé en menos
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tiempo en los camarones expuestos a estrés térmico de 7 dias comparado con camarones
expuestos a un periodo prolongado de estrés. En este sentido, la hipertermia prolongada
disminuyd la actividad SOD durante la fase de recuperacion a 28°C, tal como se observo en P.
monodon durante la etapa de recuperacion después de haber sido expuesto a estrés agudo a 15°C
(Jiang et al., 2019) y en P. vannamei expuesto a 20°Cy 24°C (Cheng et al., 2005). Mientras que el
periodo prolongado de estrés a 32°C indujo mayor actividad CAT y GPx, sugiriendo mayor
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como consecuencia de la aceleracion del
metabolismo. De igual forma Estrada-Cardenas et al. (2021) reportaron un incremento en la
actividad CAT en P. vannamei por efecto de hipertermia a 35°C, seflalando una alta concentracion
de H;0,, puesto que la enzima presenta menor afinidad por este sustrato en comparacion con

otras peroxidasas.

Por otro lado, para compensar los requerimientos energéticos durante la etapa de recuperacion
a 28°C, el camardn indujo la movilizacidn de reservas energéticas y el uso de sustratos
metabdlicos. Después de 7 dias de hipotermia, se observd una disminucién en el nivel de glucosa
en el hepatopancreas asi como un incremento de la actividad lipasa y en consecuencia, se observo
un mayor contenido de lipidos presentes en el hepatopancreas, sugiriendo que estos compuestos
son usados preferiblemente sobre otros sustratos ya que aportan mayor cantidad de energia
(Racotta y Hernandez-Herrera, 2000) para cubrir los requerimientos asociados al crecimiento
acelerado y el proceso de muda (Sdnchez-Paz et al., 2006). Los niveles de proteinas en
hepatopancreas, glucégeno en musculo y hepatopancreas, asi como el incremento de
triglicéridos en hemolinfa después de la hipotermia prolongada, sugieren la resintesis de reservas
energéticas, asi como la preparacidon del camardn para protegerse de nuevos episodios de estrés
térmico. Sin embargo, la poca movilizacién de reservas energéticas observada durante la
recuperacién después de la hipotermia prolongada podria ser causado por un desorden
metabdlico generado por el periodo de exposicion a baja temperatura, ya que los crustaceos
carecen de reguladores eficientes haciéndolos sensibles a temperaturas bajas (Anestis et al.,
2008; Ren et al., 2021). Por otra parte, la alta actividad quimotripsina inducida por el periodo de
hipotermia prolongado, indica la preferencia de P. vannamei sobre sustrato proteico en la etapa

de recuperacion a 28°C, tal como lo observado en el camardn F. chinensis después de ciclos de
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restriccion alimenticia (Zhang et al., 2010) o en P. vannamei expuesto a distintos regimenes

alimenticios en un sistema biofloc (Peixoto et al., 2017).

El estrés inducido por alta temperatura modifica de igual manera la actividad de las enzimas
digestivas y la movilizacion de reservas energéticas durante el periodo de recuperacién; sin
embargo, este efecto es mds pronunciado por la hipertermia prolongada. La disminucidn en el
contenido de glucégeno en musculo y hepatopancreas, junto con el de lipidos en hepatopdancreas
por efecto de esta condicion, es comparable con la respuesta a estrés agudo por inanicién en la
misma especie (Sanchez-Paz et al., 2007). El catabolismo de lipidos es una importante fuente de
energia para mantener la homeostasis en camarén (Wang et al., 2021), mientras que el glucégeno
no sélo es una fuente de energia sino también precursor para la sintesis de quitina, relacionada
con el ciclo de muda (Cuzon et al., 2000; Sanchez-Paz et al., 2007). A diferencia del estrés térmico
agudo, la hipertermia prolongada reduce la preferencia sobre los sustratos lipidicos y mantiene
el uso preferente de proteinas disponibles en la dieta como fuente de energia durante la etapa

de recuperacién a 28°C.

8.1.2.3 Expresion de genes inducida por hipotermia prolongada

La capacidad de respuesta a nivel fisiolégico y productivo que presentd P. vannamei por efecto
de la hipotermia prolongada tuvo correlacidon con la expresidn y represidon de algunos genes. En
este sentido la sobre-expresidn de genes codificantes para actinas y miosinas soportan el
crecimiento acelerado del camardn observado durante la fase de recuperacién, ya que ambas
proteinas constituyen los principales componentes del musculo (Zhang et al., 2019). Sin embargo,
la represion de genes asociados con las pro-resilinas involucradas en el desarrollo de la cuticula
(GO:0040003) y el factor de crecimiento PDGF (G0O:0008083), podrian estar asociadas al
crecimiento parcial observado bajo esta condicion, ya que este ultimo juega un papel primordial

en el crecimiento y desarrollo al estimular la proliferacion celular, entre otros (De et al., 2013).

Aunado a lo anterior, la capacidad limitada de crecimiento del camarén podria explicarse por la

represion de diversos genes codificantes para proteinas o enzimas involucradas en la obtencién
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de energia, como la hexoquinasa que participa en el proceso glucolitico (GO:0006096), la acil-CoA
deshidrogenasa que participa en la oxidaciéon de acidos grasos (GO:0006635), la proteina de
ensamble del citocromo c oxidasa (G0:0033617) y la quinasa nicotinamida ribosa encargada de
sintetizar NAD+, que juega un papel primordial en diversas reacciones del metabolismo
energético (Navas y Carnero, 2021). Adicionalmente, los genes de la proteina fosfatasa 1
subunidad 3C (PPP1R3C) que inhibe la descomposicion de glucogeno (Q6P950) y de la proteina 1
relacionada con la lipasa (PNLIPRP1) que inhibe la digestion de triglicéridos (P54315), fueron
sobre-expresados impidiendo usar estos compuestos de reserva para cubrir los requerimientos
energéticos del camardn durante el crecimiento acelerado. Esto es consistente con el contenido

de glucdgeno y triglicéridos observado en los tejidos después de la hipotermia prolongada.

Durante el crecimiento compensatorio también se sobre-expresaron genes que codifican la
proteasa Lon, una enzima que participa en la degradacién de proteinas anormales y mutantes,
actuando como chaperona de proteinas mal plegadas (Pinti et al., 2016). Se ha observado que las
proteasas Lon se sobre-expresan después del estrés térmico, sugiriendo su relevancia en la
respuesta al shock térmico (Dyck et al., 1994). En este sentido, la sobre-expresidn de estos genes
se asocia con el incremento de la temperatura en la fase de recuperacién de 22°C a 28°C. Sin
embargo, genes que codifican proteinas de shock térmico (HSP90) fueron subexpresados,

sefialando una respuesta parcial a la tolerancia térmica del camardn durante este periodo.

En lo que respecta al sistema antioxidante se observé la sobre-expresion de genes que codifican
la enzima glutatidn S transferasa T1 (GSTT1) que cataliza la desintoxicacion de oxigeno reactivo y
los productos de peroxidacion lipidica (Pinhel et al., 2008), por lo que su actividad se relaciona
con una mayor exposicion al estrés oxidativo (Uzunoglu et al., 2006). En el presente estudio, este
gen se relaciond con el incremento en la actividad GPx observada durante el crecimiento
compensatorio del camardn, ya que en el metabolismo del glutatién esta enzima utiliza el
glutation reducido para la reduccién del peréxido de hidrégeno y lipoperdxidos (Ramirez et al.,
2007). Simultaneamente, genes relacionados con la actividad glutation peroxidasa (GO:0004602)
fueron reprimidos, lo que podria sugerir el principio del estado de homeostasis de la actividad

antioxidante.
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La expresion de genes relacionada con la respuesta inmune en el camardn proporciona
informacién importante sobre la activacién y modulacién del sistema inmune (Wang et al., 2007).
En este estudio, la sobre-expresion de genes involucrados en la respuesta inmune innata
(GO:0002218), sugiere que el crecimiento compensatorio de P. vannamei inducido por la
hipotermia prolongada no afecta negativamente la defensa innata del camardn, sin embargo,

estos resultados deben ser corroborados con otros pardmetros de inmunidad.

8.1.3 Efecto de la alta densidad de cultivo

8.1.3.1 Crecimiento y supervivencia

Uno de los retos mas importantes en la camaronicultura es incrementar la produccién a través de
su cultivo en altas densidades (Rubio-Gastelum et al., 2014). Estos sistemas permiten reducir los
costos de operacién, disminuyen la susceptibilidad de los organismos a nuevas condiciones de
cultivo y aumentan el numero de cosechas (Wasielesky et al., 2013; Valverde-Moya y Alfaro-
Montoya, 2015) por lo que establecer el mejor régimen de manejo en alta densidad es critico

para la viabilidad econdmica de la produccién.

Asi mismo el uso de cultivos con alta densidad funge como una estrategia para inducir crecimiento
compensatorio cuando los organismos son transferidos a densidades mas bajas (Wasielesky et
al., 2013). Algunos estudios realizados en cultivos comerciales de P. vannamei han demostrado
gue el camardn presenta CC parcial cuando es transferido de una mayor a menor densidad de
cultivo (Valverde-Moya y Alfaro-Montoya, 2015) y que es capaz de tolerar periodos prolongados
en alta densidad (Fdes et al., 2016). En el presente estudio, el camardén expuesto a 14 dias de alta
densidad presentd crecimiento compensatorio completo al ser transferido a densidades mas
bajas, mientras que los organismos que permanecieron por 21 dias en esta condicion alcanzaron
un CC parcial respecto al grupo no estresado, lo cual podria sugerir alteraciones negativas en la
capacidad del camardn para la obtencidn y asimilacidon de nutrientes suministrados a través de la
dieta, dada la tendencia a consumir menos alimento y el incremento en el factor de conversion

alimenticia observados, o bien, la necesidad de mayor tiempo de recuperacion.
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Se ha sefalado que el hacinamiento asociado a la alta densidad puede generar canibalismo y
lesiones en los organismos afectando la supervivencia y crecimiento del camarén (Yuan et al.,
2018). En el presente estudio la supervivencia no se vio afectada aun en el periodo mas largo de
estrés, inclusive, el porcentaje registrado fue superior a lo reportado en P. monodon (Nga et al.,
2005) y P. stylirostris (Martin et al., 1998) expuestos a distintas densidades de cultivo. Un
porcentaje de supervivencia similar fue observado en P. indicus cultivado experimentalmente en
altas densidades (Anand et al., 2021), y supervivencias mayores han sido reportadas en P.
vannamei al ser expuesto a altas densidades y alimentado simultdneamente con dietas
suplementadas con acido araquiddnico (Aguilar et al., 2012). Esto sugiere que la respuesta de
crecimiento y supervivencia por efecto de la densidad en esta especie podria estar asociada con

otros factores, como el tipo de alimento (Wasielesky et al., 2013).

8.1.3.2 Respuesta fisioldgica de P. vannamei durante y después del estrés asociado a la alta
densidad de cultivo

El estrés activa un conjunto de reacciones asociadas con distintas rutas metabdlicas (Sokolova y
Lanning, 2008) como el metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos, que resultan en la
necesidad de un mayor consumo de energia para satisfacer las demandas energéticas adicionales
(Wang et al., 2021). El fosfato de arginina (ArgP por sus siglas en inglés) y el ATP son fuentes de
energia inmediata que aprovechan los crustaceos durante una situacién de estrés (Abe et al.,
2007, Robles-Romo et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio la concentracién de ambos
compuestos fue mayor durante el estrés por alta densidad respecto al grupo control, lo cual a su
vez aumentd el nivel de carga energética adenilica (CEA) del camardn bajo esta condicidn.
Resultados similares fueron observados por Apun-Molina et al. (2017) en P. vannamei al retarlo
con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) por 14 h después de su cultivo en alta
densidad. Los autores mencionan que el incremento de ambos compuestos podria estar
relacionado con un estado de depresion metabdlica (Thibodeaux et al., 2009) en el cual se
produce mas energia de la que se gasta. Por otra parte, los resultados de este estudio indican un
menor contenido de lactato en la hemolinfa de P. vannamei durante la fase de estrés por alta

densidad, sugiriendo una posible inhibicién del metabolismo anaerobio, tal como lo sefialaron
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Racotta y Hernandez-Herrera (2000) al exponer al camardn a estrés agudo por concentraciones
de amonio. Aunque se ha sefialado que las altas concentraciones de ATP y ArgP estan asociadas
con las fibras musculares que producen energia predominantemente a través del metabolismo
anaerobio (England y Baldwing, 1983; Speed et al., 2001), la reduccién de éste y la estabilidad de
la CEA durante el estrés son caracteristicas de depresién metabdlica (Guppy et al., 1994;

Reipschlager y Portner, 1996), lo cual sustenta los resultados observados.

En el presente estudio el contenido de triglicéridos y proteinas disminuyé en el camardn durante
el periodo de estrés, sugiriendo la activacion de mecanismos de compensacién de energia para
hacer frente al estrés. Sdnchez-Paz et al., (2007) también observaron una reduccion de proteinas
en hemolinfa de P. vannamei durante el estrés por ayuno y seialaron que las proteinas son las
primeras reservas que disminuyen durante periodos de estrés posiblemente como una estrategia
adaptativa para reducir el uso de macromoléculas que requieren de un alto costo energético. En
este sentido, la sintesis proteica puede requerir aproximadamente el 37% del metabolismo
aerdbico de los crustdceos (Houlihan et al., 1990). No obstante, el incremento en la actividad de
las enzimas proteoliticas durante la fase de estrés sugiere un mayor requerimiento proteico para
el mantenimiento de la homeostasis durante la densidad alta, tal como se ha observado durante
la exposicidon del camardn a baja salinidad, ya que a través de éstas también puede producirse
glucosa mediante la ruta gluconeogénica (Rosas et al., 2001). Por otro lado, la reduccién de lipidos
se ha asociado con periodos de estrés por exposicién al amonio (Miranda-Filho et al., 2009; Shan
et al., 2019), aumento de temperatura (Pascual et al., 2003) y ayuno (Sanchez-Paz et al., 2007),
resaltando su papel en el mantenimiento de la homeostasis energética durante proceso de

adaptacion a entornos estresantes (Wang et al., 2021).

Por otra parte, cuando se activa la capacidad de crecimiento compensatorio, hay una fase de
catabolismo activo en el que las reservas energéticas tienden a agotarse, modulando los
estimulantes e inhibidores del apetito, y el flujo de energia proveniente de la dieta se asimila con
mayor eficiencia (Won y Borski, 2013; Dar et al., 2018). Lo anterior respalda las observaciones del
presente estudio respecto al incremento de la actividad lipasa y quimotripsina durante la

recuperaciéon del camarén en densidad éptima, asi como el menor contenido de glucégeno y
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proteina en el hepatopdancreas. Por un lado, el glucégeno ademas de ser una fuente de aporte
energético a través del metabolismo anaerobio (Sanchez-Paz et al., 2007) es importante en el
proceso de muda como precursor para la sintesis de quitina (Zhang et al., 2021); mientras que las
proteinas por su parte juegan un papel tanto en el crecimiento como en los ajustes fisiolégicos
para el mantenimiento de la homeostasis (Rosas et al., 2001), de modo que el uso de ambos
sustratos durante la etapa de recuperacién sustentan el crecimiento acelerado del camardn.
Aunado a esto, el menor contenido de colesterol observado en el hepatopancreas durante esta
etapa (CC), sugiere su requerimiento como componente estructural de las membranas celulares
indispensables en un proceso de division o crecimiento celular (Racotta y Hernandez-Herrera,

2000), o como precursor para la sintesis de la hormona de la muda (Kang y Spaziani, 1995).

El aumento de la tasa metabdlica por estrés también genera una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (He et al., 2017), como ha sido observado en P. vannamei por
exposicién a concentraciones de amonio (Liu y Chen, 2004) y en P. monodon expuesto a 35°C
(Jiangetal., 2019). Los resultados del presente estudio demuestran que la alta densidad de cultivo
también induce la produccién de especies reactivas de oxigeno en P. vannamei, medidas a través
de los niveles de hipoxantina y xantina detectados en el musculo del camarén durante el periodo
de estrés, ya que la oxidacién de la hipoxantina genera aniones superéxido ademas de xantina y
acido urico (Ledn et al., 2018; Carvajal, 2019). Sin embargo, también se observé mayor actividad
de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) durante esta fase,
indicando un mecanismo de defensa antioxidante activo. En cambio, durante el crecimiento
compensatorio del camardn, los niveles de hipoxantina y xantina se normalizaron, y la actividad
CAT se redujo significativamente, contrario a lo que se ha observado en el camarén durante el CC
inducido por restriccion alimenticia (Py et al., 2024). Tal disminucidn en la actividad antioxidante
podria sugerir un mecanismo de homeostasis frente a las nuevas condiciones experimentales en

el que la energia es dirigida principalmente hacia el crecimiento (Py et al., 2024).

Por otro lado, la metilacion del ADN es una importante modificaciéon epigenética que esta
estrechamente relacionada con factores ambientales (Zhu et al., 2023), incluyendo condiciones

de estrés (Navarro-Martin et al., 2011; Han et al., 2016; Metzger y Schulte, 2017). Este mecanismo
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tiene implicaciones significativas en la regulacién de la expresién genética, regulacion de la
transcripcion y otros procesos celulares (Bird, 2002; Goll y Bestor, 2005; Cedar y Bergman, 2012).
Los resultados del presente estudio demuestran que el incremento en la densidad genera
cambios epigenéticos en P. vannameij reduciendo el porcentaje de metilacion global de ADN
durante el periodo de estrés y el de recuperacion. Resultados similares fueron observados en el
escarabajo Diploptera punctata a 28°C comparado con otras temperaturas (de la Pefia et al.,
2021) y contrastan con el incremento de ADN metilado observado en el ostion Crassostrea gigas,
donde este mecanismo juega un papel preponderante en la determinacién del sexo (Sun et al.,
2022). En un estudio reciente con P. vannamei, se observd que durante el estrés hipotérmico
algunos genes relacionados con la termogénesis, glucdlisis, via de la autofagia, peroxisoma y el
metabolismo de farmacos, se hipermetilan y desmetilan generando cambios en la expresién
génica (Zhu et al., 2023). Los autores sugieren que la metilaciéon de estos genes participa en la
tolerancia térmica de la especie. Considerando lo anterior, se requiere una investigacidén
epigenética mas profunda para evaluar la metilacién de genes relacionados con rutas o procesos

especificos asociados al crecimiento compensatorio inducido por la alta densidad.

8.1.3.3 Expresion de genes durante el crecimiento compensatorio inducido por 14 dias de alta
densidad de cultivo

El andlisis de expresidon génica inducido por la densidad de cultivo de P. vannamei, también
mostroé correlacidn con la respuesta fisioldgica del camarén durante el periodo de recuperacién.
Por un lado, se sobre-expresaron genes que favorecieron el crecimiento del camardn después del
estrés por alta densidad, como los que codifican para la actina 57B implicada en el desarrollo y
contraccion muscular (Venkatesh et al., 1996), la distrofina que ayuda a mantener la estructura
de las células musculares (Blake et al., 2002), la proteina AMP4 y la pro-resilina, implicadas en la
composicion (G0O:0042302) y desarrollo de la cuticula (GO:0040003), respectivamente. Ademas
de genes codificantes de las proteinas quinasa con dominio proteico y la dependiente de cGMP,
relacionadas con la fosforilacion de proteinas (GO:0006468) que es el mecanismo principal para
regular la organizacion del citoesqueleto y la diferenciacién celular (Gonzalez, 2000), asi como
genes que codifican los factores de transcripcién E2F2 y C2H2, esenciales para la progresion del

ciclo celular (Delgado et al., 2011).
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Por otro lado, se incrementd la expresién de diversos genes relacionados con el proceso
glucolitico y la produccion de energia, como la NADH ubiquinona oxidorreductasa y la ATP sintasa
encargada de sintetizar ATP a partir de ADP (Neupane et al., 2019). Ademas de la enzima NAD
sintasa involucrada en la sintesis de novo del NAD, un importante cofactor dentro del
metabolismo energético (Navas y Carnero, 2021) y la proteina quinasa activada por AMP (AMPK).
La enzima AMPK actua preservando el ATP al incrementar la generacién de éste a través de
diversas rutas y disminuyendo las que lo consumen, como la sintesis de proteinas (Winder y
Hardie, 1999; Kemp et al., 2002). Esto podria explicar el mayor contenido de ATP y CEA durante
el periodo de CC relacionado con un menor contenido de proteinas en el hepatopancreas, asi
como la activaciéon del proceso glucolitico asociado con la sobreexpresion de genes codificantes
de la enzima hexoquinasa (GO:0006096) y de los transportadores de hexosas con baja afinidad
(HXT11) capaces de transportar gran variedad de sustratos, entre ellos la glucosa (GO:0008645)
y que se expresan cuando el sustrato es muy abundante (Bosdriesz, 2015). Ademas, se relaciona
con el mayor uso de glucégeno durante el crecimiento acelerado y la beta-oxidacion de acidos
grasos (GO:0006635) asociada con la sobre-expresién de genes que codifican la acil-CoA oxidasa.
Aunque no fue posible determinar la expresién de genes durante el periodo de estrés, la
activacion de la enzima AMPK se ha asociado con el ejercicio prolongado y el estrés por hipoxia
(Winder y Hardie, 1999; Kemp et al., 2002), por lo que podria estar relacionada con el mayor

contenido de ATP y carga energética (CEA) en el camardn durante el periodo de alta densidad.

Durante el periodo de estrés se incrementd la actividad de las enzimas superdxido dismutasa y
tripsina, mientras que durante el CC del camardn su actividad fue regulada y no se observaron
cambios significativos respecto al grupo control, lo cual se asocia con la menor expresion de los
genes que codifican ambas enzimas y podrian sugerir el mecanismo para mantener la
homeostasis celular. Tal como la subexpresiéon de los genes codificantes de las enzimas acil-CoA
deshidrogenasa y carnitina palmitoiltransferasa 2 que participan en la degradacidon de dacidos
grasos (Osorio, 2014) y la sobreexpresion de genes que codifican la fosfolipasa D que genera acido

fosfatidico (Cazzolli et al., 2006), precursor de glicerofosfolipidos y triglicéridos (Athenstaedt y
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Daum, 1999), que permitieron la recuperacién de las reservas lipidicas durante el crecimiento

acelerado.

También disminuyé la expresion de genes relacionados con la biogénesis de los peroxisomas, un
organulo donde principalmente se localiza la catalasa (Al-Hajaya et al., 2022), lo que coincide con
la disminucidn significativa de la actividad de esta enzima observada durante el CC del camarén.
No obstante, la sobre-expresion de genes que codifican las peroxiredoxinas, enzimas reductoras
del perdxido de hidrégeno menos eficientes que la catalasa (Handy y Loscalzo, 2012), sugieren la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el crecimiento acelerado. En este
sentido, la sobreexpresién de los genes que codifican las proteinas de choque térmico (HSPs)
67B2 y 67B3 en el presente estudio podria estar relacionada con un mecanismo de protecciéon
celular frente al posible estrés oxidativo (Kalmar y Greensmith, 2009). Ademas, la presencia de
ROS esta relacionada con la activacién del sistema inmune (Py et al., 2022). Se ha encontrado que
la expresidn de la proteina de shock térmico HSP67B2 esta vinculada con la respuesta inmune del
camaron Fenneropenaeus chinensis frente a la infeccion por Vibrio anguillarum (Wang et al.,

2013).

Finalmente, durante el CC del camardn también se sobre-expresaron genes que codifican el
dominio SMYDA4, el cual actia como un regulador epigenético a través de su actividad dual como
metiltranferasa y regulador negativo de la desacetilacion de histonas (Xiao et al., 2018). Su
expresion puede relacionarse con el mayor porcentaje de ADN metilado observado durante el CC
del grupo previamente estresado. Sin embargo, la expresién de los genes que participan en el
mismo proceso puede contraponerse, y la sobre-expresion y subexpresién simultanea de genes
codificantes de las metiltransferasas del ARNt en el presente estudio, remarcan la importancia de
profundizar en los patrones de metilacion de P. vannamei asociados con la respuesta de

crecimiento compensatorio.
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9. CONCLUSIONES

El camardn Penaeus vannamei es capaz de compensar por completo su crecimiento
después de 3 dias de ayuno y variacidon térmica, mientras que el ayuno prolongado
durante 14 dias a 30°C afecta irreversiblemente su capacidad de crecimiento
compensatorio.

Periodos cortos de hipertermia incrementan la tasa de crecimiento durante la fase de
estrés y el consumo de alimento en esta especie.

Periodos cortos y prolongados de hipotermia reducen el crecimiento del camardn blanco
durante el estrés, sin embargo, es compensado total y parcialmente, respectivamente,
cuando la temperatura es restablecida a 28°C.

La alta densidad de cultivo induce el crecimiento compensatorio del camardn cuando los
organismos son transferidos a condiciones con menos densidad, aunque el nivel de
respuesta dependié de la duracion del cultivo a alta densidad.

Tras siete dias de estrés térmico, la actividad antioxidante en P. vannamei se normaliza
mas rapidamente que tras periodos prolongados, donde se observa una disminucidn en
la actividad superéxido dismutasa por efecto de la hipotermia y un incremento en la
actividad de catalasa y glutation peroxidasa por causa de la hipertermia.

El estrés generado por la alta densidad de cultivo estimula la movilizacién de los
mecanismos de defensa antioxidante del camardn y su actividad se normaliza cuando los
organismos son transferidos a una menor densidad, donde la reduccidn significativa de la
actividad catalasa podria sugerir un estado de homeostasis celular.

La exposicion del camardn P. vannamei a estrés térmico durante siete dias favorece el uso
de lipidos como fuente de energia, asociado con el incremento de la actividad lipasa.
Mientras que la preferencia del organismo por los sustratos proteicos se incrementa
significativamente por la exposicidén a periodos prolongados de estrés térmico.

Se observd un aumento significativo en la actividad de las proteasas como consecuencia
del estrés por alta densidad. En cambio, durante la fase de crecimiento compensatorio, la
actividad de la quimotripsina y lipasa se eleva, indicando una mayor utilizacién de
proteinas y lipidos para soportar el crecimiento acelerado y satisfacer las demandas

energéticas.
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El estrés por alta densidad incrementa la disponibilidad de energia celular (fosfagenos y
carga energética) probablemente por un efecto de menor metabolismo asociado a menor
movilidad.

El camardn P. vannamei presenta una amplia plasticidad para el uso y movilizacién de
combustibles y reservas energéticas de acuerdo con sus necesidades fisioldgicas inducidas
por distintos estresores.

La metilacién global del ADN se reduce por efecto de la alta densidad de cultivo; sin
embargo, es imprescindible evaluar los patrones de metilacién del camardn bajo los
distintos estresores.

La expresion de genes a nivel transcripcional durante el crecimiento compensatorio del
camaron blanco es dependiente del tipo de estresor y se relaciona con la respuesta
fisioldgica.

Genes vinculados a la apoptosis, metilacién, locomocién, transporte intracelular,
respuesta inmune, desarrollo de cuticula y regulacidon de la respiracion celular se asocian

con este mecanismo, aunque su nivel de expresion varia segun el tipo de estresor.
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11. ANEXOS

Anexo A. Cinética de crecimiento de Penaeus vannamei expuesto a periodos de ayuno y temperatura
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Anexo B. Seleccidn del gen de referencia

Resultados de la herramienta RefFinder

RANKING ORDER (Better — Good — Average)

Method 1 2 3
Delta CT EFla RPLS8 18S
BestKeeper EFla 18S RPL8
Normfinder EFla RPLS8 18S
Genorm RPL8/EFla 18S
Recommended comprehensive EFla RPL8 18S
ranking

Comprehensive gene stability

27

25

2 1.661

1.5

0.5

EF1A RPLB 185
<== Most stable genes Least stable genes ==



Anexo C. Porcentaje y términos de genes

bioensayo de estrés térmico

Annotation Summary Results

Current Gene List: Complete_temperature
Current Background: Penaeus vannamei

H Disease (2 selected)

B Functional_Annotations (5 selected)
B Gene_Ontology (3 selected)

390 DAVID IDs
Check Defaults

Help and Tool Manual

(J GOTERM_BP_1
(J GOTERM_BP_2
(J GOTERM_BP_3
(J GOTERM_BP_4
(J GOTERM_BP_5

(J GOTERM_cCC_1
(J GOTERM_CC_2
(J GOTERM_cC_3
(J GOTERM_cCC_4
(J GOTERM_cCC_5

(J GOTERM_MF_1
(J GOTERM_MF_2
(J GOTERM_MF_3
(J GOTERM_MF_4
(J GOTERM_MF_5

(J GOTERM_BP_ALL
GOTERM_BP_DIRECT
(J GOTERM_BP_FAT

(J GOTERM_CC_ALL
GOTERM_CC_DIRECT
(J GOTERM_CC_FAT

(J GOTERM_MF_ALL
GOTERM_MF_DIRECT
(J GOTERM_MF_FAT

82.8%
82.8%
82.1%
80.5%
74.6%
82.8%
83.3%
82.3%
86.4%
86.4%
79.2%
71.0%
65.9%
86.4%
86.7%
70.5%
87.4%
87.2%
78.2%
74.4%
63.6%
87.4%
89.0%
81.5%

323
323
320
314
291
323
325
321
337
337
309
277
257
337
338
275
341
340
305
290
248
341
347
318

[aliNe]
o e
=)
I|;

O
o
[at]

3

(@]
o

T TI|T

(@]
o

@]
=

(@]
o0

TN

(@]
o0

(@]
o

@]
o

Ollollollo
TN T
[t}

124

anotados por cada categoria ontolégica durante el



125

Functional Annotation Chart
Help and Manual
Current Gene List: Up-regulated_temperature
Current Background: Homo sapiens
129 DAVID IDs

E Options

| Rerun Using Options H Create Sublist |
3 chart records E Download File

S cam e SE Cote Comss £l

GOTERM_BP_DIRECT endocytosis 2,3 1,7E-2 1,0E0
D GOTERM_BP_DIRECT lipid metabolic process RT 3 2,3 2,4E-2 1,0ED
O GOTERM_BP_DIRECT negative regulation of necroptotic process RT 2 1,6 2,6E-2 1,0E0

1 chart records i Download File

Subt [Category 2 Tem 4 RY | Gene | Count 5 4 P\ Bevjomin

O GOTERM_CC_DIRECT membrane RT mumm 12 9,3 1,7E-2 1,0E0

1 chart records E Download File

(Subl Ctegory ST QT Genes Count 5 P.\aus Benjni

O GOTERM_MF_DIRECT protein phosphatase inhibitor activity RT = 2 1,6 4,7E-2 1,0E0




Functional Annotation Chart

Current Gene List: Down-regulated_temperature
Current Background: Penaeus vannamei
268 DAVID IDs

E Options

| Rerun Using Options || Create Sublist |

5 chart records

I (T P O

D
O
U

O

GOTERM_BP_DIRECT translation

GOTERM_BP_DIRECT glycerol biosynthetic process
GOTERM_BP_DIRECT IRES-dependent viral translational initiation
GOTERM_BP_DIRECT proton transmembrane transport
GOTERM_BP_DIRECT mitochondrial translational elongation

7 chart records

oo S e o i

O0000coo

GOTERM_CC_DIRECT mitochondrion

GOTERM_CC_DIRECT mitochondrial large ribosomal subunit
GOTERM_CC_DIRECT cytosal

GOTERM_CC_DIRECT eukaryotic translation initiation factor 2 complex
GOTERM_CC_DIRECT multi-elF complex

GOTERM_CC_DIRECT ribosome

RT
RT
RT
RT

RT-

RT &

RT

|’=
—

=

|’=
T

GOTERM_CC_DIRECT eukaryotic translation initiation factor 2B complex

4 chart records

) N 7] 7 [

uUooo

GOTERM_MF_DIRECT heme binding

GOTERM_MF_DIRECT structural constituent of ribosome RT
GOTERM_MF_DIRECT MAD binding RT
GOTERM_MF_DIRECT glycerol-3-phosphatase activity RT

=

Ra W =

ST S R O T N

15
5
11

L T S S I %

Help and Manual

[i Download File

1,6E-3 2,3E-1
0,7 1,36-2 6,1E-1
0,7 1,36-2 6,1E-1
1,1 2,482 7,3E-1
0,7 2,56-2 7,3E-1

K Download File

1,6E-6 1,1E-4
1,9 2,98-5 1,0E-3
4,1 7,96-3 1,8E-1
0,7 2,06-2 3,5E-1
0,7 2,56-2 3,5E-1
1,5 3,98-2 3,9E-1
0,7 4,0E-2 3,9E-1

E Download File

3,0 2,4E-4 2,7E-2
2,6 1,1E-3 6,1E-2
1,1 1,3E-2 5,0E-1
0,7 2,6E-2 7,3E-1

Rutas metabdlicas enriquecidas de genes subexpresados por estrés térmico
2 chart records

o o S G o o

D

KEGGE_PATHWAY Arachidonic acid metabolism
KEGG_PATHWAY Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450

RT

4

K Download File

1,5 8,7E-3 5,2E-1
1,5 1,8E-2 5,3E-1

126



127

Anexo D. Porcentaje y términos de genes anotados por cada categoria ontoldgica durante el

bioensayo de estrés por alta densidad de cultivo
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Anexo E. Términos de genes expresados diferencialmente durante el CC de P. vannamei
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2. AYUNO vs DENSIDAD
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3. TEMPERATURA vs DENSIDAD
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58 class rRNA transcription by RNA polymerase |lI

protoporphyrinogen IX biosynthetic process

cap-dependent translational initiation

chromosome segregation

mitochondrial respiratory chain complex Il assembly

alanyl-tRNA aminoacylation

translation

proteolysis
mRNA transport

cell cycle cell differentiation

plasma membrane phospholipid scrambling

arginine biosynthetic process

fatty acid beta-oxidation

lignin catabolic process

autophagosome assembly

galactitol metabolic process

endosome to melanosome transport

L-methionine salvage from methylthioadenosine

protein K48-linked ubiquitination

tetrahydrofolylpolyglutamate metabolic process

cell-matrix adhesion

siderophore transmembrane transport

fructose biosynthetic process

adherens junction maintenance

negative regulation of telomere maintenance via telomerase

negaftive regulation of. anion channel activity
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copper ion binding acetyl-CoA:L-glutamate N-acetyltransferase activity acyl-CoA dehydrogenase activity

metal ion binding

ATP binding

glycosyltransferase activity

5-aminolevulinate synthase activity acireductone dioxygenase (Ni2+-requiring) activity

aromatase activity

DNA binding

glucuronosyltransferase activity — .
L-iditol 2-dehydrogenase activity

cysteine-type peptidase activity

transmembrane transporter binding

i ivi exopeplidase activit
clathrin a%: ractivity . pep Y siderophore uptake transmembrane transporter activity
phospholipid scramblase activity

nuclear receptor activity
actin binding ‘ . G protein activity

structural molecule activity heme binding

structural constituent of ribosome ADP phosphatase activity

mRMNA cai binding hydrolase activity .
alanine-tRNA ligase activity C-rich Siﬁgle—stragded DNA binding
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