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1. RESUMEN

El objetivo de éste trabajo fue evaluar el efecto del alimento vivo y microdietas (con
y sin ALA) en el crecimiento y la expresion de genes de larvas de Chirostoma estor.
Al terminar el experimento se realizé una evaluacién histologica y RNA-seq de las
larvas. Con herramientas bioinformaticas se ensambl6 el transcriptoma de novo de
las larvas y se realizaron analisis de correlacion de muestras y expresion diferencial.
Las larvas alimentadas con rotifero lograron significativamente mejor crecimiento y
supervivencia (p < 0.05) que el resto de los tratamientos. La incorporacion de 20 mg
kg' de ALA en la microdieta de las larvas logré mayor supervivencia y mejores
pardmetros alimenticios en comparacioén con larvas alimentadas sin ALA. Larvas
alimentadas con rotifero sobre-expresaron, principalmente, un conjunto de genes
relacionados al crecimiento y desarrollo muscular, éseo y cartilaginoso,
correlacionado con el crecimiento muscular observado via histologia. EI ALA en las
concentraciones evaluadas, no tuvo efecto en el transcriptoma de las larvas,
especificamente en el proceso de estrés oxidativo. Los resultados pueden
emplearse como herramienta de mejora de la microdieta que se brinda actualmente
a larvas de C. estor. Se sugieren mas estudios para dilucidar el mecanismo por
medio del cual el rotifero regula y eleva la expresiéon de genes involucrados en el
crecimiento de larvas.

Palabras clave: alimento vivo, microdietas, acido alfa-lipoico, expresion de genes

2. ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of live food and microdiets (with and
without ALA) on the growth and expression of larvae genes of Chirostoma estor. At
the end of the experiment, a histological evaluation and RNA-seq of the larvae were
performed. De novo transcriptome of the larvae was assembled with bioinformatics
tools and correlation analysis of samples and differential expression were performed.
Rotifer-fed larvae achieved significantly better growth and survival (p < 0.05) than
the rest of the treatments. The incorporation of 20 mg kg of ALA in the larvae
microdiet achieved greater survival and better feeding parameters compared to
larvae fed without ALA. Larvae fed with rotifer overexpressed, mainly, a set of genes
related to growth and development of muscle, bone and cartilage, correlated with
muscle growth observed by histology. ALA in the concentrations evaluated, did not
had effect on the transcriptome of the larvae, specifically in the oxidative stress
process. The results can be used as a tool to improve the microdiet currently
provided to C. estor larvae. Further studies are suggested to elucidate the
mechanism which the rotifer regulates and elevates the expression of genes
involved in larval growth.

Keywords: live food, microdiets, alpha-lipoic acid, gene expression



3. INTRODUCCION

El pescado blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor) tiene gran valor
comercial y alta demanda en el mercado, siendo haste hace unos afios, la base de
la pesqueria del Lago de Patzcuaro. Sin embargo, diversos factores tales como la
presion de pesca, la introduccion de especies exdticas, el deterioro y la
contaminacion de los cuerpos de agua en donde habita, lo han llevado a ser una
especie en peligro (Martinez-Palacios et al. 2002; Martinez-Palacios et al., 2004;
Rojas-Catrrillo, 2013).

Diversas investigaciones se han realizado para establecer los requerimientos
basicos para el cultivo del pescado blanco de Patzcuaro, principalmente la
alimentacion y nutricion en etapas tempranas tales como larvas y juveniles, ya que
son los estadios en los que se presentan las tasas mas altas de mortalidad, debido
principalmente a una alimentacién inicial inadecuada (Jones y Houde, 1986;
Martinez-Palacios et al., 2002; Martinez-Palacios et al., 2006; Rojas-Carrillo, 2013).

En general, la larvicultura de peces se ha basado principalmente en alimento
vivo (organismos zooplancténicos tales como rotiferos, copépodos y nauplios de
artemia) debido al buen desempefio que promueven en las larvas, sin embargo,
estos constituyen cultivos anexos que requieren personal calificado para su manejo,
lo que incrementa de manera importante los costos de produccion (Kolkovski et al.,
1993; Martinez-Palacios et al., 2006).

Actualmente los trabajos de investigacion se han enfocado en el desarrollo y
aplicacién de nuevas tecnologias para aumentar la supervivencia y el crecimiento
de las larvas de peces en cultivo, con base en los requerimientos nutricionales y
morfologicos especificos de cada especie (Civera-Cerecedo et al., 2004), lo anterior
con la finalidad de reducir el periodo de alimentacion con alimento vivo para
reemplazarlo por una dieta o microdieta artificial especifica y con ello reducir los

costos de produccion (Martinez-Palacios et al.,, 2008). En ese sentido,



recientemente se prob6d una microdieta para larvas de C. estor con la que se
consiguio reducir el uso del alimento vivo, disminuyendo asi el tiempo de destete de
las larvas, sin embargo, no ha logrado ser tan eficiente como el alimento vivo en

términos de desempefio larvario (Martinez-Angeles, 2016).

Por tal motivo, para obtener un mejor desempefo de las larvas, se han
incorporado diversos aditivos a las microdietas. Uno de los aditivos més utilizados
en la industria alimenticia son los antioxidantes. El acido alfa-lipoico (ALA) es un
antioxidante que ha cobrado un gran interés debido a los buenos resultados

observados.

En un trabajo previo se evalu6 el efecto del ALA en la supervivencia,
crecimiento y algunos parametros nutricionales en larvas de C. estor, suministrando
una microdieta adicionada con diferentes concentraciones (0, 20, 40, 80, 160 mg
kg') de ALA, ademéas de contar con un control en donde las larvas fueron
alimentadas Unicamente con rotifero. Los resultados obtenidos mostraron que las
larvas alimentadas con rotifero lograron de forma significativa mejor desempefio
(crecimiento y supervivencia) (p < 0.05) que el resto de los tratamientos. Las larvas
alimentadas con la microdieta adicionada con 20 mg kg de ALA tuvieron mayor
supervivencia, mejor conversion alimenticia (FCR) y tasa de eficiencia proteica
(PER) en comparacion con larvas alimentadas sin ALA (Monroy de la Pefia, 2018).
Sin embargo, las implicaciones a nivel de expresion génica de la adicion de ALA y
la alimentacion con rotifero, no han sido evaluadas hasta éste momento. En este
contexto, la nutrigenémica es una disciplina que evalia dichas implicaciones
asociadas o derivadas de una intervencién dietaria a nivel gendmico (Ulloa et al.,
2011).

Por lo tanto, el presente trabajo pretende estudiar, el efecto nutrigenémico de

la adicion de ALA en la microdieta y el efecto de la alimentacién con alimento vivo

de las larvas de C. estor, en términos de cambios en el transcriptoma.
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4. MARCO TEORICO — ANTECEDENTES

4.1 Pescado blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor)

El pescado blanco del Lago de Patzcuaro (Chirostoma estor) es una especie
de agua dulce perteneciente a la familia Atherinopsidae (Dyer y Chernoff, 1996).
Esta familia esta conformada por un grupo de especies cosmopolitas que en su
mayoria habitan en aguas marinas o salobres, sin embargo, algunas especies
pueden encontrarse en agua dulce. Los atherinépsidos en México pertenecen al
género Chirostoma, el cual se conforma por 18 especies y 6 subespecies
dulceacuicolas. Este género esta dividido en dos grupos, el grupo Jordani (los peces
grandes), que incluye a los peces blancos, y el grupo Arge (los peces pequeiios) al
que pertenecen los llamados comunmente charales (Martinez-Palacios et al., 2003;
Miller et al., 2005; Rios-Duran et al., 2014).

Todos los miembros del género Chirostoma son endémicos del altiplano
mexicano; son especies totalmente de agua dulce, pero con grandes similitudes con
algunos atherinépsidos marinos ya que poseen ancestros comunes (Barbour,
1973).

Chirostoma estor es endémico de la region del lago de Patzcuaro
(Michoacan, México); constituyé por mucho tiempo la base de la pesqueria del lago,
siendo el recurso de subsistencia de los riberefios Purépechas, conservando una
gran importancia econémica, social, cultural y ecolégica. Sin embargo, debido a
diversos factores tales como la presion de pesca, la introduccion de especies
exoticas, el deterioro y la contaminacion de los cuerpos de agua en que habita, han
dado como resultado una reduccién de su poblacion, provocando que se encuentre

en peligro (Lyons et al., 1998; Martinez-Palacios et al. 2002).
El pescado blanco es un organismo eurihalino, zooplanctofago filtrador, con

una pequefia boca superior protractil, dientes faringeos y numerosas espinas en los

arcos branquiales, las cuales conforman un sistema complejo de filtracion; en la
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mandibula inferior tiene cuatro hileras de dientes cénicos, simples, inconspicuos,
los cuales son pequefios y fragiles. Estas estructuras son indicativas de un
depredador pelagico que se alimenta de presas pequefias. Aunque es un pez
zooplanctéfago, cuando los peces alcanzan tallas adultas, ocasionalmente pueden
incluir peces en su dieta y crustdceos pequefios (Ross et al. 2006; Martinez-

Palacios et al. 2008; Martinez-Palacios et al., 2019).

El pescado blanco posee un tracto digestivo corto, carece de estdbmago o
apéndice pildrico identificable (Martinez-Palacios et al. 2008), estas caracteristicas
son un indicativo de un consumidor continuo accediendo a presas abundantes y
altamente digeribles (Ross et al. 2006). Es oviparo y presenta una reproduccion
asincronica. Los huevos del pescado blanco son esféricos, transparentes, con un
diametro de 0.9 a 1.2 mm y poseen entre 6 y 8 hilos adherentes. Cuando los huevos
son fertilizados eclosionan entre el séptimo u octavo dia post-fertilizacion (dpf) a una
temperatura aproximada de 25°C y el saco vitelino desaparece hacia el tercer dia
post-eclosion (dpe). Las larvas recién eclosionadas miden aproximadamente 4 0 5
mm de longitud, son transparentes, presentan una linea de cromatéforos negros a
lo largo del cuerpo, asi como una fuerte pigmentacion ocular y desarrollo
extraordinario de los 0jos que se hace patente en su habilidad de captura de presas
en el momento de la eclosién (Campos-Mendoza, 2000; Martinez-Palacios et al.,
2002, 2003, 2004, 2006 y 2007)

4.2 Cultivo de pescado blanco
Por mas de 15 afios se han realizado diversas investigaciones
biotecnolégicas con la finalidad de avanzar y establecer el cultivo del pescado

blanco.

Varias de éstas investigaciones han sido dirigidas a establecer los
requerimientos basicos de C. estor, asi como a optimizar estrategias de
alimentacion y nutricibn en etapas tempranas (larvas y juveniles) ya que es en

estadios tempranos en los que se presentan las tasas mas altas de mortalidad, que
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son el resultado de una alimentacién inicial inadecuada (Jones y Houde, 1986;
Martinez-Palacios et al., 2002; Martinez-Palacios et al., 2006; Ross et al. 2006;
Rojas-Carrillo, 2013). Por lo anterior, se estad llevando a cabo el desarrollo y
aplicacion de nuevas biotecnologias para aumentar la supervivencia y el
crecimiento de las larvas de pescado blanco con base en sus requerimientos
nutricionales y morfologicos especificos. Uno de los principales objetivos de estos
estudios es reducir el periodo de alimentacion con alimento vivo para reemplazarlo
con una dieta o microdieta artificial (Martinez-Palacios et al., 2008), en donde
ocasionalmente se incorporan diversos aditivos con la finalidad de incrementar el

desempeiio de las larvas y con ello reducir los costos de cultivo (Wenk, 2000)

4.3 Alimentacion

Como ya se menciong, la alimentacién en la etapa larval es sumamente
critica en el cultivo de cualquier especie de peces, debido a la gran mortalidad
ocasionada principalmente por el periodo de transicién entre la reabsorcién del saco
vitelino y la primera alimentacién exégena de las larvas (Jones y Houde 1986;
Watanabe y Kiron, 1994; Martinez-Palacios et al. 2008) o bien, por un sistema
digestivo inmaduro que no permite la asimilacion del alimento artificial (Hoffer y
Nassir-Uddin, 1985).

El sistema digestivo de las larvas de peces esta adaptado para la digestion
de organismos zooplancténicos (alimento vivo), y su capacidad para procesar
alimentos artificiales ha sido muy discutida (Segner et al. 1989). Ademas, existen
algunos factores cruciales que determinan el tamafio y el tipo de alimento que se
les debe proporcionar a las larvas, como: cambios morfoldgicos, el tamafio de la

boca y la diferenciacion del tracto digestivo (Blaxter, 1988).
4.4 Alimento vivo

En general, la larvicultura se ha basado en la alimentacion con alimento vivo,

haciendo uso de organismos zooplactonicos como son: el rotifero, los nauplios de
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artemia y copéepodos; pero dado que estos constituyen cultivos anexos, incrementan

los costos de producciéon durante esta fase (Martinez-Palacios et al., 2004).

El alimento vivo es altamente eficiente para inducir crecimiento y
supervivencia en las larvas (Cahu y Zambonino 1997). Sin embargo, este presenta
la gran desventaja de poseer una calidad nutricional incierta (Conceicao et al.,
2010). De acuerdo a diversos estudios, el contenido de proteina del rotifero varia
en intervalos de 28-63%, lipidos de 9-28% y carbohidratos de 10.5-27% (peso seco)
(Lubzens y Zmora, 2003), sin embargo, estos datos deben manejarse con cautela,
ya que pueden variar en gran medida entre experimentos y dentro del mismo
experimento debido a las condiciones y protocolos de cultivo de los organismos
vivos (Conceicéo et al., 2010).

Existen diversos trabajos en donde evaltan principalmente el crecimiento y
supervivencia, entre otras variables, de las larvas alimentadas con alimento vivo vs
larvas alimentadas con microdieta. En general se ha observado que las larvas
alimentadas con rotifero, logran un mejor desempefio, como en el caso de trabajo
realizado por Blair et al., (2003) que emplearon larvas del anén (Melanogrammus
aeglefinus) o el que realizado por Alam et al., (2015) en larvas de platijas del sur
(Paralichthys lethostigma) observando que la supervivencia y el peso promedio de
las larvas era significativamente mayor en las larvas alimentadas con rotifero, a

diferencia de las alimentas con microdieta.

La eficiencia de la utilizacién del alimento vivo se ve influenciada por factores
internos y externos, principalmente la buUsqueda, identificacion y proceso de
ingestion, estan influenciados por factores fisicos y quimicos, incluyendo color,
forma, tamafio, contraste, movimiento y estimulo olfatorio a nivel molecular
(Kolkovski, 2013). El alimento vivo secreta sustancias atrayentes que actian
estimulando la respuesta de alimentaciéon y que son identificados especificamente

por la larva (Kolkovski et al., 1997)

14



El sistema de alimentacion establecido para larvas C. estor, tras varios
estudios previos (Campos-Mendoza 2000; Martinez-Palacios et al. 2002; Martinez-
Palacios et al., 2003), es con rotifero (Brachionus plicatilis) cultivado en salinidad de
30ppm (30 gr L) alimentado con levadura (Saccharomyces cerevisiae) (Campos-
Mendoza 2000; Martinez-Palacios et al. 2002; Martinez-Palacios et al., 2003).

Los estudios realizados en afios anteriores en larvas de C. estor sugerian
que el destete no podia ser logrado antes de los dos o tres meses de edad
(Martinez-Palacios et al. 2004); sin embargo, recientemente se probé una
microdieta con la cual se obtuvieron resultados favorables disminuyendo el tiempo
de destete al 10° dpe (Martinez-Angeles, 2016).

4.5 Microdietas

Como ya se mencion0, es indispensable disminuir el uso de alimento vivo en
el cultivo de larvas de peces, por lo que las investigaciones sobre nutricion y
alimentacion se han enfocado en el disefio y desarrollo de alimentos formulados,
con un tamafio de particula en el orden de micras, conocidas como microdietas
(Pedroza- Islas, 2004; Hamre et al., 2013). El tamafio de particula de las microdietas
usadas como primer alimento en larvas de peces oscila entre 50 y 600 um,
dependiendo de la especie, edad y el tamafio de la boca (Cahu y Zambonino-
Infante, 1997; Cahu y Zambonino-Infante, 2001).

Las microdietas deben cumplir con varias caracteristicas fisico-quimicas para
mantener su estructura y contenido nutricional, por ejemplo, palatabilidad,
digestibilidad, requerimientos energéticos y nutricionales de los organismos,
ademas deben presentar un tamafio de particula adecuado, una buena estabilidad
en el agua, asi como una baja lixiviacion de nutrientes (Pedroza-Islas et al., 2004;
Hamre et al., 2013).

Un gran reto en la larvicultura de peces es la generacién de alimentos

artificiales que permitan un adecuado crecimiento y alta supervivencia en etapas
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tempranas. Sin embargo, es dificil la inclusion, suministro y asimilacion de este tipo
de dietas artificiales, debido a que la alimentacion de las larvas esta limitada por la
abertura de la boca y a que poseen un sistema digestivo inmaduro, ademas de que
pueden influir caracteristicas particulares del alimento tales como la textura, sabor,
color, tamafio de particula, etc., que pueden ser factores que alteren la aceptacion
de las microdietas (Hoffer y Nasir Uddin, 1985; Onal y Langdon 2000; Yfera et al.
2000; Martinez-Palacios et al. 2002; Langdon, 2003; Pedroza-Islas et al. 2004;
Martinez-Palacios et al., 2004; Yanes-Roca et al., 2017).

Un intestino inmaduro puede, entre otras caracteristicas, dificultar la digestion
del alimento artificial sub éptimo, lo que se refleja en una menor supervivencia y
crecimiento en comparacion con larvas alimentadas solo con alimento vivo
(Martinez-Palacios et al., 2006; Yufera y Darias, 2007). Por ello, la inclusion de
dietas artificiales como primera alimentacion se ha logrado exitosamente solo en
pocas especies (Jones et al., 1993); los casos donde no se obtuvo buen
desemperio, se atribuyd a un sistema digestivo inmaduro, rapido transito intestinal,
baja capacidad enzimética, o a la poca capacidad de las larvas para reconocer el

alimento, localizarlo e ingerirlo (Kolkovski, 2001; Cahu y Zambonino-Infante, 2001).

A pesar de los avances en nutricion de larvas de peces, la primera
alimentacion sigue basandose en presas vivas, ya que independientemente de su
valor nutritivo, son facilmente detectadas, capturadas y altamente digeribles,
ademas, tienen la capacidad de nadar en la columna de agua y asi estar
constantemente disponibles para las larvas, a diferencia de los alimentos
formulados o microdietas que tienden a agregarse en la superficie o hundirse
después de poco tiempo de haberse suministrado. Las larvas estan naturalmente
adaptadas a atacar a las presas en movimiento; esta respuesta es estimulada por

el constante movimiento del alimento vivo (Conceigéo et al., 2010).

En el caso de C. estor, se ha logrado reducir el tiempo de alimentacion con

presas vivas mediante la inclusion de distintas microdietas con su implementacion
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al décimo dpe con una co-alimentacion previa de 3 dias, disminuyendo asi el tiempo
de destete de las larvas (Martinez-Angeles, 2016). Dichas microdietas fueron
elaboradas con una mezcla a base de proteinas solubles (PS) y proteinas fibrosas
(PF) en diferentes proporciones, para cubrir los requerimientos energéticos y
nutricionales de los organismos. La microdieta compuesta por una proporcion de
25% de proteinas fibrosas y 75% de proteinas solubles, presentdé los mejores
resultados en cuanto a la supervivencia (69.33%), ademas no presentd efectos

negativos en el crecimiento.

En otro trabajo, dicha microdieta fue adicionada con acido alfa-lipoico (ALA)
a diferentes concentraciones, con la finalidad de mejorar el crecimiento y
supervivencia de las larvas de pescado blanco, obteniendo que la microdieta
adicionada con 20 mg kg de ALA, influye de manera positiva sobre la supervivencia
y algunos parametros nutricionales, sin presentar un efecto negativo en el

crecimiento en términos de peso seco (Monroy de la Pefia, 2018).

4.6 Acido alfa-lipoico

La incorporacion de aditivos en las dietas para animales es muy comdn, estos
ingredientes son adicionados a los alimentos a fin de mejorar alguna caracteristica
como la palatabilidad, la vida de anaquel, la ingesta, digestién, absorcién o
metabolismo de los ingredientes, para optimizar la asimilacion de estos e
incrementar el crecimiento, aunque de forma estricta su adicién no sea esencial en
el alimento debido a que no se trata de un ingrediente indispensable en la nutricién.
Dentro de los aditivos utilizados se encuentran los saborizantes, colorantes,
emulsificantes, conservadores, vitaminas, aglutinantes, oligoelementos, mezclas de

enzimas, probiéticos, antioxidantes, entre otros (Wenk, 2000; Shimada, 2007).

La importancia de los antioxidantes radica en que son uno de los principales
sistemas de defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS; por sus siglas
en ingles) y previenen la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados en la

membrana celular, ademas de que estimulan indirectamente los mecanismos
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fisiolégicos del proceso de crecimiento (Gonzalez-Pérez et al., 2008; Longaray-
Garcia et al., 2013; Carrillo et al., 2000).

Los organismos acuaticos y terrestres estan sujetos a factores (bidticos y
abidticos) que pueden afectar su produccion, crecimiento y salud, como resultado
de la generacion de estrés oxidativo (Monserrat et al., 2007). El estrés oxidativo es
una condicién bioquimica que ocurre cuando la concentracion de agentes oxidantes
es mayor que la concentracion de antioxidantes, reflejando un desbalance en el
organismo, lo que puede provocar dafios a nivel molecular (Jones, 2006; Kutter et
al., 2012). Diferentes parametros para la valoracion de estrés oxidativo incluyen la
medicion de actividad de enzimas antioxidantes (Panserat y Kaushik, 2010), la
concentracion de ROS, la oxidacion de proteinas (Monserrat et al., 2008) o la
peroxidacion lipidica en determinados 6rganos (Xu et al., 2017).

Las ROS se forman durante el metabolismo aerdbico por varios procesos
bioquimicos, incluyendo la fosforilacion oxidativa (Kutter et al., 2012). El nivel de
ROS en animales es importante ya que juegan roles vitales interviniendo en diversos
procesos como la transcripcion de genes, la sefializacion celular, la regulacién de
actividad enzimatica y el sistema inmune (Butler et al., 2009); también influyen
indirectamente en el crecimiento y atacan bacterias, sin embargo, por su fuerte
propiedad quimica reactiva, altas concentraciones de ROS son dafiinas para las
células, conduciendo a un dafo irreversible de proteinas, lipidos de membrana y al
DNA, resultando finalmente en muerte celular, ademas de que se ha propuesto que
esta condicion es la etiologia de varias patologias, al mismo tiempo de que
incrementan la mortalidad y malformaciones en organismos acuaticos durante su
desarrollo (McCord, 2000; Hadi et al., 2002; Shen et al., 2005; Lu et al., 2006; Cole
et al. 2009)

Para proteger a las células y érganos del estrés oxidativo causado por ROS,

existen una variedad de moléculas antioxidantes enddgenas y exdgenas que las

neutralizan y/o interceptan. Este grupo incluye a enzimas antioxidantes que
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promueven la degradacion de ROS (glutation peroxidasa, superoxido dismutasa,
entre otras); y antioxidantes no enziméticos derivados de la dieta, tales como el
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), carotenoides, polifenoles y
otros compuestos como el acido alfa-lipoico (ALA) (Block, 1991; Wang y Luo, 2007;
Jiang et al., 2009).

El ALA fue identificado por primera vez por Lester Reed en 1951 y ha ganado
gran atencion debido a sus multiples funciones biolégicas, principalmente a su
funcién antioxidante (Reed et al., 1951). También es conocido como acido 1,2-
dithiolano-3-pentanoico o &cido tiéctico (Shay et al., 2009). Es un compuesto
disulfurado derivado del acido octanoico que se sintetiza en la mitocondria (Fig. 1)
(Sigler et al., 2015). Las principales fuentes de ALA son el higado, rifién y corazén
(Shamsizadeh et al., 2017).

Fig. 1. Estructura del &cido alfa-lipoico
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/thioctic_acid)

Debido a la capacidad del ALA para disminuir la presencia de ROS, se
establece un balance entre los agentes oxidantes y la capacidad antioxidante del
organismo (Park et al., 2006; Monserrat et al., 2008; Gomes y Negrato, 2014; Kutter
et al., 2012; Kitter et al., 2014)

Una de sus propiedades antioxidantes mas estudiadas es la interaccion con
el radical hidroxilo (OH), una ROS responsable de la induccién de la peroxidacion
de lipidos. EI ALA interviene en varias funciones bioquimicas, por ejemplo, su forma
reducida, el acido dihidrolipoico (DHLA), puede actuar como reductor o regenerador
de las formas oxidadas de otros agentes antioxidantes como el a-tocoferol,

glutation, tioredoxina, coenzima Q10, ubiquinona, vitamina C (Packer et al., 2001).
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El ALA también actia como agente quelante, regula la expresion de genes,
protege a los organismos de oxidacion de su DNA (Packer et al., 1995; Gomes y
Negrato, 2014); participa en otros procesos fisioldgicos que no estan directamente
relacionados con actividad antioxidante, incluyendo la induccion de vias de
sefalizacion celular de la glucogénesis, en el metabolismo lipidico y actia como
adyuvante para funciones neurocognitivas (Shay et al., 2009). Es utilizado en el
tratamiento de una variedad de enfermedades como la ascitis (Diaz-Cruz et al.,
2003), patologias neurodegenerativas (Bergamini et al., 2004), polineuropatia
diabética (Simbula et al., 2007) y contaminacion por metales pesados (Bahtt y Flora,
2009).

4.6.1 Uso del acido alfa-lipoico en organismos acuaticos

Los atributos del ALA como aditivo alimenticio y regulador del estrés
oxidativo, han generado gran interés dentro del &mbito de la investigacion. Existen
diversos estudios en donde se ha hecho uso del ALA en diversos modelos
experimentales y con distintas concentraciones, por lo que los resultados han sido
variables. Es importante considerar que un exceso en la adicion de ALA puede tener
un impacto negativo, tanto en el crecimiento como en la capacidad antioxidante de
algunos organismos, por ello es importante determinar la dosis apropiada para
especies de importancia econdémica (Sigler et al., 2015; Xu, 2017).

Especificamente en organismos acuaticos la adicion de ALA ha mostrado
efectos favorables en diversas funciones biolégicas como: crecimiento,
supervivencia, respuestas inmunes, resistencia a dafios por contaminantes, etc.
Ademas, disminuye los niveles de estrés oxidativo de los peces (Kiitter et al., 2014).
Los estudios del efecto del ALA en organismos acuéticos se han limitado a algunas
especies como la carpa (Cyprinus carpio), el pacu (Piaractus mesopotamicus), la
coridora (Corydora paleatus), el pAmpano plateado (Trachinotus marginatus), el pez
cebra (Danio rerio), y algunas especies de invertebrados como el abulon (Haliotis
discus hannai Ino) y el camaron (Litopenaeus vannamei) (Katter et al., 2014).
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En ese sentido, en juveniles de abulén (H. discus hannai Ino) se observé que
una dosis de 800 mg de ALA kg aumenta la tasa de peso ganado (WGR) y con
dosis de 1600 y 3200 mg kg se observa un decremento de la WGR. Por otra parte,
las dosis de 200, 400 y 800 mg de ALA kg! aumentan la capacidad total
antioxidante. De acuerdo a este trabajo, la dosis 6ptima de ALA para juveniles de
abulén es de 709 mg kg*. Evaluaron también la actividad de algunas enzimas
antioxidantes y reportaron un incremento significativo en la actividad de la
superoxido dismutasa (SOD) en la dieta suplementada con 200, 400 y 800 mg kg
de ALA, de la cual se especula que el mecanismo del ALA para estimular la actividad
de dicha enzima en el hepatopancreas del abuldén, ocurre directamente
incrementando la expresion del gen de la SOD. La actividad de la glutation
peroxidasa (GPX) increment6 significativamente en el tratamiento con 800 mg kg2,
pero interesantemente, en las dietas con niveles mas altos de ALA (1600 y 3200 mg
kg™, la actividad de GPX decrecié de forma significativa. Finalmente, el contenido
de la glutation (GSH) en el hepatopancreas del abuldén, increment6
significativamente con el ALA de la dieta (Zhang et al., 2010).

En juveniles del cangrejo chino (Eriocheir sinensis) se evaluo el efecto del
porcentaje de lipidos (7% y 13%) en el crecimiento, composicién corporal y estado
antioxidante con dietas adicionadas con 0, 700 y 1400 mg de ALA kg*. Se demostr
gue la adicion de ALA en las dietas promueve el aumento de peso y la tasa de
crecimiento especifico de los cangrejos, independientemente del porcentaje de
lipidos en la dieta. Ademas, se demostré que el ALA disminuye el dafio oxidativo
del hepatopancreas y no afecta la supervivencia de los cangrejos. Respecto a la
medicion de la expresion de genes relacionados con la descomposicidon de lipidos
en el hepatopancreas, concluyen que el ALA puede inducir un metabolismo mas
activo para la digestion y utilizacion de los triacilglicéridos en el hepatopancreas de
los cangrejos. Los parametros antioxidantes en el hepatopancreas sefialan que el
porcentaje de lipidos y la concentracion de ALA, influye significativamente sobre la
actividad de la SOD y GPX, siendo mayor en el tratamiento con 7% de lipidos y

1400 mg kg* de ALA, contrariamente a la dieta con 13% de lipidos, en donde la
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actividad de GPX disminuy6 con el incremento de concentracion de ALA y no hubo

diferencia significativa en la actividad de SOD (Xu, 2017).

Un estudio realizado en pez cebra (D. rerio) demostré que la exposicién a 6,
9y 12 uM de ALA en el agua durante la embriogénesis, disminuye el tiempo de
eclosion significativamente y aumenta el porcentaje de eclosion de las larvas. En
las larvas recién eclosionadas se observé un incremento significativo en longitud
estandar con todas las dosis de ALA, la longitud maxima alcanzada fue con la dosis
de 9 uM. Este incremento en el tamafio de las larvas persistié hasta 15 dias después
de la eclosion. La actividad de SOD en las larvas recién eclosionadas que fueron
tratadas con ALA fue significativamente mayor en comparacion con el control, lo
gue sugirié que efectivamente el ALA presentd una actividad antioxidante relevante
(Francis et al., 2012).

Juveniles de pampano plateado (T. marginatus) fueron tratados con
diferentes dosis de ALA en la dieta (316, 524, 890 y 1367 mg kg™). Las dosis de
316 y 524 mg kgt disminuyeron la peroxidacion lipidica del tejido muscular sin
afectar el crecimiento. Sin embargo, dosis altas de ALA (890 y 1367 mg kg?)
promueven un efecto anoréxico y, por lo tanto, una reduccién de las tasas de
crecimiento y eficiencia proteica. La suplementacion de la dieta con ALA induce la
actividad de la glutation-S-transferasa (GST) en el cerebro de los peces cuando
fueron alimentados con 890 mg kg?; la GST es una de las principales enzimas
involucradas en la actividad antioxidante. En el higado se observé una reduccion en
la actividad de GST en peces alimentados con 316 y 524 mg kg en comparacion
con el grupo control (0 mg kg' ALA). Contrario a esto, en el masculo no se
observaron cambios en la actividad de GST como resultado del tratamiento con ALA
(Katter et al., 2012).

Por otra parte, en un estudio realizado con adultos de coridoras (C. paleatus),

al afiadir 70 mg kg de ALA en una dieta comercial, se demostré que el ALA no

aumenta la actividad de la glutamato-cisteina ligasa (GCL), la cual es importante
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para generar proteccion antioxidante, ni los niveles de GSH en musculo;
contrariamente a lo que ocurre en cerebro e higado, donde los peces del grupo
donde se adiciond el ALA, presentan un aumento en la actividad de la GCL asi como
una mayor actividad de la GST en el cerebro, lo que sugiere una reduccion del estrés

oxidativo en este tejido (Monserrat et al., 2008).

En larvas de pescado blanco de Patzcuaro (C. estor), se evaluo la adicion de
ALA a microdietas en diferentes concentraciones (0, 20, 40, 80, 160 mg kg1), con
la finalidad de mejorar el crecimiento y supervivencia. Como resultado se obtuvo
que la microdieta adicionada con 20 mg kg de ALA tiene un efecto positivo en la
supervivencia y en algunos pardmetros nutricionales, aunque no sobre el
crecimiento en términos de peso seco, en comparacion con las larvas a las que no
se les proporcion6 ALA (Monroy de la Pefa, 2018). El efecto positivo del ALA en
larvas de C. estor podria explicarse por su efecto antioxidante, sin embargo, esto
aun no ha sido dilucidado. Es por ello que en el presente trabajo se pretende realizar
un analisis nutrigendmico de las larvas con la finalidad de conocer el efecto de ALA
en la expresion de genes posiblemente relacionados a la disminucion del estrés

oxidativo.

4.7 Nutrigenémica en peces

La nutrigendmica es una ciencia que forma parte de las llamadas “ciencias
omicas”, la cual evalua los efectos o implicaciones asociadas o derivadas de una
intervencion dietaria a nivel gendmico (Pavasovic et al., 2014), esto a través del
analisis de la expresion de todos los genes que conforman un organismo, solamente
un conjunto de genes, o una red de genes de interés que participen en vias

metabolicas especificas (Panserat y Kaushik, 2010).

Una vez que el alimento (vivo o microdieta) es digerido y absorbido, los
nutrientes tienen un efecto en la activacion y transcripcion de genes, en la sintesis
de proteinas y la actividad enzimatica, en el metabolismo, asi como en la microbiota

y sus genes componentes. Es decir, el perfil de expresion genética
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(transcriptdmica), junto con el monitoreo de la expresion de proteinas (protedmica)
y metabolitos (metabolémica), en conjunto con el microbioma (microbiémica),
proveen un panorama holistico o integral de esos cambios inducidos por las
modificaciones en la dieta y sus impactos en el desarrollo del pez (Martin y Krdl,
2017).

Por ejemplo, Morais et al., (2011) analizaron la interaccién genotipo-dieta en
el transcriptoma del salmon del Atlantico (sp) incorporando en su dieta aceite
vegetal; los autores identificaron rutas metabdlicas y reguladores clave que pueden
responder de manera diferente al alimento con ingredientes vegetales, dependiendo
del genotipo.

Por otro lado, utilizando la secuenciacion de RNA (RNA-seq), se identificaron
23 marcadores de polimorfismos de nucledtidos simples (SNP’s) asociados con la
respuesta a crecimiento en trucha arcoiris con una dieta comercial a base de harina
de pescado. Esto fue relevante en el sentido de que los SNPs explican el 90% de
las diferencias genéticas entre individuos, de tal forma que los peces que
presentaron dichos SNPs relacionados al crecimiento, el cual es un rasgo deseable
en la acuicultura, serian buenos candidatos para seleccién genética (Salem et al.
2012).

Estos trabajos pueden dar un panorama del desarrollo en el campo de la
investigacién nutrigenémica y que, actualmente, se cuenta con la tecnologia que
puede ser aplicada en una gran variedad de especies, con el fin de comprender las

redes de interaccion entre los genes y la dieta.

Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos de estudios
nutricionales, son comunmente dificiles de comparar, esto debido al diferente origen
de un mismo ingrediente, la formulacion usada, la carga genética del pez y el disefio

experimental (Ulloa et al., 2014).
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La nutrigendmica hace uso de diversas técnicas de alto rendimiento, como la
secuenciacion de RNA (RNA-seq), con la que se puede identificar la expresion de
genes y vias moleculares modificadas por la mencionada intervencién dietaria
(Martin y Krol, 2017). Esta técnica ha revolucionado la disciplina y contintia en
constante avance (Martin et al., 2016), lo que ha permitido el estudio de peces a
nivel del transcriptoma completo, en lugar de solamente transcritos individuales
(Qian et al., 2014; Liy Li, 2014).

Los experimentos de RNA-seq estiman el nUmero de genes expresados en
un transcriptoma, asi como sus frecuencias relativas (Garcia-Ortega y Martinez,
2015). El transcriptoma se refiere al conjunto completo de transcritos en una célula,
tejido u organismo especifico, incluyendo todos los RNA mensajeros (RNAm) de
proteinas codificantes, asi como los RNA no codificantes, los cuales regulan la
expresion de genes y mantienen la homeostasis celular (Lindberg y Lundeberg,
2010).

A diferencia del genoma que es relativamente estable, el transcriptoma varia
segun el estadio de desarrollo, la condicion fisiolégica y el ambiente externo. La
secuenciacion del transcriptoma completo provee un panorama exhaustivo del perfil
transcripcional en un momento biolégico dado, permitiendo la identificacion y
cuantificacion de los transcritos. Esto puede volverse mas complejo por la presencia
de isoformas debidas a “splicing”, transcritos nuevos, fusion de genes, variantes de
nucledtidos simples, modificaciones post-traduccionales y controles epigenéticos
(Mastoridis et al., 2015).

El analisis génico a gran escala, comunmente referido como transcriptomica,
se ha convertido en una herramienta muy poderosa para lograr el entendimiento de
interacciones complejas entre el genotipo y el fenotipo, proporcionando informacion
sobre mecanismos moleculares que controlan la funcion y desarrollo celular, tanto

en la salud como en presencia de alguna patologia. La transcriptémica es esencial
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también para guiar e interpretar analisis subsecuentes por medio de la protedmica,

metaboldmica y otras tecnologias emergentes (Wang et al., 2009).

La implementacion de nuevas tecnologias como la secuenciacion de RNA,
junto con el progreso en la secuenciacion de genomas de diferentes peces, han
permitido identificar los genes afectados por la nutricién (nutrigenémica) y también
la identificacion de las variantes genéticas que influyen en la respuesta del
organismo a los nutrientes (nutrigenética) (Ulloa et al., 2014).

Para llevar a cabo la secuenciacién de &cidos nucleicos, existe una amplia variedad
de plataformas y métodos que permiten a los investigadores realizar preguntas
virtuales relacionadas con el genoma, transcriptoma o epigenoma de cualquier
organismo. Los métodos de secuenciacion difieren principalmente de donde son
obtenidas las muestras de DNA o RNA (organismo, tipo de tejido, normal o afectado,
condiciones experimentales, etc.) y de las opciones utilizadas para el analisis de
datos (Illumina, 2012).Por otro lado,El advenimiento de la secuenciacién de nueva
generacion (Next Generation Sequencing) ha permitido a los investigadores
estudiar los sistemas bioldgicos a un nivel que no era posible anteriormente. A
medida que ésta tecnologia ha evolucionado, asi también han incrementado y se
han innovado el nimero de métodos de preparacion de muestras y los algoritmos
para sus analisis, lo que ha permitido un amplio rango de aplicaciones cientificas
(HNlumina, 2012).

Hoy en dia la ultrasecuenciacion permite de una forma mucho mas inmediata y
con menos manipulacion manual, secuenciar las muestras sometidas a un estimulo
concreto y después cuantificar los genes (de forma global, sin necesidad de
seleccionar candidatos) que se estaban expresando mas en el momento de la
secuenciacion en funcion de la cantidad de lecturas que se obtienen de cada

transcrito (Guerrero-Fernandez, 2015).
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La interpretacion de los datos obtenidos de estudios de RNA-Seq, es un
punto importante, ya que la manipulacion manual o con métodos informaticos
tradicionales de grandes volumenes de datos, resulta poco viable (Guerrero-
Fernandez, 2015). Prueba de ello son las cantidades masivas de informacion
generada de miles de especies que se han depositado y estan disponibles en
repositorios publicos (Rodriguez-Ezpeleta y Aransay, 2012). Dicha cantidad de
datos provoca problemas de almacenamiento y procesamiento de los mismos. En
este sentido, la bioinformatica es una herramienta indispensable y por ello se
encuentra en constante crecimiento. Existe una amplia variedad de softwares
bioinforméticos con los que pueden realizarse gran cantidad de andlisis, segun el
método empleado, la tarea a realizar o los pasos del flujo de trabajo del analisis

general (Paszkiewicz y Studholme, 2012; Guerrero-Fernandez, 2015).
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5. JUSTIFICACION

El desarrollo y aplicacién de nuevas tecnologias para reducir el periodo de
alimentacion de larvas con alimento vivo es continuo y va en incremento,
enfocandose en el disefio y desarrollo de alimentos formulados conocidos como

microdietas.

Por lo tanto, se hace indispensable conocer el desempefio de las larvas de
las especies de importancia comercial alimentadas con microdietas. En el caso de
C. estor, las larvas alimentadas con alimento vivo (rotifero) logran un desempefio
mayor (supervivencia y crecimiento) que las larvas alimentadas Unicamente con
microdieta. Actualmente, se cuenta con una microdieta adicionada con &cido alfa-
lipoico (20 mg kg™) la cual influyé de manera positiva sobre la supervivencia y
algunos parametros nutricionales, pero las implicaciones a nivel nutrigenémico, en
términos de cambios en el transcriptoma de las larvas, de la adicién del acido alfa-

lipoico a la microdieta y la alimentacion con alimento vivo, no han sido evaluadas.

Con ello se pretende aportar conocimiento para que las microdietas puedan

ser empleadas para coadyuvar en la larvicultura de esta especie.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del alimento vivo y microdietas (con y sin ALA) en el crecimiento y

la expresion de genes de larvas de C. estor.

6.2 Objetivos especificos
1. Determinar la influencia de ALA en la expresion de genes involucrados en el
estrés oxidativo de larvas de pescado blanco.
2. Determinar la influencia del alimento vivo y microdieta sin ALA (testigo) en la
expresion de genes de larvas de pescado blanco.
3. ldentificar procesos biolégicos importantes en donde participen los genes
sobre-expresados en larvas alimentadas con alimento vivo y microdietas con

y sin ALA.

7. HIPOTESIS

El alimento vivo y la adicion de &cido alfa-lipoico en la microdieta, modificara la
expresion de genes relacionado al crecimiento y estrés oxidativo en larvas de C.

estor.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Obtencion de organismos y disefio experimental
A continuacion, se describen las condiciones experimentales bajo las cuales

se obtuvieron las muestras que fueron la base del presente trabajo.

El experimento se llevo a cabo en la planta de produccién de pescado blanco
de Péatzcuaro dentro de las instalaciones del Laboratorio Nacional de Nutrigendmica
y Microbiémica Digestiva Animal (LANMDA), IIAF-UMSNH. El experimento se
realizé en un sistema de recirculacion de agua que consto de tres sedimentadores
con 300 L de capacidad, un filtro biolégico de 50 L y 6 tinas de cultivo para los
tratamientos experimentales. En cada tina se colocaron 5 tanques de PVC con un
volumen de 1.92 £ 0.065 L cada uno, para un total de 30 tanques.

Se mantuvieron aproximadamente 1,500 larvas por tina durante los primeros
7 dias post-eclosion (dpe), lo cual facilitdé la alimentacion inicial realizada
exclusivamente con alimento vivo (Brachionus plicatilis). A partir del octavo dia se
distribuyeron aleatoriamente 200 larvas en cada uno de los 30 tanques para iniciar
la adaptacién al alimento artificial de los tratamientos correspondientes. Cabe
mencionar que durante toda la fase experimental las larvas se mantuvieron bajo un
fotoperiodo 24L:0D.

Para la elaboracion del alimento artificial (microdieta) se utiliz6 una
combinacion de fuentes de proteinas fibrosas (PF) y proteinas solubles (PS). La
microdieta se preparé en forma de microagregados, con un tamafio de particula que
vario de 1 a 100 p aproximadamente, utilizando el método de Spray-Drying
(Martinez-Angeles, 2016 y Monroy de la Pefia, 2018). Se evalu6 el efecto de 5
microdietas, con una proporcion de 52% de proteinas y 22% de lipidos. Cada una
de las microdietas fue adicionada con ALA en concentraciones de 0 (microdieta
control), 20, 40, 80 y 160 mg kg?, y se conté con otro control que consistié en
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alimentar a las larvas solo con alimento vivo (rotifero), por lo tanto, el disefio

experimental consto de 6 tratamientos con 5 repeticiones cada uno.

Durante el octavo y noveno dpe, las larvas fueron alimentadas alternando
alimento vivo y microdieta para llevar a cabo el proceso de adaptacion al alimento
artificial (destete). A partir del décimo dpe se retir6 el alimento vivo y se aliment6
Unicamente con las diferentes microdietas. Las larvas fueron alimentadas de forma
manual cada hora durante las primeras 12 horas del dia. Para las 12 horas
subsecuentes se utilizaron alimentadores automaticos (BOYU ZW-82), los cuales
proporcionaron cuatro alimentaciones con un intervalo de 3 horas cada una. La

duracion total del experimento fue de 27 dias.

Se tomaron muestras de larvas de C. estor alimentadas con rotifero y de los
tratamientos ALA-O (control), ALA-20 y ALA-160 a las cuales se les realiz6 un
andlisis del transcriptoma para observar los efectos nutrigenémicos por la adicién

de ALA y la alimentacion con rotifero.

8.2 Muestras

8.2.1 Obtencion de muestras para histologia

Larvas de 27 dpe de ambos tratamientos (rotifero y microdietas) (N=7) se
fijaron en una solucién Bouin’s y se procesaron en el Laboratorio de Histopatologia
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) campus Mazatlan.
Las larvas se deshidrataron a diferentes grados de alcohol, fueron incluidas en
parafina y con ayuda de un microtomo se realizaron cortes seriales transversales
de 5 um justo detras del ano, posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina-
floxina. Los cortes transversales fueron fotografiados para obtener los datos
morfométricos utilizando un microscopio equipado con una camara digital y

procesados con el software de analisis de imagenes CaptureQ.
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8.2.2 Obtencidon de muestras para extraccion de RNA y secuenciacién

Se colectaron lotes de 20 larvas del tratamiento de alimentacion con rotifero,
tratamiento control (ALA-0), del mejor tratamiento con ALA (ALA-20) y del
tratamiento con la mayor concentracion de ALA (ALA-160), las cuales fueron
preservadas en RNAlater (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) y almacenadas a
4°C durante 24 horas para permitir una correcta permeabilidad del RNAlater en
todos los especimenes, posteriormente fueron congeladas a -80°C hasta la

extraccion de RNA y su consecutiva secuenciacion.

8.3 Extraccién de RNA
Tanto la extraccion y la secuenciacion del RNA, se realizaron en la Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (IBT-UNAM).
Para la extraccion de RNA se llevaron al Instituto de Biotecnologia tres

réplicas por tratamiento, sumando un total de 12 muestras; cada réplica consistio

en un pool de 4 larvas completas (Fig. 2).

WEYJLH60 56 )5

Rotifero ALA-O ALA-20 ALA-160

Fig. 2. Muestras para la extraccion de RNA. Rotifero: tres réplicas de pooles de 4 larvas
alimentadas Unicamente con rétifero. ALA-O: tres réplicas de pooles de 4 larvas
alimentadas Unicamente con microdieta. ALA-20: tres réplicas de pooles de 4 larvas
alimentadas con microdieta adicionada con 20 mg kg de ALA. ALA-160: tres réplicas de
pooles de 4 larvas alimentadas con microdieta adicionada con 160 mg kg de ALA

Se siguio el protocolo de Quick-RNA™ MicroPrep de la compafia Zymo
Research, para posteriormente evaluarse en un chip de RNA Agilent 6000 Nano de

Bioanalyzer.
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8.4 Construccion de las librerias RNA-seq

Se sintetiz6 una libreria para cada una de las muestras utilizando el kit de
preparacion TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit de lllumina, siguiendo

detalladamente el protocolo HT (High-Throughput).

8.5 Secuenciacion de RNA (RNA-seq)

La plataforma utilizada para la secuenciacion fue Illlumina, con un sistema
NextSeg-500, el cual se basa en el método de secuenciacion por sintesis. El tipo de
lectura fue “paired-end”, con una configuracion de 2 x 75 ciclos (dos lecturas de 75
nucleétidos o pares de bases), con un desempefo aproximado de 10 millones de

lecturas por libreria.

8.6 Analisis bioinformatico
Una vez obtenidas las lecturas del proceso de secuenciacion, el analisis
recay0 sobre la bioinformética, donde se llevaron a cabo una serie de pasos

(pipeline) (Fig. 3) utilizando varios softwares y paquetes bioinforméaticos.

—[ Secuenciacion (RNA-Seq) J

\ 2
[ Control de calidad de las secuencias } >{ Limpieza de secuencias ]

[ Ensamble del transcriptoma de novo ](—
I

l_[ Traduccion de transcritos ]

Anotacidn del transcriptoma ‘l/

l_ Estimacidn de abundancia de transcritos —‘

Andlisis de correlacién de muestras l

Andlisis de expresion diferencial

Evaluacion del ensamble |
Anotacion de genes con
expresion diferencial

Fig. 3. Pipeline del andlisis bioinformatico
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El analisis bioinformatico se desarrollo en el Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia (ICMyL-UNAM) campus Mazatlan, donde se llevo a cabo una amplia
capacitacion en el ensamblaje del transcriptoma y sus posteriores andlisis de
expresion génica. Se trabajé bajo el Sistema Operativo (OS) Linux, accediendo a la
terminal del servidor de computo BioBacter del CIAD (Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo).

8.6.1 Control de calidad de las secuencias

Se realiz6 un andlisis de calidad de las secuencias crudas (archivos fastq)
ejecutando el software FastQC v0.11.8
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) antes y después de
realizar la limpieza. Esto con la finalidad de observar la calidad con la que se habian

recibido las lecturas secuenciadas y determinar el manejo de las mismas.

8.6.2 Limpieza de secuencias

Al realizar la limpieza de las secuencias se puede mejorar el ensamblaje del
transcriptoma (MacManes, 2014). La herramienta utilizada para la limpieza fue
Trimmomatic (Bolger et al., 2014), con la cual fue posible eliminar aquellas
secuencias de baja calidad (alta probabilidad de error en las bases) o con un QScore
<5 (Phred Quality Score, indica la probabilidad de que una base determinada sea
llamada incorrectamente por el secuenciador). También se eliminaron secuencias
menores a 25 pares de bases de longitud y se removieron adaptadores que aun

estuvieran presentes como producto del proceso de secuenciacion.

Los parametros utilizados en Trimmomatic fueron los siguientes:
e ILLUMINACLIP:$TRIMMOMATIC_DIR/adapters/TruSeq3-PE.fa:2:30:10
e SLIDINGWINDOW:4:5

e LEADING:5
e TRAILING:5
e MINLEN:25
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8.6.3 Ensamble del transcriptoma de novo

El ensamblaje de novo se realiza cuando se pretende estudiar el
transcriptoma de un organismo “no modelo”, es decir, del que aun se requieren
estudios y del cual no existen informacion genémica o ésta es muy pobre (Lowe et
al., 2017).

El punto de inicio de cada lectura es aleatorio, por lo que tendran zonas
comunes entre ellas que ayudaran a reconstruir la secuencia final mediante un
procedimiento de ensamblaje que consiste en la busqueda de las regiones que
solapan entre si mediante criterios heuristicos apropiados para ir formando una
cadena de nucledtidos cada vez mayor hasta conseguir formar la cadena completa.
En el caso de que la cadena completa sea imposible de formar, se intenta conseguir
los fragmentos mas grandes que sea posible. Los fragmentos obtenidos se
denominan “contigs” para dar la idea de que son todos los nucleétidos contiguos

que se han logrado yuxtaponer (Fig. 4) (Guerrero-Fernandez, 2015).

CATGCATGCTAGCTGCAGATGACTGATG

Lecturas obtenidas del
secuenciador

&

8 * Iy
. Y
Se busca las zonas de coincidencia entre las propias secuencias. Ensamblale
CATGCATGCTAGCTGCAGATGACTGATG GACTGATGA

AGATGACTGATG T £ ATCATGCATG
CA AGCTGCGATGACTGATG

v

. - ™
Se obtienen diferentes contigs (agrupaciones de secuencias) inconexos entre si. Formacion de CDntlgS

Contigl: CATGCATGCTAGCTGCAGATGACTGATG CTGCAGATGACTGATGA CATGCATG
Contig2: CGTGAATCATGCATGCGTGAACTGACGTACACTACGTATCATGCATG

s c 2 ~
Los contigs se pueden reardenar usando experimentos adicionales o secuencias pareadas Reordenacion de contlgs

CGTGAATCATGCATGCGTGAACTGACGTACACTACGTATCATGCATG CATGEATGETAGC TECAGATGACTGATE CTGCAGATGACTGATGAL CATGCATG

v

CONTIG 2 CONTIG |

A

Fig. 4. Esquematizacion del proceso de ensamblaje (Guerrero-Fernandez, 2015)
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El ensamble del transcriptoma se realiz0 con todas las lecturas pre-
procesadas. Se utilizé el software bioinformatico Trinity v2.8.3 (Haas et al., 2013),
el cual se utliza ampliamente para ensamblar secuencias de transcritos

provenientes de datos de RNA-Seq de lllumina.

Trinity, combina tres modulos de software independientes: “Inchworm?,
“Chrysalis” y “Butterfly”, los cuales son aplicados secuencialmente para procesar
grandes volumenes de lecturas de RNA-Seq. De manera general, Trinity particiona
toda la informacion de las secuencias en varios graficos de Bruijn individuales, cada
uno representando la complejidad transcripcional de un gen o locus dado
(Inchworm), después procesa cada gréafico independiente para extraer las isoformas
de mayor longitud posibles debidas al splicing (Chrysalis) y separar posteriormente

transcritos derivados de genes paralogos (Butterfly).

Como resultado del proceso de ensamblaje se obtuvieron todos los contigs o

secuencias de transcritos provenientes de las lecturas iniciales.

8.6.4 Traduccidn de transcritos

Los transcritos obtenidos del proceso de ensamblaje (archivos fasta), fueron
el sustrato del software TransDecoder
(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki), el cual se divide en dos
partes, segun su pipeline: primero se utiliz6 TransDecoder.LongOrfs, para realizar
la traduccion conceptual (nucleétidos-proteina), con el que se obtuvieron los marcos
de lectura abiertos (Open Reading Frames - ORFs) o regiones codificantes de cada
transcrito. Dichos ORFs se compararon con algunas bases de datos con evidencia
basada en similitud, tales como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(Altschul et al.,, 1990), especificamente Blastp (proteina-proteina) y Blastx
(nucledtido-proteina), ademas de Pfam (caracterizacion de dominios proteicos)
(Finn et al., 2006). Esta busqueda por homologia se realiz6 para maximizar la
sensibilidad de capturar ORFs que tuvieran significancia funcional; posteriormente

se utilizd6 TransDecoder.Predict para volver a buscar homologias entre los
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transcritos y las bases de datos antes mencionadas, y asi localizar las proteinas con

las que coincidieron o se asemejan los transcritos sometidos a revision.

8.6.5. Anotacion funcional del transcriptoma

La anotacion del transcriptoma se realizé para establecer, si segun las bases
de datos publicas consultadas para homologia proteica (Blast/Swiss-prot), dominio
proteico, péptido sefial y dominios transmembranales (HMMER/Pfam) (Bryant et al.,
2017), existe parecido entre el transcrito del transcriptoma de novo y las secuencias
conocidas en éstas bases de datos, y si dicha similitud es suficiente para permitir

asignarle las mismas funciones.

El software empleado para la anotacion del transcriptoma ensamblado fue
Trinotate (https://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io/wiki), el cual realiz6 una
integracion en una base de datos SQLite de toda la informacion generada
previamente y arrojo un reporte de anotacion en donde se pudieron identificar los
genes o transcritos con su respectivo ID y funcion asociada en términos de GO

(componente celular, funcibn molecular y proceso biolégico en que participa).

8.6.6 Evaluacion general del ensamble

Una vez que se concluy6é con el proceso de ensamblaje, se procedio a
evaluar la calidad o integridad (cuantitativa) de dicho ensamble en términos de
cantidad de genes esperados, es decir, se realiz6 un analisis para conocer qué tan
completo estaba el ensamble, comparando los transcritos ensamblados contra una

base de datos de genes ortélogos en peces.

La evaluacion se realiz0 a través de BUSCO (Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs), que emplea la base de datos OrthoDB (www.orthodb.orq)

para proveer las medidas cuantitativas del ensamble. Las métricas que genera
BUSCO son en funcion de genes completos (simples y duplicados); simples cuando

sus longitudes estan dentro de dos desviaciones estandar del grupo BUSCO, es
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decir, dentro de una expectativa del 95%; mientras que, duplicados cuando son
genes completos que se encuentran en mas de una sola copia. Los genes
incompletos o fragmentados, son aquellos genes que solo fueron recuperados
parcialmente. Por ultimo, genes “perdidos” (missing genes) aquellos que no fueron

recuperados (Simao et al., 2015).

Dentro de OrthoDB se encuentran las bases de datos de los linajes que se
utilizan para generar los clusters de genes ortélogos segun el organismo que se

esté analizando. El linaje empleado para éste estudio fue Actinopterygii.

Como parte de las métricas generadas al utilizar BUSCO, la cantidad de
genes duplicados obtenidos, llevaron a discriminar y seleccionar aquellos que eran
duplicados verdaderos, es decir, que el hit del gen ortélogo en la base de datos
(OrthoDB) fuera representado realmente por un gen distinto dentro del
transcriptoma, que tuviera un nimero de identificacion (ID) diferente y asi descartar
gue el andlisis estuviera basado en las isoformas de los genes; de esta forma se
redujo la cantidad de genes duplicados totales. Dichos genes pueden ser de utilidad

en investigaciones posteriores.

Finalmente, aquellos genes que aparentemente no aparecieron en el
transcriptoma generado (missing genes), se sometieron a un enriquecimiento de
funciones en términos de GO (GO-terms). Esto para obtener aquellos términos
ontoldgicos relacionados a estos genes e introducirlos posteriormente en REVIGO,
herramienta de la web que crea clusters de los “GO terms” que son semanticamente
similares y los representa en varios estilos de visualizacion, de tal manera que se
pudieron conocer aquellos procesos bioldgicos en que estan involucrados aquellos

genes que no se ven reflejados en el transcriptoma ensamblado.
8.6.7 Estimacion de abundancia de transcritos

En la busgueda de los genes con expresion diferencial entre los tratamientos,

previamente se realiz6 la estimacién de abundancia de transcritos y el mapeo de
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estos contra el transcriptoma ensamblado (de referencia), esto mediante un pseudo-

alineamiento con el programa de cuantificacion Kallisto (Bray et al., 2016).

El concepto general parte de que, si no se realiza ninguna manipulacion de
las muestras, la probabilidad de que aparezcan las lecturas pertenecientes a cada
gen es la misma en todos los casos. Por ese motivo, si las lecturas pertenecientes
a un gen aparecen relativamente mas veces, sugiere que es porque ese gen esta

sobre-expresado en determinada muestra (Guerrero-Fernandez, 2015).

8.6.8 Analisis de correlacion de muestras

La estimacion de abundancia de transcritos llevd a la construccion de las
matrices de expresion de transcritos con valores de expresion normalizados, con lo
gue se pudo crear la matriz de correlacion de muestras y sus respectivas réplicas,
ademas de un andlisis de componentes principales (PCA), todo esto para verificar
el efecto de la alimentacién con rotifero, con la microdieta control y la adicion de
ALA a la microdieta, a nivel transcripcional en las larvas de C. estor. Todos los plots

fueron generados mediante scripts en R.

8.6.9 Analisis de expresion diferencial

Las matrices y los plots antes mencionados, fueron utilizados para el andlisis
de expresion diferencial de genes, donde se emple6 el paquete
EdgeR/Bioconductor, el cual realiza comparaciones a la par de cada una de las
muestras y como resultado genera un analisis donde incluye el fold-change utilizado
(fold-change = 4) y el valor de significancia estadistica empleado (p-value = 0.01),
mostrando solamente el subset de genes expresados diferencialmente en cada uno

de los tratamientos.
8.6.10 Anotacidn de genes con expresion diferencial

Con el reporte de anotacion generado por TRINOTATE, se localizaron el total

de genes obtenidos con expresion diferencial en cada uno de los tratamientos, con
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la finalidad de conocer los procesos bioldgicos en los que dichos genes estan

involucrados.
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9. RESULTADOS

9.1 Desempefio larvario y evaluacion histologica

Los resultados obtenidos del experimento de alimentacidon demuestran que
las larvas alimentadas con rotifero lograron el mejor desempefio en términos de
crecimiento (5.28 g £ 1.1), siendo significativamente mayor que el resto de los
tratamientos (Grafica. 1). Respecto a la supervivencia, no hubo diferencia
significativa entre las larvas alimentadas con rotifero (88.24% * 3.85) y el
tratamiento adicionado con 20 mg kg de ALA (ALA-20) (76.64% * 6.20) (Gréfica
2). De los tratamientos de las microdietas adicionadas con ALA, la de 20 mg kg*
obtuvo la mayor supervivencia, siendo significativamente diferente con la microdieta
control (ALA-0) (53.52% + 13.19). El tratamiento ALA-20 tuvo también el mejor
aprovechamiento del alimento para convertirlo en peso corporal, ya que presento la
mejor tasa de conversion alimenticia (FCR) (ALA-20 = 1.07 vs ALA-0 = 1.67) con el
menor consumo de alimento (FI) (ALA-20 = 17.75mg vs ALA-O = 25.47mg);
adicionalmente, la tasa de eficiencia proteica (PER) present6 el mayor valor (1.93)
en dicho tratamiento, el cual fue diferente al resto de los tratamientos de manera

significativa (p < 0.05).

Crecimiento

Peso seco ()

T
Rotifero ALA-O ALA-20 ALA-40 ALA-80 ALA-160

Grafica 1. Crecimiento de larvas de C. estor bajo diferentes tratamientos de alimentacion
(alimento vivo y microdietas) al finalizar 27 dias de experimentacion. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0.05)
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Rotifero ALA-O ALA-20 ALA-40 ALA-80 ALA-160

Gréfica 2. Supervivencia de larvas de C. estor bajo diferentes tratamientos de alimentacién
(alimento vivo y microdietas) al finalizar 27 dias de experimentacién. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0.05)

Debido a los resultados de crecimiento mencionados anteriormente, se
realizé una evaluacion histolégica de las larvas de los tratamientos de alimentacion
con rotifero y con la microdieta control (Fig. 5A y 5B).

Fig. 5. A. Corte transversal de larva de C. estor alimentada con microdieta. B. Corte
transversal de larva de C. estor alimentada con alimento vivo (rotifero).

En la Fig. 5. logra apreciarse claramente la diferencia en el desarrollo de la

musculatura entre larvas alimentadas con rotifero vs alimentadas con microdieta,
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mostrando evidentemente mayor crecimiento muscular en las larvas alimentadas

con rotifero.

9.2 Extraccion de RNA

El RNA extraido de las 12 muestras en total (3 réplicas por tratamiento) de
los “pooles” de larvas de los cuatro tratamientos (Rotifero, ALA-0, ALA-20 y ALA-
160), se evaluo6 en un chip de RNA Agilent 6000 Nano de Bioanalyzer. Se reporto
de alta calidad, observando buena concentracion (751-1000 ng/ul) y valores de RIN

(RNA Integrity Number) por arriba de 8.8.

9.3 Secuenciacion de RNA (RNA-seq)
Por medio del equipo de secuenciacion Next-Seq500-lllumina, se obtuvo un
rendimiento aproximado de 10,000,000 (diez millones) de lecturas por muestra, con

una longitud de 75 pb cada una.

9.4 Control de calidad de las secuencias

Las secuencias o lecturas con las que se ensamblo el transcriptoma tuvieron
un Q-score > 30 (Fig. 6.). El Q-score o puntuacion de calidad es la probabilidad de
que una base se haya integrado de manera errobnea en el proceso de secuenciacion.
Esta puntuacion esta basada en el algoritmo Phred, donde a mayor Q-score, la

llamada de base es de mayor calidad o tiene mayor precision.
Un Q-score de 30, indica que la probabilidad de error es de 1 en 1000 (99.9%

de precision), por lo que las lecturas llegaron de alta calidad; de esta manera se

pudieron realizar el resto de los analisis bioinformaticos sin ningun inconveniente.
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Fig. 6. Resumen del andlisis de control de calidad de las lecturas obtenidas de la
secuenciaciéon. Software FastQC (version 0.11.8)

9.5 Ensamble del transcriptoma de novo

En una investigacion previa realizada con cabezas de juveniles de pescado
blanco, se habia ensamblado un transcriptoma con sus respectivas estadisticas
(Corona-Herrera, 2017), por lo que con la finalidad de obtener en este trabajo un
transcriptoma de novo lo mas completo posible, que incluyera los datos generados
por las cabezas de juveniles y las larvas de pescado blanco, se obtuvo la

informacion de ambos ensambles por separado y en conjunto (Tabla. 1).

El transcriptoma de novo se ensamblé haciendo uso del software
bioinformético Trinity (v2.8.3). Las métricas tanto del ensamble general (cabezas de
juveniles y larvas de pescado blanco) fueron originadas con el programa
TrinityStats.pl, dando como resultado un total de 80,693 genesy 112,070 transcritos

para el ensamble del transcriptoma de las larvas, y un total de 101,136 genes y
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156,100 transcritos para el ensamble general (cabezas de juveniles y larvas de C.
estor) (Tabla 1).

Tabla 1. Métricas del ensamblaje del transcriptoma de novo de larvas de Chirostoma estor
y métricas del ensamblaje del transcriptoma de novo de larvas y cabezas de juveniles de
pescado blanco (Chirostoma estor) (general).

General

Larvas (larvas + cabeza de juveniles)
Total de genes 80,693 101,136
Total de transcritos 112,070 156,100

Dado que con el ensamble general resulté mas robusto en cuanto métricas
se refiere (cantidad de genes y transcritos), fue con el que se realizaron el resto de

los andlisis bioinformaticos.

Segun las estadisticas, el N50 de los transcritos del ensamble de las larvas
fue de 2,138 y el del ensamble general fue de 2,496 con una mediana de longitud
de 516 y 521 pares de bases (pb) respectivamente. El total de bases ensambladas
fue de 122,489,186 para el transcriptoma de larvas y de 187,357,250 pb para el
ensamble del transcriptoma general (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticas basadas en los contigs de todos los transcritos de ambos ensambles
(larvas y general)

Estadisticas de los contigs de todos los transcritos

Contig N10 5,765 6,238
Contig N20 4,188 4,679
Contig N30 3,271 3,734
Contig N40 2,661 3,057
Contig N50 2,138 2,496
Mediana de la longitud de los contig 516 521
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Contig promedio 1,092.97 1,200.24

Total de bases ensambladas 122,489,186 187,357,250

9.6 Traduccion de transcritos

El total de ORFs o regiones codificantes obtenidos con TransDecoder a partir
de los transcritos del ensamble fue de 172,775; de los cuales 111,028 se
identificaron como completos, es decir, con sus respectivos codones de inicio y paro
(Tabla 3). EI ORF més largo tuvo una longitud de 1,666 pb.

Tabla 3. ORFs o regiones codificantes de cada transcrito obtenidos a partir del proceso de
ensamblaje.
ORFs — Open Reading Frames

Internos 17,330
Parcial 3’ 10,570
Parcial 5’ 33,847
Completos 111,028
Total 172,775

Los ORFs identificados se filtraron en bases de datos (Blast, Pfam) para
maximizar la sensibilidad de capturar OFRs que tuvieran significancia funcional y
realizar la prediccién de proteinas del transcriptoma. El e-value aplicado para el
filtrado en las bases de datos fue de le3, de ésta manera se discrimin
estadisticamente la cantidad de proteinas finales, obteniendo un total de 78,949

proteinas, de las cuales 49,930 fueron encontradas completas (Tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacion de proteinas del ensamble del transcriptoma de novo que fueron
traducidas conceptualmente con ayuda de diversas bases de datos publicas.

Proteinas
Internas 9,089
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Parcial 3’ 6,313

Parcial 5’ 13,217
Completas 49,930
Total 78,949

9.7 Anotacion funcional del transcriptoma

Todos los datos derivados del analisis de transcritos, se integraron en una
base de datos SQLite a través de Trinotate, lo que permite una busqueda eficiente
y rapida de cada transcrito en el reporte de anotacion generado, con su respectiva
funcién asociada, componente celular, funcién molecular y proceso bioloégico en que

participa.

9.8 Evaluacion general del ensamble

La evaluacion general se realiz6 a través de BUSCO y las métricas del
ensamble obtenidas se muestran en la Tabla 5. En el transcriptoma ensamblado de
novo, todos los genes son evaluados usando HMMER (Hidden Markov Model) y
perfiles de BUSCO que son linaje especifico, por ello es importante recordar que el

linaje empleado para éste estudio fue Actinopterygii.

De los 4,584 ort6logos de copia Unica del linaje Actinopterygii, se recuperaron
mas de 90% de genes completos en nuestro ensamble (4,168 genes), el 4.4% se
identificaron como genes fragmentados y un 4.7% de los genes no fueron

encontrados.

Del total de genes duplicados resultantes del ensamble (1,650), se
seleccionaron unicamente los genes duplicados verdaderos (93). Estos genes
pueden ser de utilidad en investigaciones posteriores, por ejemplo, en estudios de

funcién adaptativa.
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Tabla 5. Métricas de la evaluacion del ensamble de transcriptoma de novo

Evaluacion del ensamble

Porcentaje (%) Cantidad
C 90.9 4,168
S 54.9 2,518
D 36.0 1,650
F 4.4 202
M 4.7 214

n: 4584

C: BUSCOs completos; S: BUSCOs completos y de copia Unica; D: BUSCOs completos y
duplicados; F: BUSCOs fragmentados o incompletos; M: BUSCOs “perdidos” (estos ortélogos no se
encuentran en el transcriptoma ensamblado); n: Grupos empleados segun el linaje

Finalmente, mediante la anotacién del transcriptoma se extrajeron los
términos ontologicos (GO terms) de los missing genes 0 genes que aparentemente
no aparecieron en el transcriptoma generado y mediante la herramienta de la web,
REVIGO, se logr6 esquematizarlos y visualizarlos en diferentes graficos o plots
basados en similitud semantica, es decir, se agruparon automaticamente aquellos
GO terms de los genes o productos génicos que tienen funciones asociadas o
participan en conjunto (Fig. 7). Esto se realiz6 con la finalidad de conocer los
procesos biolégicos en los que estan involucrados los genes faltantes en el

transcriptoma de novo.

En el grafico de dispersion (Fig. 7) se muestran solamente algunos procesos
biolégicos propios de los missing genes, ya que al ser 563, no resulté posible
representarlos en su totalidad, pero se pueden apreciar algunos de ellos. Cada
circulo o burbuja es un proceso bioldgico diferente. Varios de los procesos
biolégicos encontrados estan relacionados a el metabolismo de hormonas
reproductivas o vias de sefalizacion de hormonas esteroideas, asi como ciclos
celulares mitéticos y meidticos, lo cual era de esperarse, ya que por la etapa
fisiol6égica de los organismos utilizados para el presente estudio (larvas), los GO

terms de dichos procesos no estuvieron presentes en el transcriptoma ensamblado.
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Fig. 7. Gréfico de dispersion de los missing genes. Muestra una distribucion de los GO
terms y los representa como burbujas en un espacio 2D. Los GO terms que se encuentran
mas cercanos son semanticamente mas similares

9.9 Efecto del ALA en las larvas

9.9.1 Andlisis de correlacién de muestras (ALA-0 vs ALA20)

El andlisis de estas muestras se realiz6 debido a que el tratamiento ALA-20
presentdé mayor supervivencia que ALA-O, sin mostrar diferencias significativas con
el tratamiento de alimentacion con rotifero (Grafica 2), por lo que se decidio evaluar

el efecto de ALA en las larvas.
A partir del apartado 9.4 de la seccidon de “Resultados” (Ensamble del

transcriptoma de novo) se hizo mencién de que el ensamble se realizé utilizando los

datos de una investigacion previa (cabezas de juveniles de pescado blanco) y el
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presente trabajo (larvas de pescado blanco); esto con la finalidad de obtener un
transcriptoma lo més completo y robusto posible. Es importante mencionar que para
el “Analisis de correlacién de muestras” (9.7), el “Analisis de expresion diferencial”
(9.8), y la “Anotacién de genes con expresion diferencial” (9.9), se cred el archivo
manifiesto Unicamente con los datos de las muestras del presente trabajo (larva)

para un analisis mas preciso.

Como resultado de la cuantificacion de la abundancia de transcritos realizada
con Kallisto (software de cuantificacion), se construyeron matrices de conteo y de
valores de expresion normalizada para dar lugar a la matriz de correlacién de
muestras y sus respectivas réplicas (Fig. 8), y el analisis de componentes
principales (PCA) (Fig. 9), para los cuales se empled un logaritmo en base 2 o
logaritmo binario (Log2). Ambos analisis se realizaron para verificar el efecto del

tratamiento del ALA en las muestras.

En la matriz de correlacion se estiman los perfiles de expresion de todos los
transcritos en todas las muestras y se espera encontrar una clusterizacion o
agrupacion de muestras con perfiles de expresion similares, asi como alta
correlacion entre réplicas biologicas de un mismo tratamiento, pero baja correlacion
entre tratamientos, lo que indicaria un efecto a nivel transcripcional entre

tratamientos

Como resultado de la matriz de correlacion, se observo una alta correlacion
(0.85 a 1) entre las muestras y réplicas de ambos tratamientos, es decir, no existié
tal formacion de cllsters y los perfiles de expresidn son similares entre tratamientos,
lo que inicialmente indica que al parecer el ALA en la concentracién de 20 mg kg

no muestra modificaciones diferenciales a nivel transcripcional.
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Para corroborar los hallazgos de la matriz de correlacion, se procedié a
realizar el andlisis de componentes principales (PCA), en donde se busca un
agrupamiento de vifietas entre réplicas de un mismo tratamiento, pero no asi entre

tratamientos.

Como resultado del PCA, se encontraron practicamente juntas las vifietas
gue representan las muestras y réplicas de ambos tratamientos, lo que indica que
no existe un efecto del tratamiento con ALA-20 en el transcriptoma de las larvas de

pescado blanco.
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Fig. 9. Analisis de componentes principales representando por 2 componentes (PC1,
PC2). Los circulos color rojo representan las tres réplicas del tratamiento con ALA-0. Los
triangulos color turquesa representan las tres réplicas del tratamiento con ALA-20

9.9.2 Analisis de expresion diferencial (ALA-0 vs ALA-20)

La matriz de correlacion de muestras ayudoé para la realizacion del andlisis
de expresion diferencial de los genes, donde haciendo uso del paquete
EdgeR/Bioconductor se obtuvieron los “subsets” o subconjutnos de genes

expresados diferencialmente (fold-change = 4 y p-value = 0.01) entre tratamientos.

En el plot MA se obtuvo un primer acercamiento de la expresién diferencial,
donde se representan la cantidad de genes expresados y la sobre o sub-expresién
de estos. Los puntos rojos en el plot representan Unicamente los genes con
expresion diferencial; tomando esto en cuenta y considerando solamente los genes
sobre-expresados, se encontraron relativamente pocos genes expresados

diferencialmente entre tratamientos, como se aprecia en el plot (Fig. 10).

MA plot

10
I

logFC

-5
L

-10
.

0 5 10

logCounts

Fig. 10. Plot MA. Representacion de los resultados del analisis de expresion diferencial,
cantidad de genes expresados (logCounts) y mayor o0 menor expresion de los mismos
(logFC). Puntos coloreados en rojos son los genes con expresion diferencial entre
tratamientos (fold-change = 4 y p-value = 0.01)
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De igual manera que en el plot MA, en el plot Volcano se representan

aquellos genes con expresion diferencial. Los puntos rojos son los puntos de interés,

ya que ilustran a los genes sub-expresados (logFC menor de 0) o sobre-expresados

(logFC mayor de 0) y con significancia estadistica (-1log10FDR) (p<0.05) Fig. 11.
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Fig. 11. Plot Volcano. Representa los resultados del andlisis de expresion diferencial.

logFC

Puntos coloreados en rojos son los genes diferencialmente expresados entre tratamientos
(fold-change = 4 y p-value = 0.01)

En el Heat map (Fig. 12) se aprecian los clusters de las muestras de ambos

tratamientos con sus respectivas réplicas y los genes con expresion diferencial (sub

y sobre-expresados) representados en colores. Aquellos genes que se distinguen

de color marrén-amarillo, son los de interés, es decir, son los genes a los que

posteriormente se buscé su respectiva anotacién, ya que son los sobre-expresados

diferencialmente entre tratamientos.
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9.9.3 Anotacioén de genes con expresion diferencial (ALA-0 vs ALA-20)
El reporte de anotacion generado previamente con TRINOTATE, sirvié como
base para referir los genes con expresién diferencial entre tratamientos. Esto con la

finalidad de conocer los procesos bioldgicos en los que pudieran estar involucrados

dichos genes.

Los genes sobre-expresados diferencialmente y anotados para el tratamiento

con ALA20 se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Anotacion de genes con expresion diferencial para el tratamiento de ALA20 (larvas
alimentadas con la microdieta adicionada con 20 mg kg).

Gen Componente celular, funcién molecular y/o procesos
bioldgicos en los que esta involucrado cada gen
segun la anotacion del transcriptoma

1. Miembro de la sub-familia A del canal

. ) . e Transporte transmembranal de iones de potasio
dependiente de voltaje de potasio 2

2. Proteina bicaudal D homéloga 2 e Localizacién del centrosoma

3. Probable ARN dependiente de ATP

. e Procesamiento de ARNr
helicasa DDX27

4. Sub-unidad del canal de Calcio tipo T e Importacion de iones de Calcio
dependiente del voltaje alfa-1 e Motilidad espermatica flagelada
5. Claudin-6 e Organizacion de union célula-célula

. . . e Cadena aerobia de transporte de electrones
6. Sub-unidad 3 del citocromo C oxidasa

e Conjunto de cadenas respiratorias IV

. . e Reparacion de DNA
7. Complejo FACT sub-unidad SPT16

e Replicacion de DNA

Los genes con expresion diferencial en el tratamiento con ALA-20, participan
en procesos bioldgicos naturales propios de la célula (transporte transmembranal
de iones de potasio, procesamiento de acidos nucleicos, organizacion celular, etc.),
sin embargo, contrariamente a lo que se esperaba, debido a la naturaleza
antioxidante del ALA, no se encontré ningln gen o conjunto de genes que estén

relacionados al contrarresto del estrés oxidativo por medio del ALA.

9.9.4 Anotacion de genes con expresion diferencial (ALA-0 vs ALA-160)
Con la finalidad de descartar que la dosis de ALA utilizada fuera muy baja (20
mg kg') y que por ello no se observé un efecto claro a nivel transcripcional, se
decidié trabajar con las muestras de las larvas alimentadas con la microdieta
adicionada con la concentracién mas elevada de ALA (160 mg kg™), y evaluar la
expresion génica en este tratamiento para observar un posible efecto del ALA que

no se observo en la concentracion mas baja.
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En el PCA realizado con las muestras iniciales (ALA-O y ALA-20), hay dos
muestras que se desfasan del resto (ALAO_rep2 y ALA20 rep3), es decir, fueron
las que tuvieron mayor variabilidad entre las muestras (batch effects), por lo que se
decidié eliminarlas y juntar las muestras del tratamiento control (ALA-0) y las del
tratamiento con ALA-20, ya que no varian en gran medida en cuanto a expresion

génica, y asi poder realizar inferencias estadisticas.

Los efectos de lote o batch effects pueden ocurrir debido a condiciones de
laboratorio, lotes de reactivos, diferencias individuales, etc., y pueden conducir a
conclusiones incorrectas (Leek et al., 2010). De tal manera que al final se
contrastaron 2 réplicas de ALA-0 y 2 réplicas de ALA-20, que constituyeron ahora

el tratamiento control, contras las 3 réplicas de ALA160.

En el reporte de anotacion se buscaron los genes con expresion diferencial
en el tratamiento ALA160, para conocer los procesos biolégicos en los que estan
involucrados dichos genes. Se encontraron 91 genes con expresion diferencial, de

los cuales Unicamente se encontré la anotacion de 10 (Tabla 7).

Tabla. 7. Anotacién de genes con expresion diferencial para el tratamiento ALA160

Componente celular, funcién molecular y/o procesos
biol6égicos en los que estainvolucrado cada gen segln

Gen - .
la anotacion del transcriptoma

L. . A e Hormona peptidica
1. Neuropéptidos de la familia del glucagon
e Actividad hormonal

2. Proteina del miembro 2 del dominio
similar a la ubiquitina residente en el e Respuesta a proteina desdoblada
reticulo endoplasmico sensible ala e  Espermatogénesis

homocisteina

o ) ) e Transduccion de sefiales
3. 1-fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
. e Proceso catabdlico de lipidos
fosfodiesterasa delta-4
e Proceso metabdlico del fosfatidilinositol

4. Proteina YIPF6 e Componente integral del aparato de Golgi
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. . . e Adherencia a fascia
5. Proteina de anclaje relacionada con la

) e Union de tendén muscular
nebulina

e Enlace a actina muscular

} . ) e Conecta la RNA polimerasa Il a reguladores de la
6. Proteina 3 asociada a ARN polimerasa Il

formacién de complejos proteicos

o ] e Catabolismo de compuestos aromaticos
7. Epoxido hidrolasa 1

e Respuesta a sustancias toxicas

o ) ¢ Filamento de actina y miosina
8. Cadena pesada de miosina, musculo

" e Unién a calmodulina
esquelético

e Actividad motora

. - N e Respuesta a farmacos
9. Particulas de reconocimiento de sefial

. e Proteina co-translacional dependiente de SRP
subunidad SRP72

dirigida a membrana

e Proceso biosintético de aldosterona y cortisol
e Importe de iones de calcio
10. Subunidad alfa-1H tipo T del canal de e Respuesta celular a estimulo hormonal
calcio dependiente de voltaje e Contraccion y desarrollo muscular
e Regulacién de la contraccién cardiaca

e Regulacién del potencial de membrana

Los genes con expresion diferencial en el tratamiento con ALA160, participan
también en procesos biolégicos propios de la célula, como en la transcripcién,
transduccion de sefiales, transporte de iones; asi también en otros procesos como
en el metabolismo de moléculas como lipidos, cortisol, compuestos aromaticos, etc.;
también se encontraron genes que estan relacionados con respuesta a estimulos
hormonales, actividad de filamentos musculares y contraccion muscular, respuesta
a farmacos y sustancias toxicas, sin embargo, no se encontrd ningdn gen o genes
que participen en conjunto en alguna via que esté relacionada al contrarresto del

estrés oxidativo.
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9.10 Efecto del alimento vivo vs microdietas en las larvas

9.10.1 Anotacion de genes con expresion diferencial (Microdieta vs
Alimento vivo)

Como ya se menciond, el tratamiento donde las larvas fueron alimentadas
solamente con rotifero, presentd los mejores resultados de desempefio larvario
(Gréfica 1y 2), lo cual fue corroborado histolégicamente. Por lo anterior, se llevo
acabo la secuenciacion del transcriptoma de dichas muestras para comparar el perfil
de expresion de las larvas alimentadas con microdieta y de las larvas alimentadas
con rotifero, y asi conocer los cambios en la expresion génica generados por la
alimentacion con rotifero y utilizarlos como posibles herramientas de mejora de la

microdieta que se brinda a C. estor.

En este caso, en el andlisis de correlacion de muestras y en el PCA, ambos
tratamientos mostraron agrupacion de muestras con sus respectivas réplicas segun

sus perfiles de expresion (Fig. 13y 14).
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Fig. 13. Matriz de correlacién de muestras y sus respectivas réplicas de larvas
alimentadas con microdieta vs larvas alimentadas con alimento vivo
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Fig. 14. Analisis de componentes principales de las muestras de las larvas alimentadas
con microdieta y de las larvas alimentadas con alimento vivo.

En la comparacion entre las muestras de las larvas alimentadas con
microdieta y aquellas alimentadas con rotifero, resaltaron mayor cantidad de genes
con expresion diferencial, a diferencia de los otros tratamientos contrastados (ALAO
vs ALA-20 y ALAO vs ALA160), como puede apreciarse en los plots MA y Volcano
(puntos rojos) (Fig. 15y 16).
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Fig. 15. Plot MA. Resultados del andlisis de expresion diferencial entre el tratamiento
control (microdieta) y larvas alimentadas con alimento vivo. Representa la cantidad de
genes expresados (logCounts) y mayor o menor expresion de los mismos (logFC). Puntos
coloreados en rojos son los genes con expresion diferencial (fold-change = 4 y p-value =
0.01)
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Fig. 16. Plot Volcano. Representa los resultados del analisis de expresion diferencial
entre el tratamiento control y ALA20 vs el tratamiento de ALA160. Genes con un FDR
(False Discovery Rate) <0.05 aparecen coloreados en rojo.

En la Fig. 17, se representa en forma de Heat map, los genes agrupados
diferencialmente expresados entre tratamientos (alimento vivo vs microdieta). Se
buscé la anotacion del conjunto de genes que se distinguen dentro de la gama de
colores marrén-amarillo del tratamiento con alimento vivo, intentando identificar

aguellos que brindaran informacion para explicar el mayor crecimiento de las larvas.
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Fig. 17. Heat map. Representacion de genes expresados diferencialmente (fold-change =
4y p-value = 0.01) para cada tratamiento. De acuerdo a la paleta de color (Color key —
esquina superior izquierda), aquellos genes que se encuentre entre la gama de colores

negro-morado son los sub-expresados; aquellos genes que se encuentren entre la gama
de colores marrén-amarrillo son los sobre expresados segun el tratamiento, microdieta

(linea roja superior) y alimento vivo (linea azul turquesa superior).

El total de genes diferencialmente expresados para el tratamiento con alimento
vivo fueron 554, de los cuales se cont6 solamente con la anotacion de 179 de ellos.
Dichos genes estuvieron distribuidos en procesos importantes como el metabolismo
de carbohidratos (glucolisis, gluconeogénesis) y lipidos (biosintesis y transporte de
acidos grasos de cadena media y cadena larga); en el proceso de percepcién visual
(fototransduccion, desarrollo de la retina y via de sefializacion mediada por la
rodopsina), genes que participan en el desarrollo nervioso (hipotalamo, migracion
celular a la cresta neural, morfogénesis axonal), angiogénesis y hematopoyesis;
regulacion del proceso apoptotico, ritmo circadiano, respuesta inmune (regulacion

de la proliferacion de células T, activacion del complemento, inmunidad innata) y
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respuesta al estrés (proceso Oxido-reduccion); queratinizacion, pigmentacion
(biosintesis de melanina), y genes de algunas enzimas digestivas proteoliticas, asi
como algunos genes involucrados en la morfogénesis del tracto digestivo, el

desarrollo del pancreas exocrino y la morfogénesis del higado (Anexo 1).

También se encontr6 sobre-expresado un conjunto de genes relacionados con
el crecimiento y desarrollo de cartilago (desarrollo de condrocitos, condensacion del
cartilago), hueso (mineralizacion, osificacion) y principalmente masculo, involucrado
en la unién de los filamentos de actina, miosina y tropomiosina y su accion motora,
en la regulacién de la contraccion muscular, ensamble y desarrollo de fibras
musculares, organizacion del sarcomero y homeostasis celular muscular, ademas
se encontraron 2 genes relacionado a la remodelacién de la cromatina por medio
de metilacidon, pero con regulacion positiva hacia la diferenciaciéon celular y

desarrollo del tejido masculo esquelético (Anexo 1)

Como ya se menciond anteriormente, el crecimiento de las larvas alimentadas
con rotifero es varias veces mayor que el de las larvas alimentadas con microdieta
(Grafica 1y 2); el conjunto de genes sobre-expresados en las larvas alimentadas
con rotifero, involucrados con el desarrollo muscular, cartilaginoso y 6seo, esta
correlacionado con el efecto observado histolégicamente del crecimiento muscular
de las larvas de éste tratamiento comparadas con las larvas alimentadas con la

microdieta.

Ademas, los genes sobre-expresados en éste tratamiento de algunas enzimas
digestivas y los involucrados en la morfogénesis de estructuras digestivas, son muy
relevantes, partiendo de que las larvas alimentadas con microdietas, a diferencia de
las alimentadas con rotifero, tienen un menor desempefio debido entre otros
factores a un sistema digestivo inmaduro y baja capacidad enzimética (Kolkovski,
2001).
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10.DISCUSION

10.1 Evaluacion general del ensamble

Las métricas de evaluacion de un ensamble de transcriptoma de novo,
basadas en el tamafio y que valoran continuidad del mismo, generalmente incluian
la mediana de la longitud de los contigs, el nUmero total de contigs y el N50 (longitud
del contig mas largo) (Li et al., 2014), de tal forma que todos los contigs de al menos
esa longitud, componian el 50% del total de bases ensambladas, por lo que a mayor

N50 resultaria en un mejor ensamble (Miller et al., 2010).

Estas métricas han mostrado ser inciertas (O’Neil y Emrich, 2013), ya que
por ejemplo, en un ensamble construido por la concatenacion de todas sus lecturas
(reads) en un solo contig, maximizaria dichas medidas (Li, et al., 2014), ademas de
que éstas no pueden ser utilizadas para determinar lo completo del ensamble, por
lo que actualmente estan disponibles otros métodos de evaluacion precisos e
incluso linaje especifico, como es el caso de BUSCO (Benchmarking set of
Universal Single-Copy Orthologs) (Siméo et al., 2015; Carruthers et al., 2018)

De los 4,584 ort6logos de copia Unica del linaje Actinopterygii, se recuperaron
mas de 90% de genes completos en nuestro ensamble (4,168 genes), el 4.4% se
identificaron como genes fragmentados y un 4.7% de los genes no fueron
encontrados. Esto revela que nuestro ensamble fue de alta calidad y buena
cobertura, a pesar de que se utilizaron especimenes completos de un Unico estadio
y las cabezas de peces juveniles, ya que, al parecer la tendencia de recuperacion
de genes a través de BUSCO, tiende a ser mayor cuando se utilizan organismos

completos y en multiples etapas de desarrollo (Carruthers et al., 2018).
Por ejemplo, en un trabajo publicado por Grabherr et al., (2013) emplearon 3

especies de organismos, recuperando el 95% de identidad de las secuencias

mapeadas a la referencia. O bien, la contraparte, en donde Theissinger et al., (2016)
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combinaron 4 tejidos del cangrejo de rio de agua dulce (Astacus astacus)

reportando un 64% de lo completo de su ensamble de transcriptoma de novo.

Una de las categorias representadas como parte de la evaluacion del
ensamble de novo, se refiere a los genes faltantes o genes que no fueron
encontrados en el transcriptoma (missing genes). Los procesos bioldgicos de dichos
genes estuvieron relacionados al metabolismo de hormonas reproductivas, vias de
sefalizacion de hormonas esteroideas, o con el ciclo celular meidtico, lo cual es otro
indicativo de que el ensamble se realizO correctamente, ya que por la etapa
fisiologica de los organismos utilizados para éste estudio (larvas), se esperaba que
los GO terms de dichos procesos no estuvieron presentes en el transcriptoma

ensamblado.

En un trabajo publicado recientemente por Carruthers et al., (2018) donde se
evalu6 un ensamble de novo de 4 diferentes tipos de salménidos en etapa juvenil,
y cuyo pipeline transcriptomico tiene cierta similitud con el empleado en el presente
estudio, obtuvieron ~33,126 a ~36,505 transcritos que codifican para proteinas,
mientras que en éste trabajo se obtuvieron 49,930. Para evaluar el ensamble,
utilizaron la misma herramienta (BUSCO), recuperando ~78% de genes completos,
~10% de genes fragmentados y ~12% de los missing genes, a diferencia del 90%,
4,4% y 4.7 respectivamente, encontrados en el presente ensamble. No basta con
comparar los trabajos, trata de hipotetizar porque sucede esto. Aqui entraria lo que
te pregunte de si estas diferencias se dseben a la metodologia de secuenciacion,

pipeline y/ o calidad de la extraccion?

El ensamblaje del transcriptoma de novo de larvas de pescado blanco
representa una importante contribucion a los recursos gendémicos de la especie y
puede ser utilizado como referencia para trabajos futuros de analisis de expresion
diferencial en esta especie, ya que segun su evaluacién cualitativa y cuantitativa,
resulté de alta calidad; o bien, junto a él, emplear diferentes etapas de desarrollo

para elaborar un transcriptoma aun mas robusto. También, los datos pueden tener
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distintas aplicaciones mas alla de las alcanzadas en el presente trabajo, ya que se
espera que el campo de la transcriptomica continte evolucionando a la par con el

mejoramiento de las tecnologias de secuenciacion (Lowe et al., 2017).

10.2 Efecto del acido alfa-lipoico en microdietas para larvas

En peces, la etapa larval es donde se presenta la mayor mortalidad
concomitante con pobre crecimiento, por lo que investigaciones que ayuden a
eliminar o reducir dicha mortalidad e incrementar el crecimiento, seran benéficas
para la industria acuicola (Langdon et al., 2008). En éste sentido, con la finalidad de
incrementar el desempefo de las larvas, se ha hecho uso de diversos aditivos

incorporados de diversas formas a los organismos.

El acido alfa-lipoico (ALA) es un aditivo que ha generado gran interés entre
los investigadores debido a su capacidad antioxidante. Se ha evaluado su efecto en
diversos modelos experimentales. Especificamente en organismos acuaticos, las
investigaciones se han realizado en algunas especies de vertebrados (carpa,
pampano plateado, coridoras, pez cebra), invertebrados (abulén), crustaceos
(cangrejo chino), con concentraciones variables (UM, 70-3200 mg kg*t), vias de
aplicacién o administracion diversas y en distintos estadios (embriones, juveniles y
adultos) (Monserrat et al., 2008; Zhang et al., 2010; Francis et al., 2012; Kutter et
al., 2012; Enamorado et al., 2015; Xu et al., 2017). Lo anterior ha generado que los
resultados obtenidos sean de igual forma variados, mostrando efectos favorables
en diversas funciones biolégicas como: crecimiento, supervivencia, respuesta
inmune, resistencia a dafios por contaminantes y principalmente disminuye los

niveles de estrés oxidativo de los peces (Kutter et al., 2014).

Es importante considerar que un exceso en la adicion de ALA ha demostrado
tener un impacto negativo, tanto en el crecimiento como en la capacidad
antioxidante de algunos organismos, por ello es importante determinar la dosis
apropiada para especies de importancia econémica (Sigler et al., 2015; Xu et al.,

2017), e incluso especificamente para cada oOrgano, y con ello maximizar el
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beneficio del efecto antioxidante y minimizar los efectos co-laterales pro-oxidantes
(Kutter et al., 2014). En el caso de las larvas de C. estor, ALA no habia sido probado
en ningun estadio, por lo tanto, se desconocia las concentraciones adecuada en la
qgue pudiera observarse un efecto positivo en el desmepefio larvario, de tal forma
que, partiendo de la literatura publicada, se utilizaron concentraciones relativamente
bajas, sin embargo, no se encuentran en el orden micromolar, como las empleadas
en embriones de pez cebra (Francis et al., 2012). En el presente trabajo, la
concentracion de 20 mg kg fue la que presenté los mejores resultados, mostrando

la mayor supervivencia y los mejores parametros nutricionales (PER, FCR).

A pesar de los diferentes estudios realizados hasta la fecha en organismos
acuaticos, dentro de los estadios de los organismos estudiados no figuran las larvas,
por lo que, hasta donde sabemos, éste seria el primer trabajo realizado en dicha
etapa en donde se empleé el acido alfa-lipoico, tanto para evaluar el desempefio de

los organismos como para conocer su efecto a nivel transcripcional.

Como ya se menciond, los resultados obtenidos en las investigaciones con
ALA han sido variables, sin coincidir en gran medida con lo alcanzado en el presente
estudio. Por ejemplo, en el caso de las larvas de C. estor, no se observé un efecto
del ALA en el crecimiento, a diferencia de otros estudios realizados en otras
especies como como el abulén (Zhang et al., 2010), el pampano plateado (Kitter et
al., 2012) y el cangrejo chino (Xu et al., 2017), sin embargo, en estos trabajos no se
reportd que la adicion de ALA ejerciera un efecto positivo en la supervivencia de los

organismos.

Para C. estor, ALA presentd un efecto positivo en la supervivencia,
coincidiendo con un estudio en tilapia la cual fue alimentada con una dieta
adicionada con ALA, donde las tasas de supervivencia fueron mas altas aun cuando

los peces fueron infectados con Aeromonas hydrophila (Lu et al., 2019).
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A diferencia de la mayoria de las investigaciones con ALA, en donde valoran
su efecto antioxidante a través de la medicion de la actividad de algunas enzimas
antoxidantes (SOD, GPX, GSH) (Montserrat et al., 2008; Zhang et al., 2010; Francis
et al., 2012; Kutter et al., 2012), en éste trabajo, fueron analizados los perfiles
transcripcionales de las larvas alimentadas con la microdieta adicionada con ALA.
En este caso, a pesar de los resultados positivos obtenidos en cuanto a
supervivencia y mejora de ciertos parametros nutricionales en las larvas de C. estor,
no se encontrd ningln gen o genes que estuvieran involucrados directamente o
relacionados a ciertas vias moleculares respecto al contrarresto del estrés oxidativo,
por lo tanto se concluye que el ALA en las dos concentraciones evaluadas (20 y 160
mg kg') no tiene un efecto a nivel transcripcional en cuanto al proceso de estrés

oxidativo en larvas de C. estor

El ALA, al ser un compuesto bioactivo y aplicarse en determinadas
concentraciones en la alimentacion de las larvas, podria generar cambios en la
respuesta fisiologica del organismo, los cuales pudieran no ser observados a nivel

transcripcional.

Por ello, se propone un enfoque integrativo para analizar otras respuestas
gue pudiera haber generado la inclusién del ALA, por ejemplo, la medicion de
actividad de enzimas antioxidantes (Panserat y Kaushik, 2010), la concentracién de
ROS, la oxidacion de proteinas (Monserrat et al., 2008) o la peroxidacién lipidica en
determinados 6rganos (Xu et al., 2017), asi como también una posible modificaciéon
en los niveles de significancia estadistica (0.01) y fold-change (4) manejados en

éste estudio.
Algunos autores como Rise et al., (2015) relacionan una sobre o sub-

expresion de genes redox con un aumento o disminucion en la actividad de las

mismas enzimas antioxidantes.
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En éste sentido, Panserat y Kaushik (2010) mencionan que existe una
cinética entre transcripcién (regulacién de genes) y la traduccién (sintesis de
proteinas), lo que posibilita cambios post-transcripcionales indicados por la
ausencia de RNAm en la traduccién y/o maduracion de proteinas. Por lo tanto, es
muy importante no confiar Unicamente en estudios moleculares utilizando

solamente niveles de RNAm sin andlisis complementarios de expresion fenotipica.

Los organismos aerobicos estan sometidos a gran cantidad de factores que
pueden generar estrés oxidativo, promoviendo un aumento en las ROS tanto por el
metabolismo interno, que desencadena un ambiente celular oxidado, como
numerosos factores externos, tales como variaciones en salinidad, concentracion
de oxigeno disuelto, temperatura, hipoxia, calidad del agua, parasitos,
enfermedades infecciosas, quimicos, toxicidad con metales pesados, radiacion UV
(Francis et al.,, 2012; Oliva-Teles, 2012). Los genes antioxidantes presentan
elementos de respuesta antioxidante (ARES), los cuales son motivos reconocidos
por factores de transcripcion como el Nrf2 (nuclear factor erythroid 2- related factor
2), que se une a la region regulatoria de los genes blanco para activar su
transcripcion (Aleksunes y Manautou, 2007) y cuya migracion nuclear es un proceso
clave para la activacion de los genes antioxidantes (Su et al., 2004). Bajo
condiciones celulares reducidas, es decir, sin que la célula presente estrés
oxidativo, el Nrf2 se encuentra unido a una proteina llamada Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1), la cual libera al Nrf2 al presentarse condiciones de oxidacién

(presencia de estrés oxidativo) (Su et al., 2004; Holland y Fishbein, 2010).

El complejo Keapl-Nrf2 estd altamente conservado entre vertebrados,
incluyendo el pez cebra (D. rerio) y su funcion es indispensable para la regulacién
de la respuesta antioxidante (Kobayashi et al., 2002). Dicho lo anterior, habria que
valorarse el hecho de que en el presente estudio, aparentemente, no se utilizé una
fuente o factor que generara estrés oxidativo en las larvas, lo que posiblemente llevo
a que no se expresaran altamente los genes antioxidantes al no liberarse el factor

de transcripcion Nrf2. Sin embargo, un estudio realizado por Su et al., (2004) en
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ratas de edad avanzada, demostraron que la administracion sola de ALA incrementa
los niveles de Nrf2 e induce su union a los AREs de los genes antioxidantes blanco,
por lo que, posiblemente las concentraciones de ALA empleadas en este trabajo,
fueron bajas y por ello no se vio reflejado un efecto antioxidante en los peces que
pudiera observarse a nivel transcripcional. Sin embargo, para comprobarlo habria
que desarrollarse nuevos estudios que incluyeran, por ejemplo, la medicion de la
concentracion de dicho factor de transcripcion.

Todos los vertebrados, incluyendo los peces, poseen antioxidantes
endégenos que ayudan a mantener el balance entre los agentes oxidantes y
antioxidantes (Francis et al.,2012). Uno de los efectos perjudiciales de las ROS,
cuando no existe dicho balance, es el dafio al DNA (McCord, 2000). Si bien, dentro
de los genes sobre-expresados en los tratamientos ALA-20 y ALA-160, no se
encontré ninguno relacionado al contrarresto del estrés oxidativo, se observo la
sobreexpresion del gen Complejo FACT sub-unidad SPT16 en el tratamiento ALA-
20 que participa en el proceso de reparacion y replicacion de DNA, que pudiera
estar relacionado a la alta supervivencia en este tratamiento, sin embargo, se
requeriria de otro experimento independiente en donde se evaluara el dafio
oxidativo al DNA, ademas de la concentracion de ROS (Monserrat et al., 2008) y
comprobar el efecto de ALA en las larvas sobre estos pardmetros de valoracién de

estrés oxidativo.

En un trabajo desarrollado por Monserrat et al., (2008) en peces coridora (C.
paleatus), mencionan que cada érgano de los peces tiene diferente capacidad para
lidiar con el estrés oxidativo y lo comprueban al analizar el efecto antioxidante
modulador del ALA y la respuesta al estrés oxidativo mediante medicién de enzimas
antioxidantes y proteinas oxidadas en el cerebro, branquias, musculo e higado de
dichos peces. Obtuvieron que el ALA no aumenta la actividad de las enzimas
antioxidantes GCL y GSH en musculo, lo que relacionaron a la condicion reducida
de éste 6rgano, hecho que no permite la migracion del Nrf2 del citoplasma al nucleo

y por lo tanto, no se da la transcripcion de genes antioxidantes; a diferencia del
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cerebro y el higado en donde a los peces del grupo donde se adicioné el ALA,
aumenta la actividad de estas dos enzimas, lo que sugiere una reduccion del estrés
oxidativo en estos tejidos (Monserrat et al., 2008). Es bien conocido que el higado
es el principal 6rgano de accion del ALA (Bustamante et al., 1998). En el presente
trabajo se emplearon pooles de 4 larvas completas para realizar el analisis
transcriptémico, por lo que no se descarta que el efecto antioxidante del ALA en
determinados 6rganos, se haya visto diluido.

En un trabajo de expresion génica en pollos de engorde alimentados con 40
mg kg* de ALA vs otros que no fueron alimentados con ALA, bajo la técnica de
gPCR analizaron especificamente 7 genes de enzimas hepaticas relacionadas a la
accion celular de ALA, y mencionan que la relativamente baja dosis de ALA
empleada en el estudio, disminuy6 los niveles de expresion de dichos genes en el
higado, a excepcion de GPX3 (glutation peroxidasa 3) que no mostré diferencias.
Por otro lado, utilizando la técnica de RNA-seq, se identificaron Unicamente 8 genes
sobre-expresados diferencialmente pero Unicamente en el grupo control, es decir,
en el tratamiento en donde los pollos no fueron alimentados con ALA (Mora et al.,
2017). Este es un ejemplo de un trabajo en donde haciendo uso de dos técnicas de
cuantificacion génica (QPCR y RNA-seq) no se obtuvieron los resultados esperados.
Igualmente, en el presente trabajo por la técnica RNA-seq no se obtuvieron los
resultados esperados, sin embargo, habria que evaluarse si mediante otra técnica

o disefio experimetal y de muestreo se observa algun efecto del ALA.

A la fecha, existen multiples trabajos del uso de ALA en organismos diversos
(humanos, ratas, peces, cultivos celulares, aves) (Su et al., 2004; May et al., 2006;
Maczurek et al., 2008; Yasin et al., 2012; Kutter et al., 2014), sin embargo, los
trabajos en donde se emplea la técnica de RNA-seq para evaluar el efecto de dicho
antioxidante, son contados. En organismos acuaticos, no se encontré ninguno en
donde se utilizara tal técnica, lo que podria ser de gran ayuda para verificar y resaltar

el potencial real de éste compuesto (ALA) en dosis adecuadas e incluso descubrir
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vias que podrian ser diferentes a aquellas relacionadas a la respuesta antioxidante

(Kutter et al., 2014) y contribuyeran a mejorar el desempefio de los peces.

A pesar del alto valor que ha adquirido el ALA por sus efectos benéficos sobre
el desemperfio de diversos organismos acuaticos y terrestres, aun se requieren de
muchos estudios en peces para lograr un entendimiento real sobre éste antioxidante

y sus mecanismos de accion (Xu et al., 2017)

10.3 Efecto del alimento vivo vs microdietas sobre las larvas

La evaluacion histolégica mostré diferencias evidentes entre ambos
tratamientos (rotifero vs microdieta), con mayor crecimiento muscular en las larvas
alimentadas con rotifero, lo cual representa claramente la influencia del rotifero
sobre algunos de los genes asociados a mayor crecimiento. Esto coincide con los
resultados obtenidos por Katan et al., (2016), quienes reportaron mayor nimero de
células en el musculo esquelético, con aumento de tamafio y nimero de fibras
musculares en juveniles de bacalao (35dph) que fueron alimentadas en su etapa

larvaria con rotifero y zooplancton

De igual forma, existen mas trabajos que han evaluado la influencia de la
alimentacion inicial en el desarrollo y crecimiento muscular, detectando un mayor
crecimiento muscular, es decir, un aumento en el tamafio y nimero de fibras
musculares por hiperplasia y/o hipertrofia (Weatherley et al., 1988) en especies de
peces como juveniles de lucioperca (Sander lucioperca) (Ostaszewska et al., 2008),
los cuales en etapa larvaria fueron alimentados con nauplios de artemia, y
exhibieron mayor tasa de crecimiento (mayor area del corte transversal y area

promedio de las fibras musculares) que las alimentadas con alimento formulado.

El presente trabajo y los mencionados anteriormente reflejan el efecto de la
alimentacion con rotifero en el incremento del desarrollo muscular, recordando que
las fibras musculares son plasticas en su respuesta al crecimiento a factores

externos, como la alimentacién (Johnston, 1999). Dicha plasticidad suele ser
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irreversible en etapas embrionaria y larval, debido a la rapida ontogenia (Johnston,
2006). Un mayor crecimiento muscular en larvas, tendrd efectos fuertes
especialmente en el desempefio locomotor de la misma, lo cual impactara en su
crecimiento y supervivencia (Vo et al., 2016). Esto es de suma importancia al
considerar que, en la produccion acuicola, se espera mayor peso Yy talla corporal

tanto en la etapa juvenil como en la adulta.

De los alimentos utilizados en este estudio para alimentar a las larvas, el
rotifero fue el que presentd un mejor desempefio, lo cual ya ha sido mencionado en
varias ocasiones por diversos autores, quienes sefialan que el alimento vivo
(rotifero, nauplios de Artemia y copépodos) es el mejor alimento para la etapa
larvaria, reflejando mayor supervivencia y crecimiento en comparacion con las
larvas alimentadas con microdietas o alimento formulado (Cahu y Zambonino, 1997;
Yufera y Darias, 2007).

El bajo desempefio de las larvas alimentadas con microdietas se ha atribuido
a un sistema digestivo inmaduro y baja capacidad enzimatica, entre otros aspectos
(Kolkovski, 2001; Cahu y Zambonino-Infante, 2001; Panserat y Kaushik, 2010). En
el presente estudio, algunos de los genes sobre-expresados diferencialmente en el
tratamiento con rotifero, son de enzimas digestivas o precursores de éstas, como
Elastase-1, Chymotrypsin C, Chymotrypsin-like elastase family member 2A,
Chymotrypsinogen B, todas éstas con capacidad de protedlisis, y la Phospholipase
A2, con capacidad lipolitica, ademas de otro gen relacionado a la morfogénesis del
tracto digestivo, higado y desarrollo del pancreas exocrino (Probable ATP-
dependent RNA helicase DDX46).

Lo anterior se complementa con lo expuesto por varios autores,
guienes sugieren que las presas vivas consumidas por las larvas de peces, ayudan
en el proceso de digestion, facilitando sus enzimas digestivas (40-80% de la
actividad enzimatica), promoviendo la autolisis (el alimento se digiere a si mismo) o

activando los zimogenos que activan las enzimas digestivas endogenas de las
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larvas, ademas de contener neuropéptidos y factores de crecimiento que mejoran
la absorcién y asimilacion proteica hasta que el sistema digestivo de las larvas esté
completamente diferenciado y desarrollado (Dabrowski, 1984; Lauff y Hofer, 1984;
Kolkovski et al., 1993). Mas aun, Hara et al., (1979) encontraron que los rotiferos
contienen proteinasa acida, proteinasa alcalina y proteasas alcalinas. Por otro lado,
algunos autores (Zambonino-Infante et al., 1996; Cahu and Zambonino-Infante,
1997), argumentan que la contribucion del alimento vivo directamente a enzimas
digestivas puede ser insignificante, por lo que concluyen que dicha contribucién
puede ser de forma indirecta. Por ejemplo, que fracciones lipidicas o protéicas
propias del alimento vivo estén involucradas como precursores o activadores en los
procesos de absorcidn y asimilacion digestiva (Kolkovski et al., 1997), o bien, que
el bajo desemperio larvario se deba a una dieta artificial inadecuada que no cubra
todos sus requerimientos nutricionales ni las proporciones adecuadas para que su

sistema digestivo pueda digerirlo y asimilarlo (Koven et al., 1998).

En este sentido, otro de los argumentos propuestos para explicar el
mejor desempefio larvario bajo una alimentacién con rotifero, es la composicion
proteica del mismo. El rotifero cuenta con alto porcentaje de proteina soluble y bajo
porcentaje de materia seca (10%), a diferencia de las microdietas (60-90%), lo cual
facilita su digestion en el intestino de las larvas (Yufera et al., 1998). Segun la
literatura, el contenido de proteina del rotifero es altamente variable, va desde 28 a
63% (peso seco), de la cual mas del 50.6% es proteina soluble (Lubzens y Zmora,
2003; Srivastava et al., 2006). Segun Carvalho et al. (2004), la fraccion de proteina
soluble parece estar mas disponible para las proteasas intestinales y al mismo
tiempo puede ser introducida a la célula por pinocitosis (captacion de
macromoléculas y digestion intracelular en el intestino posterior). Dicho mecanismo
fue propuesto como el principal método de absorcion de proteinas en larvas en
ausencia de un estomago funcional (Watanabe, 1984; Govoni et al., 1986), como
es el caso de los miembros de la familia Atherinopsidae (Horn et al., 2006).Por ello,
la elaboracién de la microdieta utilizada en el presente estudio fue formulada con

una proporcion de 25% de proteina fibrosa y 75% proteina soluble (Martinez-
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Angeles, 2016; Monroy de la Pefia, 2018), con la finalidad de que la digestion de la
microdieta por parte de las larvas fuera méas efectiva y se lograra el desempefio
deseado, sin embargo, debido a los resultados observados se sugiere el uso de
aditivos a las microdietas, algunos ejemplos serian: enzimas digestivas, como se ha
trabajado en otras especies de peces, tal es el caso de juveniles de carpa comudn
(Dabrowski y Glogowski, 1977) y la dorada (Kolkovski et al., 1993); asi como la
posible adicion de probidticos que favorezcan la microbiota de las larvas, lo que
podria resultar en una mejora en la utilizacion de la microdieta y sus nutrientes y
mejorar el desempefio larvario debido a su impacto en la maduracién de sistema
digestivo (Lazo, 2000).

De acuerdo con Pedersen et al. (1987), la capacidad digestiva esta
directamente relacionada con la cantidad de enzimas digestivas disponibles
necesarias para el rompimiento extracelular de un alimento. Ademas, la ontogenia
de las enzimas digestivas esta principalmente “pre-progamada” y puede ser
sutilmente modificada por la composicion de la dieta (Henning et al. 1994). En un
estudio realizado por Toledo-Cuevas et al. (2011) en donde se midi6 la actividad de
diferentes enzimas digestivas de C. estor, muestra que las larvas de esta especie
tienen la capacidad de digerir lipidos (lipasa) y proteinas (tripsina) eficientemente,
mostrando ésta Ultima una mayor actividad a los 20 dpe. Por otro lado, la enzima
Leucin-Alanin peptidasa (enzima citosélica) mostré su mayor actividad durante la
etapa larval, lo cual es indicativo de un sistema digestivo no completamente
desarrollado, lo que explica el pobre desarrollo encontrado en ésta especie hasta la

fecha en etapas tempranas a pesar de ser alimentada con dietas de alta calidad.

Dicho lo anterior, se sugiere un tiempo de destete de las larvas mayor a los
10 dpe, acompafiado de una co-alimentacion de alimento vivo y microdieta por
tiempo determinado (Hamre et al., 2013), o bien, la elaboracién de una microdieta
apta para un sistema digestivo inmaduro, como es el caso de las larvas de C. estor

en etapa de desarrollo temprana.
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Diversos autores argumentan que en algunas especies, la aceptacion de
dietas inertes es mas baja después de un periodo de alimentacién prolongado
exclusivamente con presas vivas (Person-LeRuyet, 1989; Fernandez-Diaz et al.,
1994). La co-alimentacion puede contribuir a mejorar el desempefio y cubrir
deficiencias nutricionales de las larvas debidas a un nivel subéptimo de nutrientes
en el alimento vivo. Dicha co-alimentacién tendra ventajas desde ambos puntos de
vista, el alimento vivo (comportamiento de alimentacién por estimulacion) y las
microdietas (composicién nutricional 6ptima de alta calidad) (Kolkovski, 2001),
evidentemente sin dejar de lado el balance econdmico al alimentar a las larvas con

ambos alimentos.

Al hablar sobre la estimulacion de las larvas por medio del alimento vivo, no
se puede descartar la posibilidad de que el mayor crecimiento logrado por las larvas
alimentadas con rotifero haya sido en parte, a un incremento en la alimentacion
debido a los movimientos dinamicos especificos del rotifero dentro de la columna
de agua, al tiempo de residencia de los mismos en la columna de agua y una mayor

capacidad de deteccidn de estos por parte de las larvas (Katan et al., 2016).

En este sentido, en este trabajo, se sobre-expresaron en el tratamiento de
alimentacion con rotifero, diversos genes involucrados en el proceso de percepcion
visual (fototransduccion, desarrollo de la retina, via de sefalizacion mediada por la
rodopsina, desarrollo celular de los fotoreceptores del 0jo), lo cual nos indica que
posiblemente, las larvas de éste tratamiento tuvieron mejor capacidad visual, o que
beneficié la captacion del alimento. Blaxter (1985) sefiala que las larvas de peces
marinos dependen principalmente de la visiébn para localizar su alimento, como
resultado de la retina de conos puros que se encuentran en la mayoria de las larvas
marinas, teniendo en cuenta que entre especies de peces, la tasa de desarrollo y la

adquisicién de estructuras retinales es altamente variable (Evans y Browman, 2004).

La transcripcion y su regulacion es un componente clave de la respuesta celular

al ambiente, en éste caso, al tipo de alimentacion (alimento vivo vs alimento
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formulado) (Garcia de la serrana et al., 2012). Del total de genes diferencialmente
expresados en el tratamiento de alimentacion con rotifero fueron 554, y se conto la
anotaciéon de 179 de ellos. Dichos genes estuvieron distribuidos en procesos
importantes como el metabolismo de carbohidratos (glucdlisis, gluconeogénesis) y
lipidos (biosintesis y transporte de acidos grasos de cadena media y cadena larga);
genes que participan en el desarrollo nervioso (hipotdlamo, migracion celular a la
cresta neural, morfogénesis axonal), angiogénesis y hematopoyesis; regulacion del
proceso apoptotico, ritmo circadiano, respuesta inmune (regulacion de la
proliferacion de células T, activacion del complemento, inmunidad innata) y
respuesta al estrés (proceso Oxido-reduccion); queratinizacion, pigmentacién
(biosintesis de melanina). También, como ya se habia mencionado anteriormente,
algunos de los genes sobre-expresados en éste tratamiento son de algunas
enzimas digestivas y estan involucrados en el proceso de percepcién visual. Como
se puede observar, la alimentacion con rotifero ejerce un efecto relevante sobre la
expresion de varios genes que participan en procesos importantes para el desarrollo

de las larvas.

Es importante tener en cuenta que los estudios nutrigendémicos basados en
trascriptémica, son comunmente dificiles de comparar, debido al origen o naturaleza
propia de un mismo ingrediente o insumo, las condiciones experimentales, la
formulacién alimenticia, la especie en estudio, la edad y carga genética, el disefio
experimental, etc. (Ulloa et al., 2014). Este trabajo, es el primer estudio en donde
se comparan los perfiles transcripcionales de larvas de pescado blanco alimentadas

con alimento vivo (rotifero) y un alimento formulado (microdieta).

Otros autores han evaluado perfiles transcripcionales en larvas de bacalao del
Atlantico (Gadus morhua) alimentadas con alimentos vivos (zooplancton, en su
mayoria copépodos, rotiferos y artemia), utilizando diferentes técnicas como micro-
arreglos y RNAseq observando que, incluso entre peces de la misma especie y
edades relativamente iguales, algunos de los datos obtenidos son muy variables por

el simple hecho de que el producto con que enriquecieron al alimento vivo, fue
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diferente y con concentraciones variables de nutrientes (Rise et al., 2015; Penglase
et al., 2015; Karlsen et al., 2015). Estos estudios en larvas de bacalao encontraron
que el sistema redox y la tasa de crecimiento, fueron fuertemente influenciados por
la alimentacién con copépodos, sin embargo, las diferencias en la composicion del
rotifero, el zooplancton y su respectivo enriqguecimiento, conlleva cambios a nivel

transcripcional.

Al igual que en los resultados obtenidos por Rise et al., (2015) y Penglase et
al., (2015), en donde también utilizaron alimento vivo para la alimentacion en etapa
larvaria, en el tratamiento en donde se alimentaron larvas con rotifero, se
destacaron genes involucrados en procesos propios de la célula, como adhesion
celular, organizacién del citoesqueleto de actina, regulacion del ciclo celular,

diferenciacion celular, regulacion del potencial de membrana, entre otros.

También se encontraron genes sobre-expresados en respuesta al estrés,
involucrados en el proceso redox (Heat shock protein beta-11, NADH
dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10, Glutathione peroxidase
7, Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1B). A pesar de que en éste trabajo se
encontraron genes que coincidieron en algunos de los procesos mencionados,
también resaltaron gran cantidad de genes involucrados en otros procesos

importantes, como ya se mencion6 en parrafos anteriores.

Es por ello que es importante considerar la posible influencia de la
composicién propia del rotifero, segun su medio de cultivo y alimentacion, donde
algun nutriente o compuesto especifico que lo conforma podria afectar o beneficiar
la sobre-expresion de algunos genes en particular. Los niveles de biodisponibilidad
de un solo nutriente pueden producir una regulacion génica diferencial de toda una

via molecular (Penglase et al., 2015).
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En la presente investigacion, en el tratamiento de alimentacion con rotifero,
resultd sobre-expresado un conjunto de genes relacionados con el desarrollo y
crecimiento de cartilago, hueso y principalmente musculo:

e Cartilago:

o Desarrollo de condrocitos (Leukocyte cell-derived chemotaxin 1,

Collagen alpha-1(l) chain)
o Condensacion del cartilago (Collagen alpha-2(XI) chain)

e Hueso

o Mineralizacion (Tetranectin, Osteocalcin, Osteocalcin 2, Unique

cartilage matrix-associated protein)
o Osificacion (Extracellular calcium-sensing receptor, Four and a half
LIM domains protein 2, Ryanodine receptor 1, PDZ and LIM domain
protein 7, Unique cartilage matrix-associated protein)
o Remodelacion (Secreted phosphoprotein 24)
e Madasculo

o En la unién de los filamentos de actina, miosina y tropomiosina y su

accion _motora (Myosin heavy chain, fast skeletal muscle,

Immunoglobulin-like and fibronectin type Il domain-containing protein
1, Myosin-binding protein C, fast-type)

o En la regulacion de la contraccién muscular (Troponin T, Troponin I,

fast skeletal muscle, Sarcoplasmic reticulum histidine-rich calcium-
binding protein, Triadin, Sodium channel subunit beta-3, Myosin light
chain 1, Troponin C, skeletal muscle)

o Ensamble y desarrollo de fibras musculares (Tropomodulin-4, Myosin-

6, Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle isoform,
Myosin light chain 3, Myosin regulatory light chain 2, Collagen alpha-
3(VI) chain, Myozenin-1)

o Organizacion del sarcémero (Calsequestrin-1, M-protein, striated

muscle, Myozenin-2)
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o Homeostasis celular muscular (ATP-dependent 6-

phosphofructokinase, muscle type, Tropomyosin alpha-1 chain)

Ademas se encontraron 2 genes (Protein-lysine methyltransferase METTL21C,
Histone-lysine N-methyltransferase SMYD1) relacionados a la remodelacion de la
cromatina por medio de metilacion, pero con regulacion positiva hacia la

diferenciacion celular y desarrollo del tejido musculo esquelético.

En el area de la nutricion de larvas, los estudios realizados donde se utilizan
dietas formuladas y alimento vivo, permiten mostrar implicaciones de nutrientes
especificos seleccionados (nutrigenémica) y el efecto de la alimentacién natural, en

el desarrollo del sistema digestivo, musculo o hueso (Panserat y Kaushik, 2010).

En un trabajo realizado por Katan et al., (2016), trabajaron con larvas de bacalao
de 30 dpe. Evaluaron la suplementacion dietaria con alimento vivo (rotifero y artemia
enriquecidos con Ori-Green, rotifero + proteina hidrolizada y rotifero suplementado
con 5y 10% de zooplancton “salvaje” (>90% copépodos)) y su relacion con la
expresion de genes del crecimiento y celularidad muscular (Insulin-Like Growth
Factor 1 (IGF-1 e IGF-2); Growth Hormone (GH); GH Receptor-1 (GHR-1 y GHR-
2); y miostatina (MSTN)) por medio de qPCR.

Dichos autores reportaron un mejor crecimiento en las larvas alimentadas con
rotifero + zooplancton, por lo menos hasta los 60 dpe. Dicha mejora no estuvo
relacionada con diferencias en los niveles de transcritos de los genes relacionados
al crecimiento, ya que no hubo diferencias entre los tres grupos tratados, pero si
estuvo relacionado con un incremento en el ndmero y tamafio de las fibras

musculares esqueléticas.
En el presente trabajo con las larvas de C. estor, de igual manera, en los

transcritos encontrados, no figura ninguno de los genes que se buscaron por Katan

et al., (2016), siendo dichos genes (IGF, GH y miostatina) reguladores del
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crecimiento a través de efectos directos e indirectos de éstas hormonas (Biga et al.,
2004; Li et al., 2014) y subsecuentemente el complejo proceso de miogénesis
(Fuentes et al., 2013). Una de las causas por la cual no se encontraron transcritos
de éstos genes del crecimiento podria ser por su baja concentracion a nivel

sanguineo, por lo que resulta complicada su identificacion.

En un estudio realizado por Leitdo et al., (2011), evaluaron la expresion
diferencial de dos genes de factores de regulacion miogénica (MFRs), MyoD (factor
de proliferacion de mioblastos) y miogenina (factor de diferenciacion de mioblastos)
(Johnston, 2006) en el musculo esquelético de larvas de pacu (Piaractus
mesopotamicus) de 35 dpe bajo diferentes esquemas de alimentacién (alimento

vivo vs alimentos formulados).

Estos factores de transcripcion comparten dominios altamente conservados
basic-helix-loop-helix (bHLH) y reconocen a través de éste dominio basico una
secuencia consenso de ADN conocida como E-box, que se encuentra en las
regiones promotoras de muchos genes especificos del musculo esquelético, lo que

induce su expresion (Johnston, 2006).

Por lo anterior, es posible que la alimentacion con rotifero pudiera estar
regulando la expresion de algunos MRFs, que contribuyen a la sobre-expresion de
genes relacionados al mayor crecimiento de las larvas de pescado blanco
alimentadas bajo régimen de alimento vivo. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que los genes contiguos a secuencias E-box, son inhibidos por la luz y en

éste trabajo, las larvas se mantuvieron en un fotoperiodo de luz continua de 24:0.

La proliferacion y diferenciacion de mioblastos (células progenitoras
miogénicas), que es uno de los pasos que involucra la miogénesis, es un proceso
altamente plastico, que puede modificarse segun sefiales internas o externas, por
factores bidticos (alimento vivo) y abidticos (actividad de nado, temperatura,

fotoperiodo, hipoxia) (Johnston, 2006).
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Con la comparacion realizada anteriormente, se puede destacar el poder de las
actuales técnicas de secuenciacion, que pueden ofrecer un panorama mas amplio
e integral sobre la expresion génica (transcriptdmica), como en éste caso, en donde
se obtuvieron un gran numero de transcritos relacionados al crecimiento y desarrollo
muscular, lo cual en un futuro, con ayuda de otro tipo de técnicas o ciencias 6micas
se pueden obtener resultados mas robustos. La aplicacion de tecnologias
genodmicas promete revolucionar el entendimiento de las bases moleculares y
genéticas del crecimiento y plasticidad muscular en peces de cultivo, incrementando
de esta forma la eficiencia y sustentabilidad de la produccion acuicola (Garcia de la

serrana et al., 2012).
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11. CONCLUSIONES

Con todos los resultados podemos concluir que el ALA, en las concentraciones
empleadas, bajo las condiciones experimentales utilizadas, con un fold-change de
4 y un p-value de 0.01, no presentd efecto en la disminucion del estrés oxidativo a
nivel transcripcional en las larvas de C. estor, no obstante, no se descarta que a
concentraciones mas elevadas de este antioxidante y/o en tejidos especificos pueda

apreciarse un efecto en el transcriptoma de las larvas.

Se destaca la importancia de la secuenciacion como tecnologia gendémica y su
aplicacion en la larvicultura de peces, sin embargo, se requieren mas estudios para
obtener un panorama integral de la respuesta fisiologica de las larvas de pescado
blanco ante diferentes régimenes alimenticios. Es importante mencionar que con la
elaboracion del transcriptoma de novo y el andlisis de expresion génica diferencial,
se logré obtener una aproximacion del efecto del alimento vivo y una microdieta sin
ALA, sobre el transcriptoma de las larvas, lo que se espera coadyuve a

formulaciones futuras en la larvicultura de ésta especie.

El efecto del rotifero como alimentacion en larvas de pescado blanco, ejerce un
efecto positivo en la expresion de genes relacionados al crecimiento de cartilago,
hueso y masculo, ademas de genes de enzimas digestivas y desarrollo del sistema
digestivo. Esto podria explicar el mayor crecimiento de las larvas alimentadas con
rotifero, a diferencia de las alimentadas con la microdieta, sin embargo, hay que
recordar que la calidad y composicion nutricional del alimento juega un papel clave

en desempefio del pez, asi como la modificacion de su transcriptoma.

Por ello, se sugiere realizar estudios posteriores para determinar el mecanismo
preciso por medio del cual el rotifero esta ejerciendo dicha regulacién positiva sobre
éste importante conjunto de genes. O bien, elaborar una microdieta especifica que

estimule la expresion de dichos genes.
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El transcriptoma generado para C. estor servira como herramienta de
referencia para trabajos futuros de investigacién en expresion génica, epigenémica

y estudios comparativos en ésta especie y otros aterindpsidos.
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12 RECOMENDACIONES

La elaboracion del transcriptoma de novo, promueve investigaciones futuras en
la busqueda de marcadores moleculares de crecimiento en larvas de C. estor, ya
gue ademas de que las larvas alimentadas con rotiferos lograron un crecimiento
significativo mayor que las microdietas, resultado que se consiguidé apreciar mejor
por medio de la histologia, también se obtuvieron varios transcritos expresados de
forma importante en éste tratamiento, por lo que posiblemente pudieran

seleccionarse y evaluarse aquellos genes con los niveles de expresion mas altos.

Dentro de la informacién generada en éste trabajo se incluye un anexo con los
genes duplicados verdaderos que se obtuvieron de la evaluacion general del
ensamble. Estos genes pueden ser utiles para estudios futuros de funcién
adaptativa. Es importante mencionar que la respuesta dada de determinadas
especies ante una modificacién dietaria dependera de su composicion genética, asi
como de su capacidad adaptativa basada en su estado evolutivo. En peces, esto
toma relevancia, debido a la duplicacion del genoma completo que existe en
teledsteos y los recientes eventos de tetrapolidizacion en salmoénidos, que conducen
a numerosos genes duplicados (Panserat y Kaushik, 2010).

Debido a los resultados obtenidos en éste estudio, y los estudios previos de
capacidad digestivas en larvas de C. estor, se propone la posible adicion de enzimas
digestivas en la microdieta ofrecida a las larvas, como se ha estudiado en otras
especies, con la finalidad de ayudar en el proceso de digestion de las mismas e
intentar mejorar su desempefio, sin dejar de lado que el efecto de las enzimas
digestivas dependera de caracteristicas intrinsecas propias de la especie, ademas
de factores como la edad de la larva y desarrollo intestinal, ademas del tipo de

enzima empleada.

Se propone también el uso de probidticos debido a su efecto benéfico

incrementando el crecimiento en los peces, ademas de mejorar la digestibilidad del
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alimento por medio de un aumento en la actividad de algunas enzimas como
proteasas y amilasas (Zhang et al., 2019). A pesar de que el rol actual de los
prebibticos en la regulacion del crecimiento muscular a nivel celular y molecular,
necesita aun ser clarificado, hay estudios en donde a través de analisis
morfométricos musculares reportan hipertrofia de fibras musculares indicando un
incremento en la tasa de crecimiento (Asaduzzaman et al., 2018), por lo que también

podria considerarse aditivos potenciales.
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14. A

NEXOS

14.1. Anexo 1. Anotacion de genes con expresion diferencial en larvas alimentadas

con rotifero.

Triosephosphate isomerase B

Glycogen phosphorylase, muscle
form

Long-chain fatty acid transport
protein 1

Acylphosphatase-2

Acyl-CoA synthetase short-chain
family member 3

Phosphoglucomutase-1

Bile salt-activated lipase

Acyl-CoA-binding protein

Adenylate kinase isoenzyme 1

Procesos metabolicos

- Cholesterol homeostasis
- Gluconeogenesis Fatty acid-binding protein, - Positive regulation of inflammatory
- Glycolytic process adipocyte response
- Brown and white fal cell
iiferentiatio
Alpha-1,6-mannosyi-
Glycogen metabolic process glycoprotein 2-beta-N- - Oligosaccharide biosynthetic process
The &
- Gluconeogenesis
- Immunaglobulin secretion
- Long-chain and medium-chain fatty : SR G
acid transport Gl phosphate i = Mm o mrmauon -
- Regulation of lipid metabolic process m
- Angiogs :
of phosp P lipase- = Carboxylic ester hydrolase activity
compounds related protein 1 - Lipid catabalic process
- Metabolic process Phosphoglycerate mutase 2 - Glycolytic process

- Carbohydrate metabolic process
- Neutrophil degranulation

- Lipid catabolic process

- Acyl-CoA metabolic process
- Phosphalidylcholine acyl-chain
remodeling

- Nuclegside diphosphate
phosphorylation
- Nucleoside triphosphate biosynihetic
process

- Glycolytic process

Desarrollo muscular, oseo v cartilaginoso- 1

e Tre o

Myosin heavy chain, fast skeletal
muscle

Troponin T

Tetranectin

Tropomodulin-4

Myosin-6

Calsequestrin-1

Myosin regulatory light chain 2,
ventricular/cardiac muscle isoform

Osteocalcin

Leukocyte cell-derived chemotaxin 1

Osteocalcin 2

- Actin and myosin filament binding
- Moter action

- Regulation of muscle contraction

- Bone mineralization
- Cellular response to transforming
- Growth factor beta stimulus

- Myofibril assembly
- Tropomyosin binding y filamento de
actina

- Myofibril assembly
- Sarcomere organization
- Visceral muscle development

- Sarcomere organization
- Regulation of skeletal muscle
contraction by regulation of release of
sequestered calcium

- Cell growth involved in cardiac
muscle
- Cell development
- Muscle fiber development
- Heart development

- Biomineral tissue development

- Cartilage d: pment

Extracellular calcium-sensing receptor

M-protein, striated muscle

Troponin |, fast skeletal muscle

ATP-dependent 6-
phosphofructokinase, muscle type

Immunoglobulin-like and fibronectin
type lll domain-containing protein 1

Collagen alpha-1(l) chain

Four and a half LIM domains protein 2

Myosin light chain 3

5, I e

- Skeletal system development

- Biomineral tissue development

ic reticulum hi

p rich
calcium-binding protein

Triadin

- Ossification
- Positive regulation of cell proliferation
- Vasodilation

- Sarcomere organization
- Actin filament organization
- Striated muscle myosin thick filament
assembly

- Skeletal muscle contraction

- Glycogen catabolic process
- Muscle cell cellular homeostasis

- Z disc
- Protein binding

Cartilage developmant
- Bone morphogénesis
- Osteobalst differentiation

- Osteoblast differentiation
Ventricular and atrial cardiac muscle
- Cell development

- Skeletal muscle tissue development
- Regulation of striated muscle
contraction

- Muscle contraction
regulation of calcium ion transmembrane
transport

- Muscle contraction
- Regulation of release of sequestered
calcium ion into cytosol by sarcoplasmic
reticulum
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Desarrollo muscular, oseo vy cartilaginoso- 2

e e oo ot

- Skeletal muscle tissue development

- Myofibril assembly

CiEEaliE] - Skeletal muscle tissue development

Myosin regulatory light chain 2
Myosin-binding protein C, fast-
type

Ryanodine receptor 1

Tropomyosin alpha-1 chain
Collagen alpha-3(V1) chain

PDZ and LIM domain protein 7

Unigque cartilage matrix-associated
protein

Collagen alpha-2(Xl) chain

Myozenin-2

Sodium channel subunit beta-3

- Muscle contraction

- Actin filament erganization
- Sarcomere organization

- Ossification involved in bone
maturation
- Skeletal muscle fiber development
- 8kin development

- Sarcomere organization
- -Muscle contraction
Cellular response to reactive
oxygen species

- Muscle organ development

- Atrioventricular valve formation
- Pectoral fin development
- Somitogenesis
- Ossification

- Regulation of osteoblast
differentiation
Skeletal system development

- Cartilage development
- Chondrocyte development
- Cartilage condensation
- Ossification
- Skeletal system morphogenesis
- Tendon development

- Skeletal muscle tissue development
- Sarcomere organization

- Cardiac muscle contraction
- Positive regulation of sedium ion
transport

Myosin light chain 1

- Muscle contraction
- Calcium ion binding

- Muscle filament sliding for muscle

Troponin C, skeletal muscle

Secreted phosphoprotein 24

contraction

- Bone remodeling

Procesos importantes - 1

Guanylyl cyclase-activating
protein 2

Homecbox protein GBX-2

Putative fibroblast growth factor
1

Perforin-1
Rhodopsin
RDSI/rin-like protein XRDS35
Peripherin-2

Baculoviral IAP repeat-
containing protein 7-A

2-epi-5-epi-valiolone synthase
Bacterias - Actinomyces

S-arrestin

- Visual perception
- Response to stimulus

- Nervous system development
- Thalamus development
- Neural crest cell migration

- Angiogenesis
- Hemopoiesis

- Apoptotic process
- Circadian rhythm
- Immune response

- Visual perception
- Phototransduction

- Visual perception

- Retina development in camera-type eye
- Visual perception

- Multicellular erganism development
- Protein autoubiquitination

- Antibiotic biosynthetic process

- Regulation of rhedopsin mediated
signaling pathway
- Visual perception

Heat shock protein beta-11

CD59 glycoprotein

NADH dehydrogenase
[ubiquinene] 1 beta subcomplex
subunit 10

Nuclear factor 7

Keratin, type | cytoskeletal 13

Lipopolysaccharide-induced
tumor necrosis factor-alpha
factor

Melanocyte protein PMEL

Guanylyl cyclase-activating
protein 3

Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 2

Rhodopsin kinase

- Stress response

- Positive regulation of T cell
proliferation

- Regulation of complement
activation

- Mitochondrial respiratory chain
complex | assembly
- Oxidation-reduction process

- Innate immune response
- Positive regulation of apoptotic
process

- Keratinization
- Organizacion del citoesqueleto

- Aging
- Cellular response to
lipopolysaccharide
- Regulation of cytokine production

- Developmental pigmentation
- Melanin biosynthetic process

- Phototransduction
- Visual perception
- Regulation of rhodopsin mediated
signaling pathway

- Blood vessel remodeling
- Positive regulation of inflammatory
response
- Positive regulation of smooth
muscle cell proliferation

- Regulation of rhedopsin mediated
signaling pathway
- Visual perception
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Procesos importantes- 2
| Gen | Procesobiologico involucrado |

I - Innate immune response
Mimecan - Axon growth and morphogenesis associat? et - Lung alveolus development
P - Respiratory gaseous exchange

Participates in the breakdown of the
2gg envelope at the time of hatching.

Low and High choriolytic enzyme Thus allowing the newly hatched fish Gamma-crystallin M1 - Structural constituent of eye lens
to swim free.
- Proieolysis
Guanylyl cyclase-activating - Visual percepiion signal recognition particle
protein 2 - Response to stimulus subunit SRP72 = RESETER RGN

Cellular retinoic acid-binding

protein 1 - Retinoic acid catabolic process Glutathione peroxidase 7 - Response to oxidative siress

Retinal cone rhodopsin-sensitive

sl - Visual perception - Response to stimulus
hos °|?°""'__|Fi'ezt':m°g:23 bunit _ Response to stimulus Phosducin ~ Visual perception
phosp _ Queuosine biosynthetic process
gamma
- Response to hydrogen peroxide
Otospiralin Sy TEE G Peptidyl-prolyl cis-trans - Response to vitamin E

isomerase FKBP1B - Response to redox state

- T cell proliferation
Guanine nucleotide-binding - Cellular response to hipoxia

Protein-lysine - Protein methylation
protein G(T) subunit gamma-T1 - Eye photoreceptor cell development methyltransferase METTL21C - Skeletal muscle tissue development
e eI Retinal red rhodopsin-sensitive - Rhodopsin mediated signaling
Histone H1 - Multicellular organism development CPEaT s = PRI
phosphodiesterase subunit perceptionactivation of MAPK
- Nucleosome assembly

gamma activity
- Midbrain-hindbrain boundary
~ Function unknown Homeobex protein engrailed-2b THTITETESS
- Apoptotic process involved in
morphogenesis

Selenoprotein M

e o Structural constituent of eye lens
- Defense response fo Gram-positive Beta-crystallin B1 B " oreys
bacterium - Visual perception

Mannose-binding protein

Procesos importantes 3
. Gen |

Histone-lysine N-methyltransferase SMYD1

0 involucrado

- Chromatin remodeling
- Transcription corepressor activity
- Positive regulation skeletal muscle cell differentiation

. - Cellular response to starvation
LicatShocKiconnatetdiikbalpiotein - Cellular response to unfolded proteinviral process

Proceso digestivo

Proceso biolégico involucrado

- Digestive tract morphogenesis
- Exocrine pancreas development
- Liver morphogenesis

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46

L . - Proteolysis
Chymotrypsin-like elastase family member 2A - SreiEe et e AR R

Nodal modulator 1 - Carbohydrate binding in the mucosa of the colon

Elastase-1 - Proteolysis
. - Cobalamin metabolic process
GRcEvpSinle - Proteolysis °

Chymotrypsinogen B - Cobalamin metabolic process

- Cellular response to insulin stimulus
- Fatty acid biosynthetic process
" - Glucose transport
AnETEiciEm 2 - Interleukin-8 production
- Neutrophil chemotaxis
- Arachidonic acid secretion
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Procesos celulares naturales -1

60S ribosomal protein L37

Transcription elongation factor,
mitochondrial

Neurobeachin

ES1 protein

Serinefthreonine-protein kinase

SBK1

Protein $100-Z

von Willebrand factor D and EGF
domain-containing protein

B60S ribosomal protein L23a

Metabotropic glutamate receptor

8

Rab GDP dissociation inhibitor

beta

Translation Glyceraldehyde-3-phosphate

- Glucose metabolic process
dehydrogenase

- Cytoskeleton organization
- Neuron apoptotic process

- Oxidation-reduction process
- Oxidative phosphorylation

Calcineurin B homologous
- Regulation of transcription

- Regulation of intracellular pH
protein 1

- Protein export from nucleus
- Post-Golgi vesicle-mediated

transport Clusterin-like protein
- Protein localization

- Binding to misfolded proteins
- Mitochondrion merphogenesis

Glucagon family neuropeptides

- Hormone activity
- Protein phosphorylation

Protein FAMA83A - Ribosomal large subunit

biogénesis
- Regulation of heart contraction

Parvalbumin-2, 7 y beta - Calcium ion binding
- Anatomical structure development

- Iron ion binding
Hemoglobin subunit alpha-1 Oxygen carrier activity
- Heme binding

- Rribosomal large subunit
assembly
Translation

Biglycan - Negative regulation of protein

kinase activity
- Chemical synaptic transmission

- Negative regulation of cAMP Gamma-crystallin M1 - Structural constituent of the lens
biosynthetic process
- Membrane organization
- Protein transport

- " - Cellular response to DNA
Serine/threonine-protein kinase
Sgki - Damage stimulus

Protein phosphorylation

Procesos celulares naturales- 2

Potassium channel subfamily K
member 10

PRA1 family protein 2

Homocysteine-responsive
endoplasmic reticulum-resident
ubiquitin-like domain member 2

protein

Tubulin beta-5 chain

U2 snRNP-associated SURP
motif-containing protein

Tripartite motif-containing
protein 35

Regulator of G-protein signaling
8-binding protein B

Endoplasmic reticulum resident
protein 27

Ankyrin-1

- ER to Golgi vesicle-mediated

60S ribosomal protein L39

- Iniciacién de la traduccién

- Positive regulation of organelle

- Potassium ion transmembrane - Negative regulation of
transpart LIM domain-containing protein 1 transcription
- Signal transduction

- Neural crest cell development
- Protein transport

T e T TR - Gilium assgmbly (citoesqueleto-
. . microtubulos)
Danio rerio

- Smoothened signaling pathway
- Response to unfolded protein

- Erythrocyte differentiation
- Ribosomal small subunit
assembly

Translation

40S ribosomal protein $14

- Structural constituent of
cytoskeleton
microtubule-based process

Selenium-binding protein 1

- Protein transport
- mRNA splicing, via splicecsome

- Regulation of calcium ion-
. dependent

Synaptotagmin-15 SrniEs

- Vesicle fusion

Negative regulation of mitotic cell

Vitelline membrane outer layer
cycle

protein 1 homolog
cGMP-gated cation channel
alpha-1

- Negative regulation of signal

- Extracellular exosome
transduction

- Protein folding
endoplasmic reticulum
- Response fo stress

- Regulation of membrane potential
- Signal transduction
Translation initiation factor IF-2

- Translation initiation factor activity
organization

transport

[Protein ADP-ribosylarginine]
Exocytosis

hydrolase

- Cellular protein modification process
- Protein de-ADP-ribosylation

CathepsinE

- Protein autoprocessing
- Proteolysis
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Procesos celulares naturales- 3

Protein tyrosine phosphatase domain-
containing protein 1

Heme-binding protein 1

Cytochrome ¢ oxidase subunit 681

Death domain-containing protein
CRADD

Gamma-interferon-inducible
lysosomal thiol reductase

Transmembrane protein 162

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
alpha subcomplex subunit 4-like 2

Tectonin beta-propeller repeat-
containing protein 1

Phosphoribosyltransferase domain-
containing protein 1

Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase

- Protein dephosphorylation

- Heme binding

- Respiratory chain complex [V
- Electron transport in the mitochondria

- Cellular response to mechanical
stimulus.
- Positive regulation of apoptotic process

- Processing and presentation of
antigens

- Interferon-gamma mediated signaling
pathway

- Membrane protein

- Mitechondrial respiratory chain complex

- Hydrogen ion transmembrane transport

- Autophagosome maturation
- Autofagia

- Nucleoside metabolic process

- Puring nucleotide biosynthetic process
- Positive regulation of dopamine
metabolic process

RNA polymerase ll-associated protein
3

NADH dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein 1

Creatine kinase U-type, mitochondrial

Dual specificity protein kinase CLK2

Cyclic nucleotide-gated cation
channel beta-1

605 ribosomal protein L3-like
Talin-2
Cytochrome c oxidase subunit TA2
Receptor activity-modifying protein 1

Elongation factor 2

Proceso co involucrado

- Requerida para conectar a la ARN
polimerasa Il a complejos de proteinas
reguladoras

- Mitochondrial ATP synthesis coupled
electron transport

- Important role in signal transduction in
tissues with high demands for energy,
skeletal muscle, heart, brain and sperm.

- Protein phosphorylation
- Response to ionizing radiation
- Regulation of RNA splicing
- Response to retinoic acid

- Positive regulation of gene expression
- Protein homotetramerization
- Requlation of membrane potential

- Ribosomal large subunit assembly
- Translation

- Cytoskeletal anchering at plasma
membrang
- Cell-cell junction assembly

- Mitochondrial respirasome assembly
- Regulation of oxidative
phosphorylation

- G-protein coupled receptor signaling

athwar
- Intracellular protein transport

- Translational elongation

Procesos celulares naturales - 4

Protein enabled homolog

Collagen alpha-5(Vl) chain

Syntaxin-binding protein &

Guanine nucleotide-binding
protein G(I)/G(S)/G(O) subunit
gamma-T2

§'-AMP-activated protein kinase
subunit gamma-3

Rho GTPase-activating protein 24

Shaker-related potassium channel
tsha2

Poly(U)-specific
endoribonuclease-B

Dual specificity protein
phosphatase 26

14 kDa phosphohistidine
phosphatase

- Actin cytoskeleton organization

- Cell adhesion

- Exccytosis
- Golgi to plasma membrane
transport

- G-protein coupled receptor
signaling pathway

- Cell cycle arrest

- Intracellular signal transduction
- Macroautophagy
- Glucose transport

- Cell differentiation
- Signal transduction

- Potassium ion transmembrane

- Metal ion binding

- Dephosphorylation
- Negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter

- Positive regulation of cell motility
- Regulation of actin cytoskeleton
reorganization

Histidine triad nucleotide-binding
protein 1

Carboxylesterase notum2

PCNA-associated factor

Endonuclease domain-containing
1 protein

Uncharacterized protein ORF91

Alanine--tRNA ligase, mitocondrial

- Regulation of transcription
- Intrinsic apoptotic signaling pathway
by p53 class mediator

- Negative regulation of cananical
Wnt signaling pathway
- Protein depalmitoleylation

- Cellular response to DNA damage
stimulus
- DNA replication
- Regulation of cell cycle
- Response to UV

- Endonuclease activity

- Uncharacterized hypothetical
protein

- Mitochondrial respiratory chain
complex assembly
- tRNA modification
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14.2. Anexo 2. Sintesis del acido alfa-lipoico

Molecularmente el ALA estd compuesto por ocho &tomos de carbono, catorce
de hidrégeno, dos de oxigeno y dos de azufre (CsH1402S2) (Fig. 1) (Kutter et al.,
2014). El &tomo de carbono en la posicion 6 (C6) es quiral, por lo que la molécula
puede existir tanto en forma enantiomérica R como en S (Fig. 18). Laforma S puede
ser producida sintéticamente, pero solo la forma R existe en la naturaleza y actla
como co-factor de importantes enzimas mitocondriales en el ciclo de Krebs (piruvato
deshidrogenasa y alfa-cetoglutarato deshidrogenasa), que catalizan reacciones de
descarboxilacion oxidativa y son cruciales para el metabolismo energético (Hadi et
al., 2002; Shay et al., 2009; Sigler, 2015; Kutter et al., 2014).

SMOH
S

(R)alphatipokcacid O

O
Fﬁ‘\/\)LOH

S,S (5) alpha lipoic acid

Fig. 18. Enantidmeros R y S del acido alfa-lipoico (Shay et al., 2009)

Los atomos de azufre (carbono 6 y carbono 8) estan unidos por un enlace
disulfuro. En la forma oxidada se encuentra como un disulfuro ciclico, pero una vez
que el ALA es absorbido de la dieta y transportado a las células, se reduce para
formar acido dihidrolipoico (DHLA), el cual puede almacenarse unido a proteinas en
donde la enzima lipoamidasa puede escindir tal complejo y liberar ALA para
funciones fisiolégicas (Yoshikawa et al., 1996). EI DHLA posee dos grupos sulfhidrilo
(-SH) y potente capacidad antioxidante tanto en ambiente acuoso como lipidico,
debido a su propiedad anfifilica para atravesar membrana celular y barrera
hematoencefalica (Shay et al., 2009; Kutter et al., 2014, Sigler, 2015).

El ALA puede ser sintetizado de novo en la mitocondria en la mayoria de los

animales, plantas y microorganismos. Esta sintesis se realiza a partir de la oxidacion
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de sustratos energéticos (glucosa, acidos grasos y aminoacidos), de estos se
obtiene acetil coenzima A (acetil-CoA) que se une al malonato para formar el
malonil-CoA, por medio de la accién enzimatica la malonyl-CoA sintetasa (ACSF3).
El malonil-CoA es utilizado en la ruta de sintesis de acidos grasos mitocondriales
(mtFASII), para formar la proteina transportadora de octanoil acilo (octanoil-ACP),
la cual se utiliza como precursora en la ruta de sintesis de ALA (Hiltunen et al., 2010;
Clay et al., 2016).

En mamiferos, el ALA administrado de manera exdgena se une a una
molécula de adenosin-trifosfato/guanosin-trifosfato (ATP/GTP) y es activado por la
enzima activadora de lipoato (ACSM1), la cual libera dos grupos fosfato (PPi) y
produce el &cido lipoico-AMP. Posteriormente la enzima lipoil transferasa (LIPT1)
elimina el adenosin monofosfato (AMP) e incorpora el ALA a una molécula de Lipoil-
E2 para que actue la lipoamidasa y libere el ALA (Ramaswamy y Maurelli, 2010;
Storm y Miiller, 2012) (Fig. 19).

Actualmente se sabe que la aplicacion de ALA exdgeno no sustituye el ALA
mitocondrial obtenido de la mtFASII, lo que indica que el origen natural del ALA es
necesario para que ocurran los procesos de la lipoilacion proteica y la produccion
energética (Feng et al., 2009), ya que el ALA interviene en la funcién de diferentes
enzimas que acttan en el ciclo de Krebs y en el metabolismo oxidativo mitocondrial
(Longaray-Garcia et al., 2013). A pesar que estas rutas metabdlicas se han descrito
en mamiferos, en peces se desconoce si estas rutas han sido conservadas a traves

de la evolucién.

En diversos estudios, se ha demostrado que el ALA promueve la biogénesis
mitocondrial, esto proporciona una mayor cantidad de energia disponible para las
funciones metabolicas celulares (Shen et al., 2011; Chen et al., 2012; Fernandez-
Galilea et al., 2014). ElI ALA promueve la biogénesis cuando es trasformado en
DHLA, por medio de la lipoamida deshidrogenasa mitocondrial, o que modula la
tasa de NAD+/NADH. Esta disponibilidad de NAD+ activa las funciones de la
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Sirtuinal (SIRT1), la cual activa la LKB1 (liver kinase B1) y que a su vez activa el
complejo enzimatico Proteina Cinasa Activada por AMP (AMPK, AMP-activated
protein kinasa) (Chen et al., 2012).

Biosistesis de novo del acido lipoico

%
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Fig. 19. Biosintesis mitocondrial e incorporacién del acido alfa-lipoico exdgeno en
organismos. (Modificado por Monroy de la Pefia (2018), tomado de Ramaswamy y Maurelli,
2010; Spalding y Prigge, 2010; Storm y Mdiller, 2012; Clay et al., 2016).

Una vez activada la AMPK fosforila la Proteina 1a co-activadora del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas (PCG1-a, Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha), mientras que SIRT1 deacetila y
activa la PGC-1a. En conjunto, la SIRT1 y AMPK activan la ruta de PGC-1q, la cual
es un co-activador para la transcripcion de genes encargados de la biogénesis
mitocondrial; tales como los factores respiratorios nucleares 1y 2 (NRF1/2, nuclear
respiratory factors). El acoplamiento de PGC-1a con NRF1/2, promueven la
expresion del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM, mitochondrial
transcription factor A), el cual inicia la replicacion del DNA mitocondrial (mtDNA,
mitochondrial DNA) (Jornayvaz y Shulman, 2010; Dominy y Puigserver, 2013;
Zamoray Villena, 2014; Sigler, 2015).
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